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T I T R E -  ---- 
D(sshydratation d e  Bradyrhizobium japonicum : a p p l i c a t i o n s  à l a  

product ion d'inoculums secs et  a l ' enrobage  d e  semences d e  s o j a .  

R E S U M E .  

La r é u s s i t e  de l ' i n o c u l a t i o n  a r t i f i c i e l l e  du s o j a  est pr imordia le  

dans l e s  rég ions  où c e t t e  c u l t u r e  e s t  nouvellement implantée. E l l e  

n é c e s s i t e  l a  s é l e c t i o n  de  souches adaptées  à l a  plante-hôte  e t  l a  

product ion d 'inoculums renfermant des  q u a n t i t é s  impor tan tes  de 

Bradyrhizobium japonicum. 

La s é l e c t i o n  de  souches de Bradyrhizobium japonicum a é t é  r é a l i s é e  

pa r  rappor t  aux c r i t è r e s  d ' e f f i c i e n c e  e t  de  c o m p é t i t i v i t é ,  en employant 

l a  v a r i é t é  Mapple arrow, comme c u l t i v a r  de  ré férence  du groupe 00. 

L ' e f f i c i e n c e  d'une t r e n t a i n e  de souches de Bradyrhizobium japonicum a 

é t é  est imée.  Les souches 3.2 e t  3 .32  ont  é t é  retenues p u i s  t e s t é e s  en 

compéti t ion avec d ' a u t r e s  souches. 

Les paramètres optimaux de product ion c e l l u l a i r e  ( l a  composition 

des  mi l ieux ,  l e  pH de  cu l ture . . . )  o n t  é t é  recherchés pour une product ion 

maximale d e  b iomasse .  Les c o n d i t i o n s  p e r m e t t a n t  l a  p r o d u c t i o n  

d'inoculums déshydra tés  de f o r t e  concen t r a t ion  de  Bradyrhizobium 

japonicum o n t  f a i t  l ' o b j e t  d ' é tudes  p a r t i c u l i è r e s .  

La conserva t ion  des  inoculums p rodu i t s  a é t é  é tud iée  en f o n c t i o n  de 

f a c t e u r s  t e l s  que l ' humid i t é  r e l a t i v e  de conserva t ion ,  l a  présence 

d 'oxygène, l a  v i t e s s e  de  déshydra ta t ion ,  l a  température,  l e  r ô l e  

p ro t ec t eu r  de  d i f f é r e n t e s  substances. . .  

Enf in ,  l a  connaissance des  paramètres permettant  l e  main t ien  des 

p o t e n t i a l i t é s  v i t a l e s  d e s  c e l l u l e s  déshydra tées  a  permis d ' env i sage r  des  

procédés de p e l l i c u l a g e  dont  l e s  modal i tés  f a v o r i s e n t  l e  taux de  s u r v i e  

de  Bradyrhizobium japonicum s u r  la  g ra ine  pendant de longues pér iodes .  



Dess i ca t i an  of Brdyrh izobium japonicum : a p p l i c a t i o n s  on t h e  product ion  of 

d r i e d  i n o c u l a n t s  and on soybean seed p e l l e t i n g .  

A B S T P A C T .  -------- 

The success  of a r t i f i c i a l  i n o c u l a t i o n  is  of major importance i n  a r eas  

where t h i s  crop i s  newly implanted. It ' implies  t h e  s e l e c t i o n  of s t r a i n s  f i t t e d  

t o  t h e  h o s t  p l a n t  and t h e  product ion of i nocu lan t s  wi th  h i g h  counts  of 

Bradyrhizobium japonicum. 

S t r a i n  s e l e c t i o n  of Bradyrhizobium japonicum has been c a r r i e d  out  with 

r e s p e c t  t o  e f f i c i e n c y  and competi t iveness  c r i t e r i a ,  using "Mapple arrow" 

v a r i e t y  as  re ference  c u l t i v a r  belonging t o  00 group. The e f f i c i e n c y  of about 

30 s t r a i n s  of Bradyrhizobium japonicum has  been est imated.  S t r a i n s  3 .2  and 

3.32 have been s e l e c t e d  then  t e s t e d  i n  competi t ion with o the r  s t r a i n s .  

The opt imal  parameters  of c e l l u l a r  product ion (growth media, pH) have 

been saught f o r  a maximal product ion of biomass. The proceedings of drying 

enabl ing  the  product ion of des s i ca t ed  inocu lan t s  with h igh  concen t r a t ion  of 

Bradyrhizobium japonicum have been the  s u b j e c t  of pecu l i a r  s t u d i e s .  Counts up 

t o  1012 b a c t e r i a  per  gram could have been obtained.  

The conserva t ion  of produced inocu lan t s  has  been s tudied  wi th  respec t  t o  

f a c t o r s  such a s  r e l a t i v e  humidity,  oxygen, p r o t e c t i v e  r o l e  of d i f f e r e n t  

substances... 

Las t ly ,  t h e  knowledge of parameters enabl ing  t h e  p re se rva t ion  of i n t a c t  

v i a b l e  c e l l s  i n  desa i ca t ed  s t a t e  , enabled t o  consider  coa t ing  processes ,  

methods of wich improve su rv iva l  r a t e s  of Bradyrhizobium japonicum on the 

seeds  during long per iods .  
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T A B L E  D E S  A B B R E V I A T I O N S .  
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* * : S i g n i f i c a t i f  avec un r i sque  d 'erreur a = 1 % 

*** : S i g n i f i c a t i f  avec un r i sque  d 'e r reur  a = 0,l  % 

t : Variable de Student 

tobs : Valeur observée de t 

t l -a/2 : Valeür théorique de t 

F : Variable de Snedecor 

Fobs : Valeur observée de F 

Hobs - :  Valeur observée du t e s t  de Har t ley  

Hl-a : Valeur théorique du t e s t  de Hart ley 

SCE : Somme des c a r r é s  des  é c a r t s  

CM : c a r r é  moyen 

CMr : c a r r é  moyen rés idue l  

b : Valeur observée des c o e f f i c i e n t s  de régression 



CENERALI TES 



A / IMPORTANCE DE L'INOCULATION ARTIFICIELLE DU SOJA. 

Les augmentations d e  rendements des  espèces c u l t i v é e s  n é c e s s i t e n t  

des  appor ts  azotés  impor tan ts .  Ces appor ts  peuvent ê t r e  a s s u r é s  d e  deux 

manières ,  s o i t  par  vo ie  minérale  ( e n g r a i s  azo té s  dont  l e  coût  e s t  t r è s  

é l e v é ) ,  s o i t  par l a  c u l t u r e  d 'espèces  v ivan t  en  symbiose, ou en 

a s s o c i a t i o n  é t r o i t e ,  avec des  microorganismes f i x a t e u r s  d ' azo te  

atmosphérique. 

La l i t t é r a t u r e  s c i e n t i f i q u e  évoquant l a  f i x a t i o n  d ' a z o t e  par  l e s  

d i f f é r e n t s  systèmes symbiot iques e s t  v i e i l l e  d e  p l u s  de  c e n t  ans.  

L'importance de l a  f a m i l l e  des  légumineuses, t a n t  d 'un p o i n t  de  vue 

q u a n t i t a t i f  que q u a l i t a t i f  en  a  f a i t  un s u j e t  d ' é tude  de  p r é d i l e c t i o n  et  

l a  symbiose Rhizobium-légumineuse e s t  cer tainement  l a  mieux connue à ce  

jour .  

Bien que de c u l t u r e  r é c e n t e ,  l e s  oléoprotéagineux ( t e l  que l e  s o j a ,  

Glycine max L.Merr.), o n t  un i n t é r ê t  cons idérable  en  t a n t  que source 

majeure de  p ro t é ines  (38% à 45% dans l a  g r a i n e )  pour l ' a l i m e n t a t i o n  

animale e t  humaine e t  e n  t a n t  que source d ' h u i l e  (17% 2, 22% dans l a  

g r a i n e ) .  Sa c u l t u r e  e s t  r e s t é e  longtemps l e  monopole de  quelques pays 

t e l s  que l e s  U.S.A., l a  Chine, l e  B r é s i l  e t  l'U.R.S.S.. L'importance de 

c e t t e  légumineuse e t  les p rog rès  cons idérables  r é a l i s é s  dans l ' o b t e n t i o n  

d e  nouvel les  v a r i é t é s ,  à s a v o i r  l ' accro issement  d e  p récoc i t é  (groupe 

000)  , de rendement, s t g r i l i t é  mâle (54,83).  . . , o n t  cont r ibué  à é l a r g i r  

s a  c u l t u r e  à de nouvel les  zones géographiques. Le succès de  c e t t e  

implanta t ion  e s t  a s s u j e t t i  à l a  présence du microsymbionte spéc i f ique .  

Or ,  l a  d i s t r i b u t i o n  des  Rhizobiums dans l e  s o l  e s t  é t ro i t emen t  l i é e  à l a  

présence de l a  plante-hôte (110).  Le choix des  souches e t  des  c u l t i v a r s  

e s t  donc à é t u d i e r  sé r ieusement ,  notamment en  c e  q u i  concerne l a  

c o m p a t i b i l i t é  des  deux symbiontes. 

1 / IMPORTANCE DU CULTIVAR DANS LA REUSSITE DE L'INOCULATION. 

Le s o j a  exige l a  présence de Rhizobiums t r è s  spéc i f iques  : l e  

Bradyrhizobium japonicum, généralement absent  des  nouvel les  zones de 

c u l t u r e .  S i  il en e x i s t e  dans l e  s o l ,  i l s  indu i sen t  une f a i b l e  

nodula t ion  ( 2 ,  128) s u r t o u t  s i  l e  c u l t i v a r  e s t  d ' o r i g i n e  l o i n t a i n e .  



Cet t e  s p é c i f i c i t é  e s t  p l u s  ou moins é t r o i t e  su ivan t  les c u l t i v a r s .  Par 

exemple ( 1 2 8 ) ,  d e s  c u l t i v a r s  a m é r i c a i n s  i n t r o d u i t s  e n  A f r i q u e  

("Jupi te r" ,  "Bossier") n é c e s s i t e n t  impérativement une i n o c u l a t i o n ,  a l o r s  

que l ' i n o c u l a t i o n  d e s  g r a i n e s  des  c u l t i v a r s  a s i a t i q u e s  ( "Orba", 

"TGm686'', "Malayan") n 'amél iore  pas l e s  rendements de  ces  v a r i é t é s  q u i  

p ré sen ten t  une nodula t ion  très s a t i s f a i s a n t e  avec l e s  espèces  de  

Rhizobium indigènes. 

En o u t r e ,  des  c a r a c t é r i s t i q u e s  symbiotiques p a r t i c u l i è r e s  sous 

c o n t r ô l e  génét ique ( 4 9 ,  52,  54)  on t  é t e  mises en  évidence. La présence 

de c e r t a i n s  a l l è l e s  dans  l e  génôme e s t  responsable  de l ' é c h e c  de la  

nodula t ion :  

Rj2 : nodulat ion d é f i c i e n t e  avec l e s  souches du groupe 122 e t  c l  

Rj4 : nodulat ion d é f i c i e n t e  avec l a  souche USDA61 de B e l t s v i l l e  

r j l / r j l  : nodulat ion a f f e c t é e  avec de t r è s  nombreuses souches de  

Bradyrhizobium japonicum (50 ,  53 ,  128). 

Il e s t  donc t r è s  important  de  t e n i r  compte de l a  présence ou de 

l ' absence  d e  ces  a l l è l e s  dans l e  choix des  v a r i é t é s  e t  des  souches 

i n t r o d u i t e s .  

La compa t ib i l i t é  e n t r e  souches e t  c u l t i v a r s  i n t e r v i e n t  u l t é r i e u r e  

ment dans l ' e f f i c i e n c e  d e  l a  symbiose é t a b l i e .  E l l e  s e  t r a d u i t  par  une 

f i x a t i o n  d 'azo te  atmosphérique v a r i a b l e ,  fonc t ion  à l a  f o i s  de l a  souche 

e t  du c u l t i v a r  s u r  l e q u e l  e l l e  nodule (48 ,  9 6 ) ,  a i n s i  que de f a c t e u r s  

ab io t iques  (c l imat iques  e t  édaphiques)(72) 

II / IMPORTANCE DES SOUCHES DANS LA REUSSITE DE L'INOCULATION 

Le choix d'une souche d o i t  t o u t  d 'abord t e n i r  compte des  f a c t e u r s  

ab io t iques  rencontrés .  

- du c l ima t  : en e f f e t ,  l e s  souches i s o l é e s  de  zones tempérées ont  une 

a c t i v i t é  n i  t rogénasique optimale à des températures  p lus  basses  que 

c e l l e s  i s o l é e s  sous climat t r o p i c a l  (73).  De même l ' a p t i t u d e  à noduler à 

températures  é levées  est une c a r a c t i r i s t i q u e  marginale des  souches 

(104). 

- des  c a r a c t é r i s t i q u e s  du s o l ,  notamment du pH v i s  à v i s  duquel l a  

réponse des  d i f f e r e n t e s  espèces e t  souches de  Rhizobium e s t  t r è s  



v a r i a b l e  (89,  139;. La présence de  q u a n t i t é s  importantes  d ' i ons  tox iques  

( p a r  ex. l'Aluminium) peut  également compromettre l e  succès d e  

l ' i m p l a n t a t i o n  des deux symbiontes ou diminuer s ign i f i ca t ivemen t  les 

rendements ( 6 ,  14 ,  123, 159). De même des  q u a n t i t é s  ou une d i s p o n i b i l i t é  

i n s u f f i s a n t e s  de minéraux ou métaux (Ni ,  Cu, Fe, Mn) dont  dépend 

l ' a c t i v i t é  de c e r t a i n s  enzymes (uréase  e t  n i t rogénase )  l i m i t e  l e s  

rendements (38,  159). 11 e s t  donc important  que c e s  f a c t e u r s  s o i e n t  

m a î t r i s é s  avant  l ' i m p l a n t a t i o n  d'une c u l t u r e  de  so j a .  

En cas  d'absence de  Rhizobium spéc i f ique ,  l ' i n t r o d u c t i o n  de souches 

à f o r t e  e f f i c i e n c e  avec l e s  v a r i é t é s  c u l t i v é e s  e s t  nécessa i re .  Ceci 

suppose une s é l e c t i o n  p r é a l a b l e  de Rhizobiums adaptés  aux v a r i é t é s  

c u l t i v é e s ,  e t  p ré sen tan t  s i  poss ib l e  une a c t i v i t é  n i t rogénas ique  é l e v é e  

s u r  p l u s i e u r s  v a r i é t é s .  

L ' inocula t ion  d e  c u l t u r e s  r é a l i s é e s  dans des  zones géographiques 

pourvues de Rhizobiums spéc i f iques  e s t  p l u s  d é l i c a t e  e t  souvent 

i n f ruc tueuse  (59).  E l l e  e s t  cependant n é c e s s a i r e  c a r  l ' e f f i c i e n c e  d e s  

souches indigènes e s t  en géné ra l  peu é l e v é e  (144, 149). Outre 

l ' e f f i c i e n c e  des  souches,  il est impéra t i f  de t e n i r  compte de l a  

c o m p é t i t i v i t é  des souches i n t r o d u i t e s  pa r  r appor t  aux souches ind igènes ,  

c e s  d e r n i è r e s  é t a n t  en  géné ra l  pa r t i cu l i è r emen t  b ien  adaptées à l e u r  

environnement. Ce t t e  donnée q u i  condit ionne l e s  chances de succès de  l a  

nodula t ion  des  p l a n t e s  par  l a  souche i n t r o d u i t e ,  e s t  indépendante de  

l ' e f f i c i e n c e  des  souches (77) .  Des i n v e s t i g a t i o n s  récentes  ont  montré 

que l a  compé t i t i v i t é  des  souches e s t  en r e l a t i o n  é t r o i t e  avec l e  groupe 

d e  p r é c o c i t é  auquel appa r t i ennen t  l e s  v a r i é t é s  d e  s o j a  (72).  De p l u s  les 

p r o f i l s  de compéti t ion e n t r e  souches dépendent de  f a c t e u r s  ab io t iques  

t e l s  que l a  na tu re  du s o l  (101). 11 e s t  cependant poss ib l e  de  

s ' a f f r a n c h i r  de c e s  c o n t r a i n t e s  par des  techniques de repiquage. 

KOSSLACK e t  a l  on t  montré qu'une préexpos i t ion  des  r ac ines  de  s o j a  à une 

souche f a v o r i s e  l a  c o l o n i s a t i o n  des r a c i n e s  e t  permet à l a  souche 

i n t r o d u i t e  d'occuper jusqu 'à  p lus  de 95 X des nodules ,  su ivant  l e s  temps 

d e  p r é e x p o s i t i o n  ( 1 0 0 ,  101  ). C e t t e  t e c h n i q u e  n ' e s t  c e p e n d a n t  

envisageable  qu 'à  cond i t i on  que l e  surcoût  e n t r a i n é  s o i t  compensé pa r  

des  g a i n s  de rendements importants.  



MYTTON suggère une s é l e c t i o n  c o n j o i n t e  des  deux symbiontes q u i  

p o r t e r a i t  a u s s i  b ien  s u r  des  c r i t è r e s  d ' e f f i c i e n c e  e t  de  c o m p a t i b i l i t é  

que s u r  l e s  a p t i t u d e s  compéti t ives  du Rhizobium par  rappor t  aux a u t r e s  

microorganismes du s o l  ( m o b i l i t é ,  chimiotact isme,  m u l t i p l i c a t i o n  dans l a  

rhizosphère ... ) (64, 127, 136). Ces d i f f é r e n t s  c r i t è r e s  condi t ionnent  l e  

succès  de l a  nodulat ion.  

3 / PREPARATION DES INOCULATS ET BACTERISATION DES SEMENCES. 

Le deuxième a spec t  q u i  contr ibue au  succès de  l ' i m p l a n t a t i o n  des  

Rhizobiums dépend de  l a  r é u s s i t e  de l ' i n o c u l a t i o n .  De nombreux f a c t e u r s  

peuvent ê t r e  responsables  de  l ' échec  de  l ' i n o c u l a t i o n  a r t i f i c i e l l e  des  

légumineuses. 

- l ' inoculum d o i t  c o n t e n i r  un nombre é l e v é  de Rhizobiums. 

- l e s  condi t ions  physiques rencontrées  dans l e  s o l  (pH, tempéra tures ,  

humidi té ,  na tu re )  ne do iven t  pas ê t r e  incompatibles  avec l a  s u r v i e  de 

Rhizobium jusqu 'à  l 'émergence des  r a c i n e s ,  n i  i nh ibe r  l a  nodula t ion .  

- de  même, c e r t a i n s  t r a i t emen t s  appl iqués  aux semences ( f o n g i c i d e s ,  

i n s e c t i c i d e s ,  déshe rban t s )  s o n t  toxiques pour l e s  Rhizobiums. 

- l ' imp lan ta t ion  des  Rhizobiums peut également ê t r e  en t ravée  p a r  l a  

préda t ion  e t  l a  compéti t ion exercées par  l e s  inicroorganismes ind igènes .  

1 / PREPARATION ET CONSERVATION DES INOCULATS. 

1 / CULTURES SUR AGAR. 

L e s  premières formes d'inoculums appl iqués  à la  b a c t é r i s a t i o n  des  

semences de légumineuses,  c o n s i s t e n t  en  des  c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  s u r  

g é l a t i n e  ou a g a r ,  appl iquées  s o i t  d i rec tement  s u r  l a  gra ine  s o i t  ap rè s  

mélange au s o l  e t  épandange dans l e  champ. Ce t t e  p ra t ique  f u t  v i t e  

abandonnée en r a i s o n  d e  c e s  p i è t r e s  r é s u l t a t s  (41) .  

2  / CULTURES EN MILIEU LIQUIDE. 

Des c u l t u r e s  en  phase s t a t i o n n a i r e  de c ro issance  sont  s u r t o u t  

employées de façon marginale .  En e f f e t ,  l a  grande s e n s i b i l i t é  de  c e  type 

d '  inoculum aux températures  élevées ( m o r t a l i t é  t o t a l e  à 40°C)( 1251, e t  

l e  d é c l i n  rap ide  de  l a  v i a b i l i t é  des  c e l l u l e s  en  mi l ieu  l i q u i d e  non 
. . 



a g i t é  (41) ,  a l i m i t é  son emploi aux rég ions  tempérées e t  aux pays ou la  

d i s t r i b u t i o n  e s t  b ien  o rgan i sé  (Hollande).  

Meade e t  a l .  suggèrent  l 'emploi  de concent rés  c e l l u l a i r e s  congelés  

d e  Rhizobium leguminosarum pour l ' i n o c u l a t i o n  du po i s ,  s o i t  pour un 

emploi d i r e c t  s o i t  pour la  confec t ion  d'inoculums s u r  tourbe  ou de  

g ranu lé s  (121).  11 sou l igne  l ' impor tance  de  l a  longévi té  d 'un  t e l  

inoculum par  r appor t  aux a u t r e s  p répa ra t ions  communément employées e t  l a  

s t a n d a r d i s a t i o n  poss ib l e  des  p répa ra t ions  commerciales. Des popula t ions  

de  1011 b a c t é r i e s  par  m l  s u b s i s t e n t  a p r è s  76 semaines de conserva t ion  à 

-20 OC. 

D'autres  proposent l ' emplo i  d'inoculum à base d 'eau pure (33) .  En 

e f f e t  l e s  a u t e u r s  ont  montré une p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  cons t an te  à 

107 b a c t é r i e s  1 m l  s ans  q u ' i l  y a i t  a l t é r a t i o n  des p r o p r i é t é s  

symbiotiques des  Rhizobiums. L ' i n t e r ê t  p r i n c i p a l  d 'une t e l l e  méthode 

r é s i d e  dans son f a i b l e  coût  de product ion ,  e t  l a  p o s s i b i l i t é  de 

main ten i r  s u r  de longues périodes des  inoculums s t a b l e s  (souche e t  

c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e )  pouvant  s e r v i r  pour  l e s  p r é c u l t u r e s  

i n d u s t r i e l l e s o  

Ces deux types de p répa ra t ions  r e s t e n t  d 'un  emploi l i m i t é  en r a i son  

d e s  c o n t r a i n t e s  d e  s t o c k a g e  ( t e m p é r a t u r e ,  s t é r i l i t é ) ,  e t  d e  

manipulat ions au moment du semis,  l e s  formes l i q u i d e s  ne pouvant en 

aucun cas  ê t r e  mises e n  contac t  avec l e s  he rb i c ides ,  fong ic ides  e t  

i n s e c t i c i d e s .  

Une a u t r e  p répa ra t ion  l i q u i d e  e s t  c o n s t i t u é e  d'une suspension de 

Rhizobiums dans un suppor t  à base d ' h u i l e .  L '  i nocu la t ion  peut  ê t r e  

r é a l i s é e  avec des  c e l l u l e s  déshydratées  (102). Ce t t e  forme d'inocirlum 

e s t  commercialisée aux Etats-Unis. E l l e  permet l ' ad jonc t ion  de molybdène 

e t  de  fong ic ides ,  t o u t  e n  préservant  l a  v i a b i l i t é  de Bradyrhizobium 

japonicum (59). En o u t r e ,  c e t t e  forme d'inoculum e s t  p lus  a p t e  à 

mainteni r  l a  v i a b i l i t é  des  c e l l u l e s ,  en cas  d ' expos i t i on  temporaire  à 

des  températures é l evées ,  ce  qu i  présente  un i n t é r ê t  pour son emploi en 

zone a r ide .  



3 / INOCULATS SUR SUPPORTS SOLIDES. 

3.1 / Inocu la t s  non d6shydratés.  

3.1-1 / Nature d e s  d i v e r s  i nocu la t s .  

La grande ma jo r i t é  de c e s  inoculums e s t  r é a l i s é e  à p a r t i r  de 

tourbes  pu lvé r i s ées  ou compactées e n  granulés .  E l l e s  c o n s t i t u e n t  à 

l ' h e u r e  a c t u e l l e  l a  ma jo r i t é  des  p répa ra t ions  commerciales c a r  e l l e  son t  

un des  m e i l l e u r s  suppor ts  pour l a  product ion d'inoculum (59 ,  80,  171). 

Cependant son emploi e s t  condi t ionné par  s a  présence s u r  les l i e u x  de 

production. O r  l a  q u a l i t é  de la tourbe e s t  t r è s  v a r i a b l e  (163)  s u r t o u t  

sous c l ima t  t r o p i c a l .  Ce r t a ins  gisements sont  souvent impropres à son 

u t i l i s a t i o n  (152). Des é tudes  s o n t  donc en  géné ra l  r é a l i s é e s  a f i n  de 

conna i t r e  l ' a p t i t u d e  des  Rhizobiums à p r o l i f é r e r  e t  à su rv iv re  dans l e s  

tourbes  avant  e x p l o i t a t i o n  des  gisements ( 1 ,  80 ,  163). 

Dans l 'hypothèse où il n'y a pas de  tourbes  propres  à l a  confec t ion  

d' inoculums, d ' a u t r e s  supports  peuvent ê t r e  employés avec succès.  Des 

inoculums à base de t e r r e  peuvent u t i lement  remplacer l a  tourbe  (30) .  De 

même, des  é tudes  comparatives on t  sou l igné  l e s  e x c e l l e n t s  r é s u l t a t s  

obtenus avec des  inoculums préparés  avec l a  mélasse addi t ionnée  de 

charbon de b o i s ,  ou du fumier addi t ionné  de  charbon de  b o i s  (177). 

D 'au t res  a u t e u r s  on t  montré l 'emploi  p o s s i b l e  de matières  premières  t r è s  

d i v e r s e s  t e l l e s  que de  l a  l i g n i t e  (32 ,  93, 102, 177) ,  l e  mélange 

Bentonite-charbon ( 4 7 ) ,  l a  poudre de c e l l u l o s e  (147) ,  l e s  boues de  

f i l t r a t i o n  (145)  ou des  r é s idus  végétaux d i v e r s  (177). Leur u t i l i s a t i o n  

e s t  en  géné ra l  j u s t i f i é e  par  l 'abondance de  c e s  substances s u r  l e s  l i e u x  

de product ion e t  l e u r  f a i b l e s  p r i x  de r ev i en t .  

3.1-2 / Fabr i ca t ion  des  i nocu la t s .  

La r é a l i s a t i o n  à proprement p a r l e r  des  inoculums n é c é s s i t e  

p lus i eu r s  é t a p e s  : 

- broyage e t  n e u t r a l i s a t i o n  du support  s u i v i  ou non d'une g r a n u l a t i o n  ; 

- conditionnement e t  s t é r i l i s a t i o n  ; 

- i nocu la t ion  du support  ; 

- incubat ion  ; 

- c o n t r ô l e  e t  d i s t r i b u t i o n .  



Chacune des  é t a p e s  e s t  importante e t  des  négl igences  peuvent ê t r e  à 

l ' o r i g i n e  d 'une p e r t e  impor tan te  de  v i a b i l i t é  d e  1' inoculum. Nombreuses 

s o n t  l e s  é tudes  qu i  sou l ignen t  l ' importance de c e s  c o n t r a i n t e s  dans l a  

product ion d'inoculum d e  bonne q u a l i t é  : 

Le conditionnement l e  p l u s  courant  e s t  c o n s t i t u é  de  s a c s  de  

polypropylène ou de polyé thylène  su ivant  l e s  t r a i t emen t s  thermiques 

appl iqués .  Les p r o p r i é t é s  d'échanges gazeux des  s a c s  son t  déterminantes  

s u r  l a  c ro issance  de  Rhizobium. La p o r o s i t é  du f i l m  d o i t  a s s u r e r  un 

approvisionnement en  oxygène s u f f i s a n t  pour le  développement des  

c e l l u l e s .  Roughley a montré qu'une c a p a c i t é  d'échange de  6 % e s t  

s u f f i s a n t e  e t  que les f i l m s  ayant  une c a p a c i t é  d'échange supér ieure  se 

p r ê t e n t  en  géné ra l  m a l  aux manipulat ions (151).  

P l u s i e u r s  méthodes de  s t é r i l i s a t i o n  s o n t  employées : s t é r i l i s a t i o n  

p a r  l 'oxyde d ' é thy lène ,  au toc lavage ,  i r r a d i a t i o n .  La première méthode 

donne des  r é s u l t a t s  v a r i a b l e s ,  c a r  il e s t  n é c e s s a i r e  que l e  gaz pénèt re  

p u i s  s o i t  é l iminé complètement de  l a  tourbe  (41) .  Ce r t a ins  au t eu r s  

p r é f è r e n t  l a  s t é r i l i s a t i o n  par  i r r a d i a t i o n  (153) ,  d ' a u t r e s  montrent que 

au toc lavage  e t  i r r a d i a t i o n  s o n t  équ iva l en t s  ( 163, 172). Par con t r e  

l ' a b s e n c e  d e  s t é r i l i s a t i o n  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  n é f a s t e  à l a  

p r o l i f é r a t i o n  des Rhizobiums, puisque de nombreux contaminants s e  

développent simultanément. Ainsi des  é c a r t s  de  1 à 1000 ont é t é  m i s  en 

é v i d e n c e ,  e n t r e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  Rhizobium d ' i n o c u l u m s  

commercialisés aux U. S. A. , su ivan t  que 1 ' inoculum s o i t  monoxénique ou 

nono Cer ta ines  p répa ra t ions  vendues s e  sont  même montrées incapables  

d ' i n d u i r e  l a  formation d e  nodos i tés  s u r  l e  s o j a ,  l a  concent ra t ion  en  

Bradyrhizobium japonicum é t a n t  i n s u f f i s a n t e  (80).  

L ' inocula t ion  du support  suppose une product ion p réa l ab le  de 

biomasse. La product ion e s t  généralement e f f e c t u é e  en fermenteurs 

contenant  un milieu à base d '  e x t r a i t  de  l evu re  ou a u t r e s  mil ieux 

empiriques (40 ,  41 ). Des précaut ions  p a r t i c u l i è r e s  doivent  ê t r e  p r i s e s  

a f i n  d ' a s s u r e r  l a  p u r e t é  des  c u l t u r e s  en fermenteurs .  Des f r a c t i o n s  

a l i q u o t e s  d e s  c u l t u r e s  s o n t  e n s u i t e  u t i l i s é e s  pour l'ensemencement des  

tourbes.  Ce t t e  é tape  d é l i c a t e  d o i t  g a r a n t i r  l e  maint ien de  l a  pu re t é  des  

inoculums. Somasegaran e t  a l  montrent que l e  coût  de  c e t t e  opé ra t ion  



peu t  ê t r e  fortement diminué en  inoculant  l e s  tourbes  par  une c u l t u r e  

d i l u é e  ; c e t t e  façon d e  procéder  modifie peu l e s  durées  d ' incubat ion  des  

inoculums s u r  tourbes e t  augmente l e s  c a p a c i t é s  d e  product ion d'un 

fermenteur  (163,  164). 

La m u l t i p l i c a t i o n  des  Rhizobiums e s t  en  géné ra l  a s su rée  pa r  

entreposage des  p répa ra t ions  à 29°C. La période opt imale d ' u t i l i s a t i o n  

se s i t u e  environ q u a t r e  à s i x  semaines a p r è s  ensemencement du support.  

Materon e t  a l  i n s i s t e n t  s u r  l ' importance de  c e t t e  pér iode  d ' incubat ion  

en  terme d e  ma tu r i t é  de l ' inoculum, l e  r e s p e c t  de c e t t e  é t ape  

condi t ionnant  l e s  taux  de s u r v i e  des  Rhizobiums dans l e s  heures  q u i  

su iven t  l a  b a c t é r i s a t i o n  des  g ra ines  (119).  Après c e t t e  pér iode d e  

p r o l i f é r a t i o n ,  l e s  inoculums doivent  ê t r e  s tockés  à basse température ; 

l a  m o r t a l i t é  des c e l l u l e s  c ro2 t  en fonc t ion  de l ' é l é v a t i o n  de  

température ( 1 ,  41, 102, 125, 165, 177). De m ê m e ,  l o r s  du t r a n s p o r t  e t  

de  l a  d i s t r i b u t i o n ,  il est néces sa i r e  qu'une température de 40°C ne s o i t  

pas  dépassée (125, 165) .  Les emballages doivent  pouvoir d ' a u t r e  p a r t  

l i m i t e r  l e s  pe r t e s  d 'eau  n é f a s t e s  à la  s u r v i e  d e  Rhizobium (30) .  

3.2 / Inoculums déshydratés. 

D'autres  formulat ions e x i s t e n t  : e l l e s  c o n s i s t e n t  en des  granulés  

appl iqués  dans l e  rang au moment du semis ; i l s  peuvent ê t r e  à base de  

tourbe  ( 1 2 ) ,  ou c o n s t i t u é s  de matériaux poreux ( s u l f a t e  de calcium, 

v e r m i c u l i t e ,  pumice ... ) imprégnés de l a  suspension bac tér ienne  pu i s  

déshydra tés  (68).  E l l e s  p r é sen ten t  l ' avan tage  d 'une u t i l i s a t i o n  f a c i l e  

en  diminuant l e s  manipulat ions p réa l ab le s  au semis ( b a c t é r i s a t i o n  des  

g r a i n e s )  ; de p lus  les formes déshydratées  ne n é c e s s i t e n t  pas un 

s tockage en  condi t ions  s t é r i l e s ,  l a  f a i b l e  d i s p o n i b i l i t e  de l ' e a u  dans 

c e s  inoculums prévenant t o u t  développement u l t é r i e u r  de contaminants. 

Des p répa ra t ions  commerciales d'inoculum déshydra té  sous forme de poudre 

ou de g ranu lé s ,  à base de  polyacrylamide ou de  biopolymères s o n t  

âc tue l lement  proposées ( 5 7 ,  108, 124). E l l e s  g a r a n t i s s e n t  une longévi té  

importante  des  inoculums , ont  un f a i b l e  encombrement s t é r i q u e ,  e t  

suppor ten t  des  températures  élevées.(91,  92). 



II / APPLICATION DE L'INOCULUM SUR LES GRAINES- 

Tro i s  méthodes s o n t  employées avec p l u s  ou moins de succès pour l a  

b a c t é r i s a t i o n  des légumineuses (16) .  

- m i s e  en contac t  de  l ' inoculum e t  de l a  g r a i n e  au moment du semis. 

- a p p l i c a t i o n  de l ' inoculum s u r  l e  s o l  indépendamment du semis. 

- pré inocu la t ion  par  enrobages de  gra ines .  

Toutes ces  méthodes doivent  permet t ren t  d ' appor t e r  un minimum d e  

10' Rhizobiums par  g r a i n e  pour l e  s o j a ,  c a r  pour l e s  q u a n t i t é s  

i n f é r i e u r e s  l a  nodula t ion  e s t  i n s u f f i s a n t e  (80 ,  161). 

Les techniques l e s  p l u s  couramment employées c o n s i s t e n t  à i nocu le r  

l e s  g r a i n e s  au moment du semis s o i t  : 

- par  mélange d i r e c t  d e  l ' inoculum s u r  l a  g r a i n e  : p a r  c e t t e  méthode les 

q u a n t i t é s  d'inoculum pa r  g ra ine  sont  en g é n é r a l  i n s u f f i s a n t e s .  Aussi 

c e t t e  technique e s t  t r è s  peu employée, e t  r e s t e  l i m i t é e  pr incipalement  

aux inoculums l i q u i d e s  de f o r t e  concen t r a t ion  bac tér ienne  pour les 

e s s a i s  de l a b o r a t o i r e  ou de  s e r r e e  

- pa r  mise en suspension de  l ' inoculum dans l ' e a u  ou dans une s o l u t i o n  

contenant  un adhésif  a f i n  d ' a c c r o r t r e  l e s  quan t i  t é s  d'inoculum f ixées .  

Des gommes, des  s u c r e s ,  des  dé r ivés  de l a  c e l l u l o s e  p ré sen ten t  un 

i n t e r ê t  à c e t t e  f i n  (16 ,  4 2 ,  65). 

- Par épandage de l ' inoculum s u r  l e  s o l ,  s o i t  uniformément, s o i t  dans l e  

rang de  semis des g r a i n e s .  Les inoculums à base de tourbe ,  l e s  g ranu lé s ,  

l e s  poudres,  se  p r ê t e n t  à ces  techniques. C e t t e  méthode s e  r évè l e  dans 

c e r t a i n s  c a s ,  supé r i eu re  à l a  précédente c a r  e l l e  permet d'augmenter l e  

nombre de bac t é r i e s  appor tées  par  g r a i n e ,  c e  q u i  e s t  souvent n é c e s s a i r e  

dans l e s  s o l s  pourvus d e  Rhizobiums indigènes.  De p l u s ,  c e t t e  technique 

p ré sen te  un i n t é r ê t  pour  l e s  c u l t u r e s  d e  légumineuses à germinat ion 

ép igée  ( s o j a ) ,  dont  l a  c u t i c u l e  s o r t  de t e r r e  l o r s  de  l 'émergence des  

cotylédons.  

L 'au t re  méthode à l a q u e l l e  voudra ien t  a r r i v e r  de  nombreux 

producteurs  de semences, c o n s i s t e  à d i s t r i b u e r  des  g ra ines  préalablement  



b a c t é r i s é e s  par  t o u t e  technique d'enrobage. L 'ob jec t i f  p r i n c i p a l  des  

d i s t r i b u t e u r s  de  semences, e s t  de main ten i r  d e s  q u a n t i t é s  importantes  de 

b a c t é r i e s  s u r  les g r a i n e s ,  a f i n  qu'au moment d e  l a  commercial isat ion,  l a  

q u a n t i t é  de Rhizobium s o i t  au même niveau que s i  l e s  g ra ines  vena ien t  

d ' ê t r e  enrobées par  les techniques c l a s s iques .  

Dans la p ra t ique  deux méthodes ont  é t é  t e s t é e s  à grand é c h e l l e  avec 

un succès  t r è s  v a r i a b l e  : 

- L'imprégnation des  g r a i n e s  c o n s i s t e  à immerger l e s  semences dans l a  

suspension bac tér ienne  pu i s  à l e s  p l a c e r  sous  v ide  a f i n  de  f a i r e  

péné t r e r  l e s  Rhizobiums sous la  cu t i cu l e .  Par c e t t e  méthode t o u t e s  l e s  

g r a i n e s  ne son t  pas b a c t é r i s é e s  e t  l e  nombre de  b a c t é r i e s  éventuel lement  

p ré sen te s  r e s t e  en g é n é r a l  a s sez  f a i b l e  (16). 

- Le p e l l i c u l a g e  des  semences par une ou p l u s i e u r s  é t apes  a é t é  

largement mis en oeuvre. De t r è s  nombreuses substances sont  u t i l i s é e s .  

En g é n é r a l ,  adhésif  , inoculum, e t  subs tances  minérales  e n t r e n t  dans la 

composition de ces  enrobages. Les suppor ts  à base d ' a r g i l e  ou p l u s  

fréquemment de minéraux c a l c a i r e s  son t  u t i l i s é s  dans l e s  s o l s  ac ides .  

Les r é s u l t a t s  souvent décevants  ( 1 7 )  o n t  grandement cont r ibué  à l a  

l i m i t a t i o n  du développement de  ces  techniques q u i  r e s t e n t  encore 

au jourd 'hu i  d 'un  emploi marginal.  

Les é tudes  s p é c i f i q u e s  v i s a n t  à déterminer  l e s  causes de ces  

échecs,  e t  à amél iorer  les pro tocoles  d e  pré inocula t ion  s o n t  peu 

nombreuses e t  r e s t e n t  t r è s  l i m i t é e s  ; l e s  f a c t e u r s  pouvant n u i r e  à l a  

s u r v i e  de Rhizobium s o n t  souvent ana lysés  individuel lement .  C e r t a i n s  

a u t e u r s  ont  montré l ' e f f e t  des  températures s u r  l a  s u r v i e  s u r  l a  g r a i n e  

de Bradyrhizobium japonicum, mais l ' é t u d e  n ' e s t  r é a l i s é e  qu 'à  une s e u l e  

humidité r e l a t i v e  de  s tockage ( 4 2 )  ; dans c e  ca s  p a r t i c u l i e r ,  l e s  

q u a n t i t é s  de b a c t é r i e s  au bout de t r o i s  semaines son t  au mieux é g a l e s  à 

14% de  l a  q u a n t i t é  i n i t i a l e .  



C / FACTEURS INFLUENCANT L A  S U R V I E  DES "RHIZOBIUMS" DANS L E  SOL. 

1 / S U R V I E  DES "RHIZOBIUMS"DANS LE S O L .  

1 / PERSISTENCE DES "RHIZOBIUMS" DANS LE SOL : OBSERVATIONS. 

Les premières observa t ions  de  la p e r s i s t e n c e  des  Rhizobiums dans l e  

s o l  on t  r évé l é  des  c a p a c i t é s  de  s u r v i e  v a r i a b l e s  à l ' i n t é r i e u r  d ' u n  même 

groupe e t  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  groupes d ' i nocu la t ion .  Nutman a r e p o r t é  

que des  s o l s ,  dans l e s q u e l s  aucune c u l t u r e  de  légumineuses n ' a v a i t  é t é  

f a i t e  depuis p l u s  d'un s i è c l e  con tena ien t  en abondance des  souches 

e f f i c i e n t e s  de  Rhizobium t r i f o l i i  e t  leguminosarum e t  dans une moindre 

mesure de Rhizobium l u p i n i  e t  m e l i l o t i  (134) .  

Norman a montré que des  Rhizobiums japonicum à c ro i s sance  l e n t e  

é t a i e n t  à même d e  su rv iv re  pendant 24 ans  dans des  s o l s  non p l a n t é s  en 

s o j a ,  e t  que l ' i n o c u l a t i o n  des  c u l t u r e s  a p r è s  c e t t e  pér iode  é t a i t  

i n u t i l e  en terme de  rendements puisque l e s  Rhizobiums indigènes  

i n d u i s a i e n t  une nodula t ion  t r è s  s a t i s f a i s a n t e  (13) .  

Ultér ieurement ,  Weaver a montré pa r  l ' é t u d e  de  52 s o l s  d ' Iowa,  que 

l a  présence de  q u a n t i t é s  importantes  d e  Rhizobium japonicum é t a i t  

directement  l i é e  à l a  c u l t u r e  du s o j a  dans l e s  s o l s  mais indépendante de 

l a  d a t e  à l a q u e l l e  les d e r n i è r e s  p l a n t a t i o n s  ava i en t  é t é  e f f e c t u é e s  

(133) .  Dowdle montre l o r s  d'une é tude  d e  l a  populat ion bac t é r i enne  de 

s o l s  ch ino i s ,  que l e s  s o l s  ayant p o r t é s  du s o j a ,  cont iennent  des  

Rhizobiums japonicum à c ro i s sance  l e n t e  (Bradyrhizobium japonicum (90 ) )  

e t  à cro issance  r ap ide ,  a l o r s  que c e s  d e r n i e r s  s o n t  totalement  absents  

des  s o l s  dans l e sque l s  aucune c u l t u r e  de s o j a  n ' a v a i t  é t é  f a i t e .  Seules 

des  souches de  Bradyrhizobium japonicum e x i s t e n t  dans ces  s o l s .  

De même la  s u r v i e  de Bradyrhizobium japonicum e s t  t o u t  à f a i t  

s a t i s f a i s a n t e  en absence de l a  plante-hôte ,  s u i t e  à son i n t r o d u c t i o n  

dans des s o l s  f r a n ç a i s .  Crozat e t  a l  montrent que l a  populat ion de  l a  

b a c t é r i e  a t t e i n t  un p l a t e a u  (> 1000 Rhizobiums/g s o l  s ec )  au bout  de 

t r o i s  ans ( a p r è s  5 ans l a  concent ra t ion  e n  Rhizobiums e s t  i den t ique )  

(35). Par c o n t r e ,  il e s t  d i f f i c i l e  de ma in t en i r  des  souches nouvellement 

i n t r o d u i t e s  dans un s o l  normalement pourvu de Rhizobiums spéc i f iques .  



Dans le c a s  du s o j a ,  l e  bénéf ice  de  l ' i n o c u l a t i o n  e s t  rapidement perdu, 

en termes d 'occupat ion d e s  nodules par  l a  souche i n t r o d u i t e  ( 8 6 ) .  

Toutes l e s  é tudes  menées sou l ignen t  l e  f a i t  que Bradyrhizobium 

japonicum e s t  ap t e  à s u r v i v r e  s u r  de longues périodes en absence de  l a  

plante-hôte ,  b ien  q u ' i l  ne  s o i t  pas p o s s i b l e  d e  p réd i r e  l e  comportement 

spéc i f ique  d 'une souche dans un type  de  s o l  donné. 

2 / STIMULATION DE "RHIZOBIUM" DANS LA RHIZOSPHERE. 

De nombreux a u t e u r s  ont  montré l ' impor tance  de l a  présence d'une 

couverture végé ta l e  s u r  l a  p r o l i f é r a t i o n  bac tér ienne  dans l e  s o l  (25,  

114). 

Tuzimura (179)  remarque que Rhizobium t r i f o l i i  p r o l i f è r e  en 

présence de  t r è f l e ,  d e  luzerne  ou de  tomate a l o r s  que l a  m l t i p l i c a t i o n  

de Rhizobium m e l i l o t i  n ' e s t  s t imu lée  que par  l a  présence de  luze rne  dans 

un s o l  volcanique. D e  même Rhizobium phaseo l i  e s t  for tement  s t imu lé  par  

l a  présence de l a  plante-hôte  ou du s o j a  (149). Cependant, l a  

s t imu la t ion  d e  l a  c ro i s sance  des  Rhizobiums e t  de  l a  réponse aux 

exsudats  r a c i n a i r e s  p r o d u i t s  par  d i v e r s e s  espèces dépend de l a  n a t u r e  du 

s o l  ; dans un s o l  a r g i l e u x  Rhizobium m e l i l o t i  peut  ê t r e  s t imu lé  par 

c e r t a i n e s  graminées (179).  

La formation de nodules condit ionne également l ' i m p l a n t a t i o n  des  

souches. Kuykendall montre par  l ' i n o c u l a t i o n  de l i gnées  i sogéniques  de 

s o j a  dans un s o l  dépourvu de Bradyrhizobium japonicum, que l e s  

Rhizobiums s o n t  moins nombreux 1 'année su ivan te ,  dans l e s  p a r c e l l e s  

ayant  p o r t é  l e  mutant d é f i c i e n t  pour l a  nodulat ion.  Les r é s u l t a t s  

suggerent que l e s  nodules  l i b è r e r a i e n t  d e s  q u a n t i t é s  impor tan tes  de 

b a c t é r i e s  v i a b l e s  a p r è s  l e u r  dégénérescence (103). 

II / FACTEURS EDAPHIQUES INTERVENANT DANS L'IMPLANTATION DES 

"RHIZOBIUMS" DANS LE S O L .  

1 / PRATIQUES CULTURALES. 

Les p ra t iques  c u l t u r a l e s  t e l l e s  que l e s  t r a i t emen t s  chimiques, 

l ' a p p o r t  d 'amendements d i v e r s  o n t  un e f f e t  d é t e r m i n a n t  s u r  

l ' i m p l a n t a t i o n  des Rhizobiums dans l e  so l . .  



1.1 / In f luence  des  t r a i t e m e n t s  chimiques appl iqués  aux cuitures. 

La p r o t e c t i o n  des  espèces c u l t i v é e s  c o n t r e  l e s  pathogenes passe  par  

l ' emplo i  de fongic ides  e t  d e  p e s t i c i d e s .  Ces substances s o n t  communément 

appl iquées  aux semences ou adminis t rées  par  p u l v é r i s a t i o n  ou poudrage 

des  p l a n t e s .  Les données d e  l a  l i t t é r a t u r e  suggèrent  que l ' e f f e t  de  ces 

t r a i t e m e n t s  e s t  v a r i a b l e  su ivan t  l e s  espèces  de  Rhizobium (71) .  Les 

fong ic ides  organo-mercuriels  i n d u i s e n t  une t r è s  f o r t e  m o r t a l i t é  des  

Rhizobiums (55 ) . Chamber e t  Montes soul ignent  1 ' e f f e t  n é f a s t e  du Thiram 

(TMTD) e t  du captan  s u r  l a  nodula t ion  du s o j a ,  a l o r s  que le  PCNB e t  l e  

Benomyl n ' o n t  que peu d ' e f f e t  s u r  l a  s u r v i e  des  b a c t é r i e s  (28 ,  175). 

D ia t lo f f  ne d é t e c t e  aucune i n h i b i t i o n  de développement, n i  de b a i s s e  d '  

a c t i v i t é  n i t rogénas ique  d e s  nodules de s o j a  par  l ' emplo i  de fongic ides  

systémiques (Metalaxyl,  Benalaxyl)(55).  

Les exemples son t  nombreux e t  l e s  r é s u l t a t s  des  données expérimen 

t a l e s  de  c u l t u r e s  au champ ne concordent pas  systématiquement avec l e s  

données d ' é tude  de  t o x i c i t é  f a i t e s  i n  v i t r o  (71) .  Une des  voies  re tenues  

par  d e  nombreux au teu r s  c o n s i s t e  à i s o l e r  e t  employer des  souches de 

Rhizobium r é s i s t a n t e s  au produi t  appl iqué aux semences (79b i s ,  8 l b i s ,  

109, 154). L ' i n t é r ê t  de t e l l e s  méthodes e s t  év ident .  L'emploi de  mutants 

peut même dans c e r t a i n s  ca s  f a v o r i s e r  l ' imp lan ta t ion  d e s  Rhizobiums. 

Hossain e t  Alexander on t  montré que l ' u t i l i s a t i o n  d e  Benomyl, de 

s t reptomycine e t  de souches r é s i s t a n t e s  à ces substances permet 

d'augmenter s ign i f i ca t ivemen t  l e  nombre de  Rhizobiums, dans l a  

rhizosphere ap rè s  l ' i n o c u l a t i o n .  Ces p rodu i t s  a g i s s e n t  pr inc ipa lement  en 

diminuant l a  préda t ion  par  l e s  p ro tozoa i r e s  q u i  sont  i nh ibés ,  e t  en 

s u p p r i m a n t  une f r a c t i o n  d e  l a  p o p u l a t i o n  d e s  c o m p é t i t e u r s  e t  

an t agon i s t e s  bac t é r i ens  ( 8 l b i s ,  109). 

1.2 / Incidence d e  l ' a p p o r t  d'amendements. 

Des é tudes  p lus  anciennes soul ignent  l ' i nc idence  de  l ' i n c o r p o r a t i o n  

d'amendements e t  de fumures s u r  l a  p r c l i f é r a t i o n  des  Rhizobiums dans l e  

s o l .  Walker e t  Brown no ten t  un accroissement  du nombre de Rhizobium 

t r i f o l i i  d 'un f a c t e u r  100 à 1000 pa r  add i t i on  de  fumier ,  d e  phosphate de 

roche (pH 6 , 9 )  dans un s o l  ac ide  (112,  183). 



L ' i nco rpa ra t ion  d 'amendements c a l c a i r e s  tels que la  c a l c i t e  e t  l a  

dolomite  permet d ' imp lan te r  du s o j a  dans d e s  s o l s  très ac ides  ( B r é s i l ) .  

Les au t eu r s  montrent que ces  amendements appor ten t  du Mg echangeable,  

q u i  f a i t  cruel lement  d é f a u t  dans l a  p l u p a r t  d e  ces  s o l s ,  augmentent l e  

pH du s o l ,  e t  diminuent l a  t o x i c i t é  de l 'aluminium ( 4 ,  123, 159 ). On ne 

sa i t  cependant pas s i  Bradyrhizobium japonicum peut  su rv iv re  dans  de 

tels s o l s  en absence d e  l a  p l a n t e  hôte.  

2 / CARACTERISTIQUES CHIMIQUES DU SOL. 

2.1 / Incidence du pH du s o l .  

Les premières i n v e s t i g a t i o n s  concernant  l ' i n f l u e n c e  du pH du s o l  

s u r  l a  s u r v i e  des  Rhizobium remontent au début  du s i è c l e .  La synthèse  de 

ces  d i f f é r e n t e s  données expérimentales  (89 ,  112, 139) a permis de  me t t r e  

en évidence c e r t a i n e s  c a r a c t é r i s t i q u e s .  Les pH extrêmes de  c ro i s sance  de 

Rhizobium s o n t  t r è s  v a r i a b l e s  e n t r e  groupes d ' i nocu la t ion  e t  à 

l ' i n t é r i e u r  d 'un  même groupe. Par exemple, l e s  va leurs  l i m i t e s  d e s  pH 

a c i d e s  permettant  l a  s u r v i e  des  Rhizobium r e p o r t é e s  dans ces  é tudes  sont  

de 3 , 3  pour Bradyrhizobium japonicum, de 4,5 pour Rhizobium t r i f o l i i ,  e t  

aux a l en tou r s  de  5 pour Rhizobium m e l i l o t i .  A l 'opposé,  l e s  pH a l c a l i n s  

f a v o r i s e n t  davantage Rhizobium m e l i l o t i  que Bradyrhizobium japonicum. 

Ains i  100% des  souches d e  Rhizobium m e l i l o t i  surv ivent  à pH 9 a l o r s  que 

3% seulement des  souches de  Bradyrhizobium laponicum l e  peuvent (139, 

155 ). 

2.2 / Incidence d e  c e r t a i n s  ions.  

Outre l e  pH du s o l ,  des  concent ra t ions  é levées  en  A l  e t  en Mn q u i  

s o n t  souvent a s soc i ées  aux s o l s  ac ides ,  s o n t  toxiques pour Rhizobium 

(95) .  Des é tudes  r é c e n t e s  ont  montré dans l e  c a s  de S ty losanthes ,  que l a  

t o x i c i t é  de l 'aluminium n ' i n t e r v i e n t  pas dans  l e  développement d e  l a  

p l a n t e  (43, 123) ,  m a i s  à un e f f e t  dépresseur  de  l a  nodula t ion  par 

i n h i b i t i o n  de  l ' i n f e c t i o n  (44,  45,  126). De Carvalho suggère que l a  

b a i s s e  du nombre de  nodules s e r a i t  en r appor t  d i r e c t  avec une diminut ion 

de l a  d e n s i t é  des  r ac ines  l a t é r a l e s  e t  donc du nombre poss ib l e  d e  s i t e s  

d ' i n f e c t i o n  (44) .  L'aluminium monomérique s e r a i t  l a  forme l a  p lus  

a c t i v e .  11 a un e f f e t  t r è s  s i g n i f i c a t i f  s u r  l a  longueur e t  l a  d e n s i t é  



d e s  rac ines  d e  s o j a  a l o r s  que Al* n ' a  aucun e f f e t  s u r  le développement 

du système r a c i n a i r e  (5). 

Des q u a n t i t é s  importantes  de ch lo ru re  de sodium peuvent également 

ê t r e  responsables  de l ' i n h i b i t i o n  de la  nodula t ion  des  légumineuses. 

Cependant l e s  données d e  l a  l i t t é r a t u r e  sou l ignen t  la s e n s i b i l i t é  de  l a  

plante-hôte p l u t ô t  que c e l l e  des  Rhizobiums q u i  surv ivent  e n  géné ra l  

très bien aux concent ra t ions  auxquel les  l e s  légumineuses o n t  un 

développement for tement  e n t r a v é  (112, 173). 

III / FACTEURS PHYSIQUES INTERVENANT DANS L'IMPLANTATION ET LA 

SURVIE DES "RHIZOBIUMS" DANS LE SOL. 

1 / INCIDENCE DE LA TEMPERATURE. 

L a  température du s o l  dans c e r t a i n e s  régions a t t e i n t  des  

va l eu r s  t r è s  é levées .  La s u r v i e  des  Rhizobiums dans ces  s o l s  e s t  

grandement condi t ionnée  par  le f a i t  que l e  s o l  s o i t  mou i l l é  ou 

déshydra té ,  e t  par  l a  c a p a c i t é  propre de l a  souche à su rv iv re  dans l e s  

s o l s  humides aux températures  modérées (39 ,  67, 112). Les températures  

moyennes maximales de c ro i s sance  ont  é t é  recherchées e t  résumées par  

Lowendorf (112)  ; e l l e s  s e  s i t u e n t  en g é n é r a l  au tour  de  35-37"C, e t  

c e r t a i n s  maxima on t  é t é  no té s  à 42-43°C. Au dessus de ces  températures  

l a  su rv i e  d e  Rhizobium est t r è s  mauvaise v o i r e  n u l l e  en mi l i eu  humide 

(102,  125, 165) ,  a l o r s  q u ' i l  e s t  p o s s i b l e  de main ten i r  en  v i e  les 

c e l l u l e s  dans des  systèmes déshydra tés  à des  températures supé r i eu re s  à 

40°C (27, 91, 92, 102, 112).  Aux températures  é levées  (régime d i u r n e s  à 

42"C), l a  nodula t ion  de  p l a n t u l e s  de s o j a  e s t  for tement  inh ibée  pour de 

nombreuses souches. La f a v r e  (104) montre que l ' a p t i t u d e  des souches à 

noduler  à températures  é l e v é e s ,  e s t  indépendante de l ' a p t i t u d e  à c r o î t r e  

à des  températures  ident iques .  

2 / INCIDENCE DE LA DESHYDRATATION. 

Dans de nombreuses c o n t r é e s ,  une p a r t i e  de l ' année  s e  dé rou le  sans 

q u ' i l  n 'y a i t  de p l u i e s ,  ce  q u i  provoque un assèchement du s o l .  On 

reconnai t  depu i s  longtemps que la  d e s s i c c a t i o n  peut  a l t é r e r  l a  su rv i e  

d e s  Rhizobiums dans l e  s o l ,  d ' au t an t  p l u s  q u ' e l l e  e s t  généralement 



accompagnée d e  températures  é levées .  Les phases de déshydra t a t ion  

peuven t  é g a l e m e n t  i n t e r v e n i r  au  moment du  r e s s u y a g e  q u i  s u i t  

l ' i n o c u l a t i o n  des  g ra ines .  

2.1 / Survie  de "Rhizobium" dans des sols soumis 3 la 

déshydratation. 

D e  nombreuses é tudes  v i s e n t  à observer  l e  comportement des  

Rhizobiums f a c k  à l a  déshydra t a t ion  dans d i f f é r e n t s  types d e  s o l .  

Danso e t  Alexander (39)  soumettent Rhizobium m e l i l o t i  B l a  

d e s s i c c a t i o n  dans des  ence in t e s  contenant  du CaC12 à 28°C. T ro i s  types 

de s o l  s o n t  i nocu lé s ,  du s a b l e  f i n  s t é r i l e ,  du limon, du s a b l e  f i n  

a rg i l eux  tous  deux non s t é r i l e s .  La conserva t ion  des  Rhizobiums e s t  

é tud iée  pendant 8 semaines dans l e s  é c h a n t i l l o n s  soumis ou non à 

déshydra ta t ion .  Après c e t t e  pé r iode ,  il n'y a  p lus  de b a c t é r i e s  dans l e  

s ab le  déshydra té  s t é r i l e ,  a l o r s  que l a  populat ion bac tér ienne  a t t e i n t  un 

p la teau  pour l e s  deux a u t r e s  échan t i l l ons .  Les s o l s  non déshydra tés  

supportent  d e s  popula t ions  bac tér iennes  é levées .  Ce r t a ins  a u t e u r s  ont  

essayé d ' é t a b l i r  des  c o r r é l a t i o n s  e n t r e  la  teneur  en  eau r é s i d u e l l e  de 

d i v e r s  é c h a n t i l l o n s  de  s o l  e t  l a  s u r v i e  de  Rhizobium, sans succès  ( 6 7  ). 

Pena- C a b r i a l e s  (143) montre que l a  p e r t e  de v i a b i l i t é  de  p l u s i e u r s  

espèces de  Rhizobium dans un s o l  limoneux soumis à déshydra ta t ion  s e  

découpe en deux phases. Pendant l a  première phase, on observe une p e r t e  

de v i a b i l i t é  é l evée ,  a l o r s  que dans l a  deuxième, l a  popula t ion  d é c l i n e  

p lus  lentement .  11 m e t  également en  év idence ,  que l e s  popula t ions  

bac tér iennes  d é c l i n e n t  p lus  rapidement pour des  humidi tés  moyennes que 

pour l e s  s o l s  for tement  déshydra tés  ou t r è s  peu déshydratés .  

Chao e t  Alexander (29)  montrent que c e r t a i n e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  du 

s o l  i n t e r f è r e n t  avec l a  s u r v i e  des  Rhizobiums. Des pH supé r i eu r s  à 7 

f a v o r i s e n t  l a  s u r v i e  d e  Rhizobium m e l i l o t i  e t  p h a s e o l i .  Une 

concent ra t ion  é levée  en  a r g i l e s  (>25%),  e s t  défavorable  à l a  s u r v i e  de 

Rhizobium m e l i l o t i  a l o r s  q u ' e l l e  est sans  e f f e t  s i g n i f i c a t i f  s u r  c e l l e  

de Rhizobium phaseol i .  De même l a  m o r t a l i t é  de ces  deux espèces e s t  une 

fonc t ion  c r o i s s a n t e  de  l a  teneur  en aluminium d i spon ib l e .  Une 

augmentation du taux de mat iè re  organique de  O . à . 2% améliore 



s ign i f i ca t ivemen t  l a  s u r v i e  des  deux espèces de  Rhizobium c i t é e s .  Au 

d e l à  de ce  s e u i l ,  il n 'y  a p lus  d'augmentation s i g n i f i c a t i v e  du taux de 

s u r v i e .  C e s  au t eu r s  mettent  également en  évidence,  que l a  m o r t a l i t é  

c r o î t  avec la  capac i t é  de r é t e n t i o n  en eau ,  mesurée à 15 b z r s ,  de  s o l s  

contenant  moins de 3% de mat iè re  organique. Une a u t r e  é tude  montre (30)  

que, l e s  températures basses  (4°C) permettent  de  main ten i r  en v i e  les 

Rhizobiums déshydra tés  dans des  s o l s  s u r  de  plus  longues pér iodes  que 

l e s  températures  é l evées  (30°C). En o u t r e ,  un séchage l e n t  permet 

d ' o b t e n i r  des  taux de  s u r v i e  de Bradyrhizobium japonicum p l u s  importants  

que ceux obtenus avec un séchage rapide.  L'importance de  l a  r a p i d i t é  de 

séchage a également é t é  mise en  évidence pour d ' a u t r e s  microorganismes 

( 8 ) -  

La na tu re  des  a r g i l e s  contenues dans l e s  s o l s  semble a v o i r  une 

inc idence  s u r  l a  s u r v i e  des  Rhizobiums l o r s  de  l a  déshydra ta t ion .  Bushby 

e t  Marshal l  (26)  r e p o r t e n t  que Rhizobium m e l i l o t i  p r é sen te  un taux de 

s u r v i e  p l u s  é l evé  dans un s o l  sableux addi t ionné  de montmori l loni te  en 

poudre, a l o r s  que l ' a d d i t i o n  de  l a  même  a r g i l e  en suspension dans l ' e a u  

n ' a  aucun e f f e t .  Les Rhizobiums à c ro i s sance  l e n t e  ne s o n t  pas protégées 

par  c e t t e  a r g i l e .  Les r a i sons  q u i  expl iquent  c e s  d i f f é r e n c e s  de  

p r o t e c t i o n  ne sont  pas c l a i r e s  e t  on ne connai t  pas  avec p r é c i s i o n  l e s  

p r o p r i é t é s  q u i  sont  responsables  de son ac t ion .  La présence de 

montmor i l lon i te  dans les s o l s  e s t  un f a c t e u r  déterminant  de  l a  s u r v i e  de 

nombreux microorganismes (24,  168). Par exemple, l a  m u l t i p l i c a t i o n  des  

Fusariums e s t  fortement inh ibée  dans l e s  p l a n t a t i o n s  de  bananiers  dont 

l e s  s o l s  cont iennent  de  l a  montmori l loni te  (168). 

2.2 / Inf luence  d e  d i v e r s e s  subs tances  p r o t e c t r i c e s .  

Bushby e t  Marshall  (26 )  on t  é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  de d ive r se s  

subs tances  s u r  l a  s u r v i e  des  Rhizobiums l o r s q u ' i l s  s o n t  soumis à l a  

déshydra ta t ion .  Du g lucose ,  du saccharose ,  du maltose,  en s o l u t i o n s  à 

20% son t  mélangés dans un rappor t  1:l ( v / v )  avec un s o l  contenant  des  

Rhizobiums. Ces é c h a n t i l l o n s  e t  l e  témoin non amendé s o n t  soumis à l a  

d é s h y d r a t a t i o n  e t  l e s  b a c t é r i e s  s u r v i v a n t e s  dénombrées.  Les 

concen t r a t ions  bac tér iennes  s o n t  beaucoup p lus  é l evées  dans les s o l s  

add i t i onnés  de sucres  que dans l e  témoin pour l e s  qua t r e  espèces de  



Rhizobium t e s t é e s .  D'autres  substances t e l l e s  que le  polyvinyl  

pyr ro l idone  40000 (20% ) protègent  Rhizobium j aponicum e t  l u p i n i  a l o r s  

que ce  d e r n i e r  e s t  sans e f f e t  s u r  Rhizobium leguminosarum. Le 

polyéthylène g lycol  6000 (20%) protège l e s  Rhizobiums à c ro i s sance  

r ap ide  mais pas l e s  Rhizobiums à cro issance  l e n t e  ; Le g l y c é r o l  ( 5 % )  ne 

confère  pas de p r o t e c t i o n  p a r t i c u l i è r e ,  t a n d i s  que l e s  polyéthylène 

g l y c o l  400 e t  1500 (20%) ont  un e f f e t  d é l é t è r e .  

Dye (61)  o b t i e n t  des  taux  de s u r v i e  é l evés  lorsque  d i f f é r e n t e s  

espèces' de Rhizobium à cro issance  r a p i d e  son t  déshydra tées  par  

l y o p h i l i s a t i o n  dans un  mi l ieu  peptoné add i t i onné  de saccharose,  ou dans 

un mi l ieu  à base de  g lu tamate ,  dextran , saccharose.  La déshydra ta t ion  

dans l ' e a u  d i s t i l l é e  ne  permet pas  de t aux  de  s u r v i e  supé r i eu r s  à 6%.  

L ' e f f e t  p ro t ec t eu r  du  saccharose a  également é t é  mis en évidence par  

F ra se r  l o r s  de la  déshydra t a t ion  de g r a n u l é s  d ' a r g i l e s  imbibés d 'une 

suspension de Rhizobium m e l i l o t i  (68) .  Sco t t  (158)  montre l ' e f f e t  

s t a b i l i s a t e u r  du saccharose  e t  dans une moindre mesure du g lucose ,  s u r  

l a  conservat ion des  c e l l u l e s  déshydra tées  de Salmonella newport 

conservées à d i f f é r e n t e s  humidi tés  r e l a t i v e s .  L ' e f f e t  l e  plus  marqué s e  

s i t u e  à a, 0,00 ; les numérations de c e l l u l e s  v i ab le s  s o n t  i d e n t i q u e s  en 

présence d ' a i r  ou sous  v ide ,  a l o r s  que l a  v i a b i l i t é  des c e l l u l e s  

déshydratées  sans s u p p o r t ,  d é c l i n e  for tement  e n  présence d ' a i r .  

Ochin (135, 137) m e t  en évidence l ' i n t é r ê t  de substances t e l l e s  que 

l a  maltodextr ine pour l a  p ro t ec t ion  de Rhizobium m e l i l o t i  au cours  d e  l a  

déshydra ta t ion  par a tomisa t ion .  

2.3 / Inf luence  d e  l ' eau  r é s i d u e l l e  s u r  la  s u r v i e  d e  "Rhizobium". 

On s a i t  peu d e  choses s u r  l a  m o r t a l i t é  des  microorganismes en 

r e l a t i o n  avec l ' é t a t  d e  déshydra ta t ion  des  c e l l u l e s .  11 a é t é  montré par 

l e s  é tudes  de conserva t ion  de d i f f é r e n t e s  espèces bac tér iennes  qu'une 

déshydra ta t ion  i n s u f f i s a n t e  peut provoquer une f o r t e  m o r t a l i t é  (158).  De 

mgme une déshydra t a t ion  extrême a un e f f e t  adverse s u r  l a  s u r v i e  de 

Lac tobac i l l e s  (46)  e t  l e s  p rodu i t s  p r o t e c t e u r s  sont  dans ce cas  ceux qui  

l i m i t e n t  l e s  pe r t e s  e n  eau. 



Bushby e t  Marshal l  ( 2 6 ,  27)  en t reprennent  une étude s u r  l ' e a u  

r é s i d u e l l e  contenue dans l e s  c e l l u l e s  d e  Rhizobium soumises à 

déshydra ta t ion .  Ils é t a b l i s s e n t  que les t r a n s f e r t s  d 'eau  (déterminés par  

RMN) sont  défavorables  à l a  s u r v i e  de  tous  l e s  Rhizobiums. Ils émet ten t  

l 'hypothèse  que la  s u s c e p t i b i l i t é  v a r i a b l e  des  d i f f é r e n t s  groupes de 

Rhizobium s e r a i t  en r e l a t i o n  é t r o i t e  avec les q u a n t i t é s  d 'eau r é s i d u e l l e  

re tenue  à d i f f é r e n t e s  humidités r e l a t i v e s  d e  conservat ion.  Les 

Rhizobiums m e l i l o t i  p l u s  s e n s i b l e s  à l a  d e s s i c c a t i o n  r e t i e n n e n t  des  

q u a n t i t é s  p l u s  importantes  d 'eau  q u e l l e  que s o i t  l ' humidi té  r e l a t i v e .  

Ils sont  en o u t r e  p ro t égés  par  la  montmori l loni te  dont  les c a p a c i t é s  de 

r é t e n t i o n  en eau s o n t  p l u s  é levées .  Les a u t e u r s  suggèrent  qu'une teneur  

en  eau r é s i d u e l l e  basse  s e r a i t  néces sa i r e  pour a s s u r e r  une bonne 

conserva t ion  des  c e l l u l e s  d é s h y d r a t é e s ( i n h i b i t i 0 n  enzymatique) e t  que l a  

montmori l loni te  a g i r a i t  en aba i s san t  l a  teneur  en  eau r é s i d u e l l e .  

Cependant aucune des  données expérimentales  n 'en  appor te  l a  preuve. 

Mary (116,  118) l o r s  d'une é tude  d é t a i l l é e  de l a  déshydra t a t ion  de 

Rhizobium m e l i l o t i  sous  d i f f é r e n t e s  humidi tés  r e l a t i v e s ,  montre que l a  

m o r t a l i t é  de Rhizobium m e l i l o t i  e s t  f o r t e  à une humidité r e l a t i v e  d e  0% 

e t  d e  66%. Les humidi tés  r e l a t i v e s  i n t e rméd ia i r e s  permettent  une s u r v i e  

p l u s  longue des  c e l l u l e s ,  de  même une humidi té  r e l a t i v e  éga le  à 83%. En 

o u t r e ,  l a  v i t e s s e  de  déshydra ta t ion  e s t  déterminante s u r  l a  s u r v i e  de 

Rhizobium m e l i l o t i ,  un séchage l e n t  e s t  favorable  au maint ien des 

p o t e n t i a l i t é s  v i t a l e s  d e s  c e l l u l e s  déshydratées .  

Mügnier e t  Jung (91 ,  92 ,  124) émet ten t  l 'hypothèse ,  que l a  f o r t e  

m o r t a l i t é  observée aux humidités r e l a t i v e s  i n t e rméd ia i r e s ,  dans des  

inoculums déshydra tés  à base de  biopolymères,  e s t  en r e l a t i o n  avec l a  

r é a c t i v i t é  de l ' e a u  pour c e t t e  gamme d 'humidi tés  r e l a t i v e s  ; l a  

déshydra ta t ion  n ' é t a n t  pas  en  e l l e  même responsable  de l a  m o r t a l i t é  des  

c e l l u l e s  en  conservat ion.  Aux t r è s  f a i b l e s  humidités r e l a t i v e s ,  l ' e a u  

présente  dans le  p r o d u i t  s e r a i t  de  l ' e a u  for tement  l i é e  sans e f f e t  s u r  

les c e l l u l e s  ; l e s  c e l l u l e s  peuvent s e  conserver  sans  dommage s u r  de 

longues pér iodes .  L a  deuxième f r a c t i o n  de  l ' e a u  s e r a i t  quant-à e l l e  t r è s  

r é a c t i v e ,  e t  l ' i n t e n s i t é  des  r éac t ions  conduisant  à l a  d é t é r i o r a t i o n  de 

l ' inoculum augmenterai t  en même temps que c e t t e  deuxième f r a c t i o n  e s t  

p l u s  abondante. On peu t  supposer que c e t t e  eau ,  rende c e r t a i n s  s o l u t é s  



suffisamment mobiles pour qu' i ls  a t t e i g n e n t  l a  su r f ace  c e l l u l a i r e ,  q u i  

c o n d u i r a i t  par  un mécanisme non expl iqué  à l a  mort des  c e l l u l e s .  L ' e f f e t  

p r o t e c t e u r  ou d é l é t è r e  de d i f f é r e n t s  s o l u t é s  serait r é g i  par  les 

c a r a c t é r i s t i q u e s  thermodynamiques du p r o d u i t ,  e t  notamment l e  p o i n t  de 

mob i l i s a t ion  de  la  molécule ; au d e l à  de  c e t t e  va leur  d 'humidi té  

r e l a t i v e ,  l ' e a u  p ré sen te  peut  a g i r  comme so lvan t  pour l e  s o l u t é ,  c e  q u i  

change l 'environnement de  l a  c e l l u l e .  

2.4 / Dommages causés  p a r  la déshydra t a t ion  aux cellules. 

Les dommages l e s  p l u s  importants  de  l a  déshydra ta t ion  s e  s i t u e n t  au 

niveau de  l 'A.D.N. e t  au niveau membrananaire. Les observa t ions  i n  s i t u  

r é a l i s é e s  par  K i lbe r tu s  suggèrent  ce  genre de  dommage (99).  

Les t ravaux de  Webb (186, 188) ,  montrent l ' e f f e t  mutagène de 

l ' e x p o s i t i o n  de  c e l l u l e s  animales e t  de Esche r i ch i a  c o l i  à des  humidi tés  

r e l a t i v e s  s i t u é e s  au tour  d e  40%. 11 a t t r i b u e  ces  déga ts  à l ' é l i m i n a t i o n  

de l ' e a u  de  c o n s t i t u t i o n  des  macromolécules c e l l u l a i r e s ,  e t  n o t e  que 

c e r t a i n e s  p e t i t e s  molécules t e l l e s  que l ' i n o s i t o l  son t  à même de 

p réven i r  l e s  déga ts .  Il af f i rme que l a  s t a b i l i t é  e t  l e  fonctionnement de 

l 'A.D.N. s e r a i e n t  l i é s  à l a  pr6sence de  molécules dans une conformation 

p a r t i c u l i è r e  à l ' e x t é r i e u r  de ce lu i -c i .  La conformation f o n c t i o n n e l l e  de 

c e s  molécules s e r a i t  a s su rée  par  des  l i a i s o n s  hydrogènes avec des  

molécules d 'eau ou éventuellement avec des  p e t i t s  s o l u t é s  q u i  s e  

s u b s t i t u e r a i e n t  à l ' e a u  au cours  de l a  déshydra ta t ion .  

Crowe (34)  a  montré que la déshydra ta t ion  de  membranes 

a r t i f i c i e l l e s ,  provoque des  phénomènes de  changement de phase de  l a  

phase phospholipidique. L 'auteur  montre que c e s  changements d e  phase 

l i é s  à l ' é l i m i n a t i o n  de  l ' e a u ,  son t  responsables  de l a  d é s t a b i l i s a t i o n  

des  membranes. De p e t i t e s  molécules comme l e  t r éha lose  permet ten t  de 

p ré se rve r  l a  s t r u c t u r e  des  membranes a i n s i  que l e  fonctionnement des  

p ro t é ines  membranaires. Le mécanisme de  s t a b i l i s a t i o n  r é s i d e r a i t  

pr incipalement  en une s u b s t i t u t i o n  des  molécules d 'eau de  c o n s t i t u t i o n  

par  des  molécules de t r éha lose  q u i  a s s u r e r a i t  une conformation iden t ique  

à c e l l e  des  membranes non déshydratées .  On trouve l e  t r éha lose  dans des  

microorganismes capables  de  suppor te r  une déshydra ta t ion  complète. 



IV / STRATEGIES DE RESISTANCE DES MICROORGANISMES A LEUR 

1 / PRODUCTION DE POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES. - 
L'observat ion i n  s i t u  de  t r è s  nombreuses b a c t é r i e s  t e l l u r i q u e s  

Gram-, r é v è l e  l a  présence de  polysacchar ides  e x t r a c e l l u l a i r e s  (98) .  La 

product ion de  t e l l e s  subs tances  c o n f è r e r a i t  à c e s  b a c t é r i e s  c e r t a i n s  

avantages écologiques (168,  189). On a montré que l e u r  présence permet 

l a  c h é l a t a t i o n  de c e r t a i n s  i ons  e t  q u ' i l  e x i s t e  une c o r r é l a t i o n  p o s i t i v e  

e n t r e  l e u r  présence e t  l ' a p t i t u d e  des  Rhizobiums à su rv iv re  à pH ac ide  

(36) .  Ils empêchent en  o u t r e ,  l e s  a t t aques  v i r a l e s  en  masquant les s i t e s  

r é c e p t e u r s ,  l i m i t e n t  l a  phagocytose e t  l e s  p e r t e s  en  eau des  c e l l u l e s ,  

e t  nombre d'enzymes e x t r a c e l l u l a i r e s  permettant  l a  dégrada t ion  de 

s u b s t r a t s  y sont  s i t u é s  (24) .  Ces polysaccharides b a c t é r i e n s  peuvent 

également s e r v i r  de s u b s t r a t  carboné en  cond i t i ons  l i m i t a n t e s  de 

c ro issance .  

2 / AGE PHYSIOLOGIQUE, FORMATION DE MICROCOLONIES ET DIMINUTION DE LA 

TAILLE DES CELLULES. 

Les observa t ions  mettant  en évidence l ' i n f l u e n c e  d'une 

p r é m u l t i p l i c a t i o n  des  Rhizobiums dans l e u r  m i l i e u ,  s u r  l e s  taux de 

s u r v i e  à l a  déshydra ta t ion  s o n t  nombreuses. 

F ra se r  (68)  observe des  taux de  s u r v i e  p l u s  impor tan ts ,  l o r sque  des 

g r a n u l é s  imprégnés de  Rhizobiums m e l i l o t i  son t  déshydra tés  après  

incubat ion  e t  m u l t i p l i c a t i o n  des  Rhizobiums dans l e  support.  Materon 

(119)  montre que la  s u r v i e  dans l e  s o l  d e  Rhizobium t r i f o l i i  après  

i nocu la t ion  de g r a i n e s ,  e s t  p l u s  importante  lorsque  l a  tourbe e s t  

incubée pendant 3  semaines,  que lorsque  l ' inoculum e s t  employé dans l e s  

j o u r s  q u i  su ivent  son ensemencement. 11 sou l igne  l ' impor tance  de l a  

no t ion  de matur i té  de l ' inoculum. 

Ce t t e  not ion de  ma tu r i t é  r e f l è t e  en f a i t  l ' â g e  physiologique des 

c e l l u l e s .  Cer ta ins  a u t e u r s  ont  no té  l o r s  d 'observa t ions  i n  s i t u  des  

b a c t é r i e s  du s o l ,  des  changements morphologiques importants .  K i lbe r tu s  

(98 )  no te  la  présence d e  microcolonies  noyées dans des  polysaccharides 

comme forme l a  plus f r équen te  sous l a q u e l l e  l e s  b a c t é r i e s  peuvent ê t r e  



observées dans l e  s o l .  La formation de ces  microcolonies  p o u r r a i t  ê t r e  

e n  r e l a t i o n  avec l a  t o l é r a n c e  accrue  à l a  déshydra t a t ion ,  des  inoculums 

préalablement  incubés. Crozat  e t  a l  (35) remarquent l o r s  de prélèvements 

d ' é c h a n t i l l o n s  de s o l  dans  un champ ayant contenu du s o j a ,  que la  forme 

d e s  c e l l u l e s  de Bradyrhizobium japonicum passe  d'une forme de bâtonnet  

typ ique  à une forme p l u s  p e t i t e  ressemblant à des  cocci .  

Roszak e t  Colwell  (150) é t a b l i s s e n t  l ' e x i s t e n c e  de c y c l e s  des  

b a c t é r i e s  dans l e u r  environnement na tu re l .  11 a é t é  observé pour de 

nombreuses b a c t é r i e s  ' aqua t iques  un é t a t  p a r t i c u l i e r  dans l e q u e l  l e s  

b a c t é r i e s  s o n t  i n t a c t e s  e t  v ivan te s  mais incapables  de  se d i v i s e r  dans 

des  condi t ions  h a b i t u e l l e s  de  l abo ra to i r e .  C e  phénomène semble r e f l é t e r  

un mécanisme de s u r v i e  d e s  b a c t é r i e s  dont  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  son t  

v a r i a b l e s ,  e t  q u i  dépend des  condi t ions  d e  l 'environnement e t  du temps 

d ' expos i t i on  à ces cond i t i ons .  Il r é s u l t e  en  géné ra l  en  une diminut ion 

t r è s  importante  de l a  t a i l l e  des  c e l l u l e s  (<O, lp ) ,  e t  une b a i s s e  de 

l ' a c t i v i t é  métabolique. C e t  é t a t  semble analogue à un é t a t  de dormance. 

3 / ACCUMULATION DE METABOLITES. 

De nombreux organismes l o r s q u ' i l s  s o n t  exposés à des s i t u a t i o n s  de  

s t r e s s  ( s a l i n i t é ,  d e s s i c c a t i o n )  répondent p a r  l 'accumulat ion d'osmolytes 

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

Ces phénomènes s o n t  b ien  connus chez l e s  cyanobactér ies  q u i  v iven t  

en  mi l ieu  saumatre e t  q u i  do ivent  f a i r e  f a c e  à d ' impor tan tes  

f l u c t u a t i o n s  de  l a  t e n e u r  en s e l .  Une revue géné ra l e  a  é t é  f a i t e  par  

Mackay ( 113 ). Les osmolytes compatibles ,  l e s  p l u s  fréquemment accumulés 

s o n t  l e  saccharose,  l e  t r é h a l o s e ,  l e  g lucose ,  l e  f r u c t o s e ,  l a  bé t a ïne ,  

l e  glycosyl-glycérol .  Bernard e t  Le Rudulier ( 1  1 , 107) montrent 

l ' accumula t ion  de b é t a ï n e s  par  d i f f é r e n t s  groupes de Rhizobium en 

réponse à l ' e x p o s i t i o n  à des  mi l ieux  s a l i n s .  

D'autres  au teurs  sou l ignen t  l ' importance de  l 'accumulat ion d ' a c i d e s  

aminés dans l e s  mécanismes d'osmorégulation chez l e s  b a c t é r i e s  non 

h a l o p h i l e s  (21) .  L'accumulation de  p ro l ine  e t  de K+ a é t é  observée chez 

Salmonella typhimurium (60) .  Pseudomonas f luo rescens  accumule en 

q u a n t i t é s  importantes  d e  l ' a c i d e  glutamique l o r s q u '  il e s t  soumis à un 

m i l i e u  de f a i b l e  a, p a r  a d d i t i o n  de NaCl, a l o r s  q u ' i l  accumule du 



s o r b i t o l ,  lo rsque  l a  r éduc t ion  d ' a ,  e s t  provoquée pa r  le s o r b i t o l  (146). 

L'importance de l 'accumulat ion de  polyols  serait ,  aux yeux des  a u t e u r s ,  

sous es t imée ,  dans l ' é t u d e  des  phénomènes d'osmorégulation chez l e s  

b a c t é r i e s ,  a l o r s  que c e  phénomène e s t  reconnu pour les microorganismes 

eucaryotes  t e l l e s  que les l evu res  (22,  138).  De nombreux polyols  s o n t  

accumulés (ou p r o d u i t s )  e t  l o r sque  l e  s t r e s s  e s t  important  l e  g l y c é r o l  

e s t  accumulé pour l a  p r o t e c t i o n  des  enzymes i n t r a c e l l u l a i r e s  (22 ,  81).  

On conna i t ,  p a r  c o n t r e ,  t r è s  peu de  choses des  mécanismes d e  

t o l é r a n c e  d e s  b a c t é r i e s  aux  s t r e s s  h y d r i q u e s  imposés  p a r  l a  

déshydra ta t ion .  Ce r t a ins  organismes ( s p o r e s  fongiques,  l a r v e s  de  

nématodes, l evure  d e  boulangerie. .  .) s o n t  cependant capables  d e  

suppor t e r  une déshydra t ion  complète,  sans p e r t e  de  p o t e n t i a l i t é s  v i t a l e s  

(34).  Une des  c a r a c t é r i s t i q u e s  communes e s t  l a  présence de t r éha lose  en  

q u a n t i t é s  importantes .  Des polyols  sont  également accunnilés (113).  La 

mob i l i s a t ion  e t  l a  consommation du t r é h a l o s e  correspond dans c e s  

organismes à une r e p r i s e  de l a  phase de c ro i s sance  a c t i v e  en  présence 

d 'eau.  Ce phénomène e s t  b ien  connu en l e v u r e r i e ,  e t  l 'accumulat ion de  

t r é h a l o s e  correspond à l a  f i n  du cycle  de c r o i s s a n c e ,  moment c h o i s i  pour 

soumettre  l a  levure  à l a  déshydra ta t ion  (176). 

Récemment, c e r t a i n s  au t eu r s  ont  montré l 'accumulat ion de  t r é h a l o s e  

e t  dans une moindre mesure de mannitol en  q u a n t i t é s  va r i ab l e s  chez les 

b a c t é r i e s  du genre Rhizobium (170).  Les b a c t é r i e s  c u l t i v é e s  en présence 

de  glutamate accumulent l e s  q u a n t i t é s  maximales en phase sca t ionna i r e  de 

c ro issance .  Les a u t e u r s  montrent que l ' i n f e c t i v i t é  des  souches e s t  

c o r r é l é e  négativement avec l e s  q u a n t i t é s  de  t r é h a l o s e  i n t r a c e l l u l a i r e .  

De même, on en t rouve dans l e s  bac téro ides  âgés.  S t r e e t e r  suggère que ce  

phénomène p o u r r a i t  i n t e r v e n i r  dans l e s  mécanismes de  r é s i s  tance  d e s  

Rhizobiums à l a  déshydra t a t ion  e t  aux cond i t i ons  adverses  rencont rées  

dans l e  s o l  en absence de  l a  plante-hôte.  La no t ion  de  matur i té  mise e n  

avant  par  d ' a u t r e s  a u t e u r s  p o u r r a i t  en f a i t  r e f l e t e r  de  t e l s  changements 

dans l a  composition des  mé tabo l i t e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  ( 6 8 ,  119). 



COHCLUSION ET BUTS DU TRAVAIL. 

Les progrès  app réc i ab le s  r é a l i s é s  dans l a  s é l e c t i o n  v a r i é t a l e  du 

s o j a ,  e t  pa r t i cu l i e r emen t  l a  c r é a t i o n  de groupes de p récoc i t é  00 e t  000, 

l a i s s e n t  présager  son i n t r o d u c t i o n  dans des  condi t ions  r e n t a b l e s ,  dans 

de nouvel les  zones géographiques f ro ides .  L ' i n t é r ê t  c u l t u r a l  d 'une t e l l e  

p l a n t e  e s t  important ; l a  c u l t u r e  du s o j a  l a i s s e  des  r e l i q u a t s  a z o t é s  

impor tan ts ,  ameublit  l e  s o l  e t  permet en o u t r e  de rompre l e  cyc l e  d e  

maladies des  c é r é a l e s  dans  l e s  rég ions  de monoculture. 

Dans ce  c a s ,  l a  r é u s s i t e  de  l ' i n o c u l a t i o n  a r t i f i c i e l l e  du s o j a  e s t  

pr imordiale .  E l l e  n é c e s s i t e  l a  s é l e c t i o n  de  souches adaptées  à l a  

plante-hôte e t  l a  product ion  d'inoculums renfermant des  q u a n t i t é s  

importantes  de Bradyrhizobium japonicum. 

L'importance d e  c a r a c t é r i s t i q u e s  t e l l e s  que l ' e f f i c i e n c e  e t  l a  

c o m p é t i t i v i t é  des  souches,  nous amène à envisager  l a  s é l e c t i o n  d e  

Bradyrhizobium japonicum par  r appor t  à ces  deux c r i t è r e s  en employant l a  

v a r i é t é  Mapple arrow, comme c u l t i v a r  de  r é f é rence  du groupe 00. Une 

t r e n t a i n e  de souches d e  Bradyrhizobium japonicum s e r o n t  t e s t é e s  ; l e u r  

a p t i t u d e  à noduler ,  l ' a c t i v i t é  n i t rogénas ique  mesurée par  l e  t e s t  de  

réduct ion  de l ' a c é t y l è n e  a i n s i  que l e  poids s e c  des p l a n t u l e s  s e r v i r o n t  

de mesures d ' app réc i a t ion  des  performances d e s  souches. Les souches l e s  

p lus  e f f i c i e n t e s  f e r o n t  l ' o b j e t  d ' é tudes  complémentaires a f i n  d 'observer  

l e u r s  a p t i t u d e s  compét i t ives  pour l a  nodu la t ion ,  l o r s q u ' e l l e s  son t  

a j o u t é e s  en mélange avec d ' a u t r e s  souches au vois inage  de  l a  r ac ine .  

Des t ravaux ont  d é j à  é t é  e n t r e p r i s  au l a b o r a t o i r e ,  concernant l a  

déshydra ta t ion  de Rhizobium m e l i l o t i .  L ' i n t é r ê t  c r o i s s a n t  e t  l e s  e f f o r t s  

p o r t é s  pour l ' i m p l a n t a t i o n  e t  à l a  promotion du s o j a  dans nos r ég ions ,  

nous amènent à envisager  l a  production d' inoculums déshydratés  de  f o r t e  

concent ra t ion  de Bradyrhizobium japonicum. Ceci  suppose l a  product ion 

p réa l ab le  de  biomasse. Les paramètres optimaux de product ion c e l l u l a i r e  

notamment l a  composition des milieux e t  l e  pH de  c u l t u r e ,  s e r o n t  

recherchés.  De même, d i f f é r e n t s  procédés de  séchage se ron t  m i s  en  oeuvre 

a f i n  de  déterminer  les condi t ions  permettant  l e  mei l leur  rendement 

c e l l u l a i r e  à l a  déshydra ta t ion .  



Les paramètres a f f e c t a n t  l a  conserva t ion  des  inoculums p r o d u i t s  

s e r o n t  é tud ié s .  Une a t t e n t i o n  p a r t i c u l i è r e  s e r a  p o r t é e  s u r  1' in f luence  

de  f a c t e u r s  t e l s  que l ' humid i t é  r e l a t i v e  de  conserva t ion ,  l a  présence 

d'oxygène, l a  v i t e s s e  de déshydra ta t ion ,  l a  température,  l ' â g e  

physiologique des  c e l l u l e s ,  les souches, l e  r ô l e  p ro t ec t eu r  de 

d i f f é r e n t e s  subs tances ,  l a  présence d 'exopolysacchariàes .  La maîtrise de 

ces  f a c t e u r s  d o i t  pe rme t t r e  de  déterminer  les condi t ions  opt imales  de 

conserva t ion  des  c e l l u l e s  déshydratées .  

Enfin,  l a  connaissance des  paramètres permettant  l e  maint ien des  

p o t e n t i a l i t é s  v i t a l e s  des  c e l l u l e s  déshydra tées  nous permet t ra  

d 'envisager  des  procédés de p e l l i c u l a g e  dont  l e s  modal i tés  f a v o r i s e n t  l a  

s u r v i e  de Bradyrhizobium japonicum s u r  l a  g ra ine  pendant d e  longues 

périodes.  



MATERI  ELS 

METHODES 



1 / SOUCHES BACTERIENNES ET VARIETES DE S O J A -  

1 / ORIGINE DES SOUCHES BACTERIENNES . 
Les souches de Bradyrhizobium japonicum mentionnées dans l e  t ab l eau  

1 o n t  é t é  u t i l i s é e s  dans n o t r e  t r a v a i l .  La Facul té  Agronomique de 

Gembloux (Belgique)' nous a f o u r n i  l a  p l u p a r t  des  souches dont  l a  

nomenclature a é t é  conservée. Les 5 d e r n i è r e s  souches du t ab l eau  

proviennent  de  l a  c o l l e c t i o n  du l a b o r a t o i r e  ( t a b l e a u  1 ) .  

Des mutants p r é s e n t a n t  un c a r a c t è r e  de  r é s i s t a n c e  à c e r t a i n s  

a n t i b i o t i q u e s  (Néomycine, Streptomycine, Chloramphénicol) ou au Bénomyl 

( a n t i f o n g i q u e ) ,  on t  é t é  i s o l é s  à p a r t i r  de c e r t a i n e s  souches. 

2 / CONSERVATION DES SOUCHES. 

Après isolement e t  c o n t r ô l e  de  l ' appar tenance  des  souches au genre 

Rhizobium par  i nocu la t ion  de p l a n t u l e s  de s o j a ,  l e s  souches sont  

conservées:  

- e n  r o u t i n e ,  par  des  i so lements  s u r  b o i t e  d e  P é t r i  (mi l i eu  YEM). La 

v i a b i l i t é  de Bradyrhizobium japonicum peut  a i n s i  ê t r e  fac i lement  

,win tenue  4 mois à +4"C.  

- pour des  durées de  s tockage de  p l u s i e u r s  années,  l e s  souches son t  

conservées à -20°C dans l e u r  mi l i eu  de c u l t u r e  (YEM, TY, ISWARAN) 

add i t i onné  de 20 % de g l y c é r o l .  

3 / MATERIEE VEGETAL 

Les v a r i é t é s  de  s o j a  Glycine max L. Merr. u t i l i s é e s  dans nos 

t ravaux,  son t  l e s  v a r i é t é s  du groupe de p r é c o c i t é  00 ,  "Mapple arrow" 

obtenue par  Rust ica ( i n s c r i p t i o n  1980),  e t  l a  v a r i é t é  " E f f i '  obtenue par 

Tourneur Grandes Cul tures  ( i n s c r i p t i o n  1987). 
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Tableau 1 

Nomenclature e t  o r i g i n e  des souches de Bradyrhizobiun japonicui- 

SOUCHE ORIGINE DES SOUCHES 

.................................................................... 
Souche 501 de Thornton 

Souche 502 d e  Thornton 

Souche o r i g i n e  pois  

Espagne 

ATCC 10323 

ATCC 10324 

Sé lec t ionnée  à p a r t i r  de  3.15 

J5 ,  F.S.A*G 

Yangambi , Za ï re  

Yangambi , Zaïre  

Coll .  B e l t s v i l l e  3Zlb149 

Espagne 

Espagne 

Coll .  B e l t s v i l l e  3Ilb142 

Coll .  B e l t s v i l l e  311b143 

I s o l é e  inoculum commercial Biodoz 

I s o l é e  inoculum commercial Bioprox 

G49 I s o l é e  inoculum commercial Bioprox 

i s o l é e  inoculum commercial Lipha 

F.S.A.G 

R.I.0, Glycine Hispida,  Japon 1929 

R.I.0, Glycine h i s p i d a ,  Yougoslavie 1955 

C.S.I.R.0, Glycine max 1968 

F.S.A.G 

Souche i s o l é e  inoculum commercial Biodoz 1983 



II / L E S  M I L I E U X  DE CULTURE 

- Milieu T ï  : Tryptone Yeast (additionné de mannitol) (10) 

.Tryptone............................... g 

.Extrait de levure (I.P.P.) .............. 3 g 

.CaC12,2H 2 0...........................0,88 g 

.Mannitol............................... 10 g 

.Eau distillée.......................qsp 1 1 

- Milieu YEM (69) 

- Milieu R.C. (105) 

- Milieu ISWARAN (84) 

.K2HPO4................................OY5 g 

.MgS04> 7H20 .......... .....*...........0>2 g 

....................... .FeC13, 6H20.. .O *O 1 g 

.NaCl..................................O g 

.................... .Yeast Extract....... 2 g 

.Gluconate de Potassium... ............. l Y 5  g 

.Mannitol............................... g 

.Eau distillée.......................qsp 1 1 



Tous l e s  mi l i eux  précédemment d é c r i t s  son t  s t é r i l i s é s  pa r  

autoclavage à 121°C pendant  20 min. 

Sous forme l i q u i d e ,  i l s  son t  u t i l i s é s  pour l a  product ion de  

c e l l u l e s ,  e t  gé losés  à 1 , 5  Z avec de  l ' agar -agar ,  i ls  nous on t  s e r v i  de 

mi l ieu  d ' i so lement ,  d e  conse rva t ion ,  ou de dénombrement. 

En vue de l a  c u l t u r e  de  Bradyrhizobium japonicum, l e  pH des  

d i f f é r e n t s  mil ieux e s t  a j u s t é :  

- à pH 5,5 pour l e s  mi l i eux  l i q u i d e s  

- à pH 6 pour l e s  mi l i eux  gé losés .  (en deça ,  le  durcissement de  l a  

gé lose  e s t  i n s u f f i s a n t .  ) 

2 / MILIEU DE CULTURE POUR PLANTULES DE SOJA. 

- Milieu de  STREET modif ié  (148) 

Une so lu t ion  mère, concentrée 10 f o i s  sert à l a  prépara t ion  du 

mi l ieu .  AprPs d i l u t i o n ,  l e  pH e s t  a j u s t é  à 7 pa r  add i t i on  de po ta s se ,  e t  

l e  mi l ieu  e s t  s t é r i l i s é  à 105°C pendant 30 min. 

111 / LES PRECULTURES E T  CULTURES BACTERIENNES.  

1 / CULTURES EN TUBES. 

Les p récu l tu re s  o n t  é t é  e f f ec tuées  en tubes  de 20 x 220 mm, fermés 

par  des  bouchons en caoutchouc s i l i c o n é  cylindro-conique (d iamèt res  



i n f é r i e u r  e t  supé r i eu r  respect ivement  15 e t  19 ami), contenant  10 ou 

20 m l  du mi l ieu  d é s i r é .  Chaque tube e s t  i nocu lé  par  un clône provenant 

d  'un isolement ,  ou lo r sque  p l u s i e u r s  tubes do iven t  être ensemencés pa r  

des  q u a n t i t é s  i den t iques  de b a c t é r i e s ,  l e s  tubes  son t  ensemencés par  

0 , l  m l  d  'une  s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e  c o n t e n a n t  au  minimum 

10' b a c t é r i e s  / m l .  

Les c u l t u r e s  son t  incubées à 29°C s u r  t a b l e  d ' a g i t a t i o n  h o r i z o n t a l e  

( B i o l a f f i t e )  à 50 saccades  / min. 

2  / CULTURES EN ERLENMEYER. 

La prépara t ion  de  p e t i t e s  q u a n t i t é s  d' inoculum, e s t  f a i t e  à p a r t i r  

d ' l  l i t r e  de c u l t u r e  e f f e c t u é e  en  Erlenmeyer d 'une  contenance de  2  1. 

Ces d e r n i e r s  s o n t  ensemencés par  20 m i  d 'une  p r é c u l t u r e  (préparée  comme 

d é c r i t  c i - d e s s u s )  en f i n  de phase exponen t i e l l e ,  p u i s  fermés par  des  

capuchons en caoutchouc s i l i c o n é .  

L ' incubat ion  des  c u l t u r e s  e s t  r é a l i s é e  à 29°C s u r  t a b l e  d ' a g i t a t i o n  

r o t a t i v e  B i o l a f f i t e  à 85 r o t a t i o n s  / minute. 

La pu re t é  des  c u l t u r e s  e s t  con t rô l ée  pa r  observa t ion  microscopique 

en  f i n  de cu l tu re .  

3 / CULTURES EN FERMENTEUR. 

3.1 / Descr ip t ion  du matériel. 

La p répa ra t ion  de q u a n t i t é s  importantes  de c e l l u l e s  de 

Bradyrhizobium japonicum a  é t é  f a i t e  à p a r t i r  de fermenteurs B i o l a f i t t e  

de 20 1 type 60 .O01 ( f i g u r e  1) dont  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  sont :  

- cuve en ve r r e  

- a g i t a t i o n  mécanique d e  O à 800 tours/min 

- a é r a t i o n  par  i n j e c t i o n  d ' a i r  comprimé s t é r i l e  d e  O à 20 l /min 

- f i l t r e s  d ' e n t r é e  e t  de  s o r t i e  d ' a i r ,  en a c i e r  inoxydable st pyrex avec 

l a i n e  de ve r r e  ou coton cardé  

- condenseur à c i r c u l a t i o n  d 'eau  s u r  l a  s o r t i e  d ' a i r  

- r é g u l a t i o n  de  l a  température par  c i r c u l a t i o n  d 'eau thermostatée 

- r égu la t ion  de pH par  é l e c t r o d e  e t  d i s p o s i t i f  d ' i n j e c t i o n  ac ide  / base 

par  pompe p é r i s t a l t i q u e  



Figure 1 

Schéna du fermenteur Biolafitte de 20 1. 
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- d i s p o s i t i f  de d é r i v a t i o n  e n t r a î n é  par  pompe p é r i s t a l t i q u e  avec 

raccords rap ides  s t é r i l i s a b l e s  à la  flamme pour i n o c u l a t i o n  ou 

prélèvements s t é r i l e s .  

3.2 / Conduite d e  la fermentat ion.  

3.2.1 / Préparat ion.  

Après autoclavage 112 heure  à 130°C du fermenteur muni d e  tous  s e s  

a c c e s s o i r e s ,  13 l i t r e s  de mi l i eu  TY mannité e t  2 m l  d 'antimousse 

Gensi l  420 sont  i n t r o d u i t s  dans l a  cuve. Un l i t r e  de c e  mi l i eu  s e r t  à 

remplir  une f i o l e  d ' i n o c u l a t i o n  d'une capac i t é  de 2 l i t r e s .  La 

s t é r i l i s a t i o n  de 1' ensemble e s t  a s su rée  par un deuxième autoclavage 

d'une heure  à 121°C. 

3 -2 -2 / Précu l tu re s  . 
Les p récu l tu re s  s o n t  amenées jusqu 'à  l a  f i n  de phase exponen t i e l l e ,  

(environ 4 j o u r s ) ,  e t  s e rven t  d'inoculum i n i t i a l  pour la  f i o l e  

d ' i n o c u l a t i o n  ( tube )  ou pour l e  fermenteur  ( f i o l e  d ' i n o c u l a t i o n ) .  

3.2.3 / Fermentation. 

Le fermenteur ,  préchauffé  à 29" C e s t  ensemencé asep tiquement avec 

l a  p récu l tu re .  La concen t r a t ion  bac tér ienne  i n i t i a l e  s e  s i t u e  e n t r e  10 7 

e t  108 b a c t é r i e s  par  m i .  

- Le pH e s t  régulé  à 6 par  a d d i t i o n  d ' a c i d e  orthophosphorique 3N. 

- L 'aé ra t ion  optimale pour l a  c ro i s sance  d e  Bradyrhizobium japonicum 

as su re  un c o e f f i c i e n t  de  t r a n s f e r t  d'oxygène de 28 mmoles d'O2 / heure 

/ l i t r e  (41 ,  135),  c e  q u i  correspond à une v i t e s s e  d ' a g i t a t i o n  de 

200 tours/min pour un d é b i t  d ' a i r  d e  3 l /min. 

- Le  c o n t r ô l e  de l a  pu re t é  e t  d e  l a  c ro i s sance  e s t  a s s u r é  l o r s  des  

prélèvements b iquo t id i ens  e f f e c t u é s  s u r  une d é r i v a t i o n  a l imentée  par  

pompe p é r i s t a l t i q u e .  



I V  / HETHODES D'EVALUATION DE LA CROISSANCE BACTERIENNE. 

1 / MESURE DE LA DENSITE OPTIQUE. 

La mesure de l'absorbante à 600 nm au  spectrophotomètre Zeiss nous 

a s e r v i  en rou t ine  pour l ' e s t i m a t i o n  de l a  c ro i s sance  bac tér ienne  des  

c u l t u r e s .  

2 / DENOMBREMENT DES CELLULES VIABLES. 

Le dénombrement d e s  c e l l u l e s  v i a b l e s  a é t é  employé en  r o u t i n e ,  

- pour l ' e s t i m a t i o n  de  l a  c ro i s sance  bac t é r i enne ;  

- pour l e  con t rô l e  e t  l ' e s t i m a t i o n  de l a  v i a b i l i t é  de Bradyrhizobium 

japonicum dans les i n o c u l a t s  déshydra tés  e t  dans l e s  enrobages de 

semences d e  so ja .  

Des d i l u t i o n s  décimales  des  suspensions à é t u d i e r  s o n t  e f f e c t u é e s  

dans l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e .  L'homogénéisation e s t  a s su rée  par  

mélangeur d e  type Vortex. Des f r a c t i o n s  de 1 m l  d e  chaque d i l u t i o n  s o n t  

déposées en  double exemplaire ,  dans l e  fond d'une b o i t e  d e  P é t r i .  15 ml 

de  mi l ieu  gé losé  l i q u i d e ,  maintenu à 40°C, sont  a l o r s  coulés  dans l e s  

b o E t e s  e t  homogénéisés  a v e c  l a  s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e .  Après 

s o l i d i f i c a t o n ,  l e s  b o i t e s  s o n t  mises à incuber  à 29°C e t  l e  comptage des  

co lon ie s  est  e f f e c t u é  ap rè s  9 jours .  

Le mi l i eu  YEM e s t  u t i l i s é  

- sans  ad jonct ion  pour l e s  numérations de c u l t u r e s  pures.  

- avec a d d i t i o n  d ' agen t s  s é l e c t i f s  pour l e s  numérations e f f e c t u é e s  s u r  

l e s  é c h a n t i l l o n s  déshydra tés  e t  s u r  les enrobages de  g ra ines .  Pour 

t o u t e s  l e s  souches , l e s  p rodu i t s  su ivan t s  on t  é t é  a j o u t é s  : 

- 25 mg/l de rouge Congo, s é l e c t i f  con t r e  c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  

Gram + courantes .  De p lus  l e  rouge Congo f a c i l i t e  l ' i d e n t i f i c a t i o n  

des  Rhizobium q u i  ne prennent  pas l e  co lorant .  

- 10 pg/ml de chloramphénicol préparé  en s o l u t i o n  a l coo l ique  à 50% 

- 0 , 2  ml11 d'antimousse (Gens i l  420) : l ' an t imousse  a j o u t é  dans l e  

mi l i eu  gé losé ,  a b a i s s e  l a  température de s o l i d i f i c a t i o n  du mi l i eu ,  

ce  q u i  l i m i t e  l e s  r i s q u e s  de m o r t a l i t é  des  c e l l u l e s  i n d u i t s  par  

l ' emplo i  d'un mi l i eu  t r o p  chaud. 



Ces t r o i s  composés son t  a j o u t é s  avant  autoclavage,  l a  s t é r i l i s a t i o n  

n ' a f f e c t a n t  pas l e u r s  p r o p r i é t é s  r e spec t ives .  

Pour l e s  souches r é s i s t a n t e s  à l a  streptomycine ou à la  néomycine, 

on a j o u t e ,  au moment de  l ' emplo i ,  l ' a n t i b i o t i q u e  correspondant.  Préparés  

en s o l u t i o n ,  l e s  a n t i b i o t i q u e s  s o n t  s t é r i l i s é s  s u r  u n i t é  de  f i l t r a t i o n  

Mi l l i po re  0 , 2  pm s t é r i l e .  La concent ra t ion  f i n a l e  dans le mi l ieu  e s t  de 

100 pg / m l  

V 1 METHODES D'ETUDE DE L'INFECTIVITE ET DE L'EFFICIENCE DE 

"BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM", EN SERRE SUR CULTURES DE PLANTULES- 

1 / CULTURES DE PLANTULES. 

1.1 / S t é r i l i s a t i o n  s u p e r f i c i e l l e  d e s  gra ines .  

On procède à une s t é r i l i s a t i o n  s u p e r f i c i e l l e  d e s  g r a i n e s  en  l e s  

plongeant dans une s o l u t i o n  de ch lo ru re  mercurique à 0,1% pendant 3 à 

5 min. C e t t e  s o l u t i o n  e s t  é l iminée  s t é r i l emen t  au moyen d'une p i p e t t e  

Pas t eu r  s t é r i l e  raccordée s u r  une pompe p é r i s t a l t i q u e .  Les g r a i n e s  sont  

r i n c é e s  5 f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e  q u i  e s t  é l iminée  par  l e  même 

procédé. 

1-2 / Germination des  gra ines .  

Les g r a i n e s  sont  t r a n s f é r é e s  au moyen d'une p ince  s t é r i l i s é e  à l a  

flamme dans des b o î t e s  de  P é t r i  contenant  un mi l ieu  r i c h e  (TY ou YEM) e t  

mises à germer à l ' o b s c u r i t é  à 25°C. Leur a seps i e  e s t  con t rô l ée  par  

l ' absence  de germes contaminants s e  développant à l e u r  pé r iphé r i e .  

1.3 / Inocu la t ion  e t  c u l t u r e  des p lan tu l e s .  

Lorsque l a  r ac ine  a t t e i n t  une longueur de 2 cm, on procède à une 

immersion des  g r a i n e s  dans l a  suspension bac tér ienne  durant  1 heure à 

température ambiante. L'inoculum e s t  c o n s t i t u é  pa r  une c u l t u r e  

bac t é r i enne  en phase exponen t i e l l e  de  c ro issance .  La c u l t u r e  e s t  

c e n t r i f u g é e  e t  l e  c u l o t  r e p r i s  dans l e  même volume d 'eau  d i s t i l l é e  

s t é r i l e  , c e c i  a f i n  d ' é l imine r  l ' a z o t e  contenue dans le  mi l ieu .  



Les g ra ines  a i n s i  b a c t é r i s é e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  aseptiquement s o i t  : 

- s u r  des  pots  à prélèvement t r anspa ren t s  s t é r i l e s  (contenance 200ml, 

d iamst re  60 mm) rempl i s  de  mi l i eu  de STREET, e t  dont  l e  couverc le  e s t  

percé  pour pe rme t t r e  l e  passage de l a  rac ine .  Les po t s  s o n t  e n s u i t e  

p l acés  dans l a  serre, à une température de 25°C e t  une photopériode de 

16 heures.  A ce  s t a d e ,  t o u t e s  l e s  précaut ions  doivent  ê t r e  p r i s e s  pour 

qu 'il n'y a i t  pas  de contaminat ions e n t r e  souches. C e t t e  technique 

permet un s u i v i  d e  l a  nodula t ion  aisé. 

- dans des  pots  coprologiques emplis de ve rmicu l i t e  imbibée de  100 ml de 

mi l i eu  de  STREET e t  s t é r i l i s é s  2 f o i s  à 121°C, 20 min. Ce t t e  façon  de 

procéder  permet un me i l l eu r  enracinement e t  o f f r e  un environnement b ien  

tamponné. Cet te  méthode est  u t i l i s é e  l o r s q u ' i l  n ' e s t  pas u t i l e  de  

c o n t r ô l e r  l ' é v o l u t i o n  de l a  nodulat ion.  

L'arrosage d e s  p l a n t u l e s  s e  f a i t  a l t e rna t ivemen t  avec du mi l i eu  de 

STREET modifié e t  avec d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  addi t ionnée  de  po ta s se  pour 

c o r r i g e r  l e s  importantes  v a r i a t i o n s  de pH du mil ieu.  

2 / METHODES DE CONTROLE DE L'INFECTIVITE ET DE MESURE DE L'EFFICIENCE 

DES SOUCHES. 

2.1 / Contrô le  d e  1' i n f e c t i v i t é .  

Une souche de  Rhizobium e s t  cons idérée  comme i n f e c t i v e  s u r  une 

plante-hôte donnée, lo rsque  c e l l e - c i  e s t  capable  d ' i n d u i r e  l a  formation 

de nodos i tés .  On a l ' h a b i t u d e  de  n o t e r  c e  c a r a c t è r e  pa r  l e  symbôle in£+. 

Dans nos cond i t i ons  expér imenta les ,  c e  c a r a c t è r e  s ' a p p r é c i e  par  

l ' a p p a r i t i o n  ou non de nodules ,  e t  l e u r  l o c a l i s a t i o n  s u r  l e s  r a c i n e s  des  

p l an tu l e s .  

2.2 / Mesure d e  l ' e f f i c i e n c e .  

La not ion  d ' e f f i c i e n c e  t r a d u i t ,  pour une souche, l ' a p t i t u d e  à f i x e r  

l ' a z o t e  moléculaire  en symbiose avec une plante-hôte  donnée. P l u s i e u r s  

méthodes d ' éva lua t ion  des  q u a n t i t é s  d ' a z o t e  f i x é e s  e x i s t e n t  (62 ,  120, 

140, 174, 178, 180,  181). 



Nous avons c h o i s i  l e  t e s t  de réduct ion  de  l ' a c é t y l è n e  classiquement  

employé au l a b o r a t o i r e  (56,  79). Cette technique u t i l i s e  l ' a p t i t u d e  de 

la  n i t rogénase  à r é d u i r e  l ' a c é t y l è n e  en é thy lène ,  couramment no tée  

A.R.A. ( a c t i v i t é  r é d u c t r i c e  de l ' a c é t y l è n e ) .  Par  ex tens ion ,  on estime 

que l e  taux  h o r a i r e  de  réduct ion  d e  l ' a c é t y l è n e ,  r e f l è t e  1 ' a c t i v i t é  

n i t rogénas ique  r é e l l e  e t  donc la  q u a n t i t é  d ' a z o t e  moléculaire  f i xé .  

2.2.1 / Protocole  expérimental-  

Au moment du t e s t ,  le  système r a c i n a i r e  des  p l an tu l e s  est sec t ionné  

e t  t r a n s f é r é  dans un f l acon  de 150 m l  fermé hermétiquement pa r  un 

bouchon de  caoutchouc évidé.  A l ' a i d e  d'une ser ingue ,  on p ré l ève  17 m l  

d ' a i r  que l ' o n  remplace par:  

- 15 m l  d ' a cé ty l ène  

- 2 m l  d'un témoin i n t e r n e  de  propane 

Ce témoin q u i  s e r v i r a  d ' é t a l o n  pour l e  dosage e s t  obtenu comme s u i t  : 

Une f i o l e  Wheaton e s t  remplie de propane. On en  pré lève  2 m l  que l ' o n  

i n j e c t e  dans un f l acon  hermétique d e  150 m l ,  l e  mélange a i r -p ropane  

a i n s i  obtenu est i n j e c t é  dans l e s  f l a c o n s  contenant  l e s  r ac ines .  

Le moment de 1 ' i n j e c t i o n  de 1 ' acé ty l ène  correspond au temps T=O . 
Après un temps d ' i ncuba t ion  à 29"C, i den t ique  pour tou tes  les p l a n t u l e s ,  

l e  contenu du f lacon e s t  homogénéisé. L 'analyse du mélange gazeux e s t  

e f f e c t u é e  e n  chromatographie en phase gazeuse à i o n i s a t i o n  de  flamme : 

- chromatographe INTERSMAT 112F 

- colonne Sphérosyl XOB 075, longueur 2 m 

- température du four :  50°C 

- température du d é t e c t e u r :  115°C 

- température d ' i n j e c t i o n :  70°C 

- gaz vec t eu r :  azo te ,  d é b i t  de 40 ml/min ;P=2 Bars 

- d é t e c t e u r  à i o n i s a t i o n  de flamme 



2.2.2 / Méthodes de calcul 

La formule appl iquée pour l e  c a l c u l  d e  l a  q u a n t i t é  d 'é thylène  

p rodu i t e  e s t  l a  su ivante :  

Hauteur p i c  C2H4 ( é thy lène )  
Q " C * K * ........................ 

&uteur  p i c  C 3 ~ 8  (propane) 

- Le c a l c u l  des  r é s u l t a t s  n é c é s s i t e  l a  connaissance du c o e f f i c i e n t  de 

p r o p o r t i o n n a l i t é  K é t a b l i  à p a r t i r  du dépouillement d 'un  chromatogramme, 

d'un mélange en propor t ions  éga l e s  de  propane e t  d ' é thy lène  dans l ' a i r .  

Ce c o e f f i c i e n t  e s t  a l o r s :  

Hauteur p i c  C3H8 
K = ------------- 

Hauteur p i c  C2H4 

La va l eu r  v a r i e  en fonc t ion  des  concent ra t ions  de  C3H8 e t  d e  C2H4. 

Nous avons adopté un c o e f f i c i e n t  moyen K = 1,5  pour des  q u a n t i t é s  de  gaz 

é t a l o n  i n j e c t é e s  comprises e n t r e  0,5 e t  5 .IO-' s o l e s .  

- Be p l u s ,  l e s  p i c s  do iven t  a v o i r  une base é t r o i t e  e t  i den t ique  pour 

pouvoir u t i l i s e r  dans l e  c a l c u l ,  l a  hauteur  au l i e u  d e  l a  s u r f a c e  du 

p i e -  Le ca s  échéant ,  l ' i n j e c t i o n  du mélange gazeux e s t  recommencée. 

- C = nombre de  moles de  C3H8 i n j e c t é e s  dans l e  f l a c o n ,  s o i t  dans nos 

cond i t i ons  expérimentales  C = 1,19 micromoles 

- Le taux  h o r a i r e  de réduct ion  de  l ' a c é t y l è n e  en é thy lène  e s t  dédu i t  de 

l a  formule précédente.  

2-3 1 Poids sec des plantules. 

Para l lè lement  à l a  mesure de  l lA.R.A. ,  l e s  p a r t i e s  aér iennes  des  

p l a n t u l e s  s o n t  mises à déshydra te r  à l ' é t u v e  à l l O 0 C ,  jusqu 'à  poids 

c o n s t a n t ,  p u i s  pesées à 5 mg près .  



VI / METHODES D'ETUDE DE LA HOBILITE ET DE LA COMPETITIVITE DES 

SOUCHES. 

1 / MOBILITE DES SOUCHES 

La mobi l i té  des  souches e s t  é t u d i é e ,  e n  déposant 0 , l  m l  d 'une  

c u l t u r e  en  phase e x p o n e n t i e l l e  de c ro i s sance ,  au  mi l ieu  d'une b o i t e  d e  

P é t r i  contenant  du m i l i e u  TY gé losé  à 0,3%. 

Après incubat ion  une semaine à 2g°C, une souche est cons idérée  

comme mobile,  s i  un anneau de migrat ion s ' e s t  formé autour  de l a  nappe 

bac tér ienne  i n i t i a l e .  

2 / METHODE D'ETUDE DE LA COMPETITIVITE DES SOUCHES. 

2.1 / Obtention de mutants spontanés présentant un caractère de 
résistance aux antibiotiques Streptomycine et Néomycine. 

Après p répa ra t ion  e t  s t é r i l i s a t i o n  s u r  u n i t é  de f i l t r a t i o n  

Mi l l i po re  de 0,2 pm s t é r i l e ,  l e s  s o l u t i o n s  d'antibiotique son t  a j o u t é e s  

à d i f f é r e n t e s  concen t r a t ions  f i n a l e s  dans l e  mi l ieu  (50-100-150 ou 

200 pglml).  L 'ob ten t ion  de mutants spontanés r é s i s t a n t s  à c e s  

concent ra t ions  d ' a n t i b i o t i q u e  e s t  r é a l i s é e  e n  é t a l a n t  0 , l  m l  d 'une 

c u l t u r e  en  début de  phase s t a t i o n n a i r e  des  souches d é s i r é e s ,  s u r  des  

b o î t e s  de P é t r i  contenant  du mi l ieu  YEM gé losé  addi t ionné  d e  

l ' a n t i b i o t i q u e  en ques t ion .  Les c lônes  s e  développant a p r è s  9 j o u r s  

d ' i ncuba t ion  à 29°C s o n t  s é l ec t ionnés  e t  i s o l é s  s u r  l e  même milieu. 

En p ra t ique ,  des  concen t r a t ions  de 100 pglml o n t  é t é  re tenues  pour 

l a  streptomycine e t  200 ,ug/ml pour l a  néomycine c a r  c e r t a i n e s  souches 

p re sen ten t  une c ro i s sance  r é s i d u e l l e  à 100 yglml. 

2.2 / Inoculation des plantules. 

La technique d e  c u l t u r e  en p o t s  remplis  de ve rmicu l i t e  a été 

retenue.  Les g ra ines  s t é r i l i s é e s  supe r f i c i e l l emen t  sont  semées à r a i s o n  

d 'une par  pot.  Les c u l t u r e s  en phase exponen t i e l l e  de c ro i s sance  s o n t  

c e n t r i f u g é e s ,  e t  l e  c u l o t  c e l l u l a i r e  r e p r i s  dans de  l ' e a u  d i s t i l l é e  dont  

l a  q u a n t i t é  e s t  c a l c u l é e  pour que t o u t e s  les c u l t u r e s  s o i e n t  ramenées à 

l a  même d e n s i t é  opt ique.  



L' inocula t ion  est r é a l i s é e  comme s u i t  : 

107 b a c t é r i e s  d'une souche X r é s i s t a n t e  à l a  s t reptomycine e t  
7 10 b a c t é r i e s  d'une souche Y r é s i s t a n t e  à la  Néomycine son t  a j o u t é e s  au 

vois inage  de l a  g r a i n e  au  moment du semis. 

De même l ' i n o c u l a t i o n  réciproque e s t  e f f e c t u é e  avec : 

107 b a c t é r i e s  de  l a  souche Y r é s i s t a n t e  à l a  streptomycine e t  
7 10 b a c t é r i e s  de  l a  souche X r é s i s t a n t e  à l a  Néomycine, c e c i  a f i n  d e  

d é c e l e r  une in f luence  éven tue l l e  du marquage s u r  l e s  p r o f i l s  de  

compéti t ion e n t r e  souches. 

2.3 / Methodes d'isolement des souches à partir des nodules- 

Après c u l t u r e  des  p l a n t u l e s  jusqu'au s t a d e  R1 ( t ab l eau  11) s o i t  5 à 

6 semaines,  50 nodules p a r  t r a i t emen t ,  s o n t  p r é l e v é s  au hasard a f i n  d ' e n  

ana lyse r  l e  con tenu. 

2.3.1 / Stérilisation superficielle des nodules. 

Les nodules s o n t  s t é r i l i s é s  supe r f i c i e l l emen t  par  immersion dans 

une s o l u t i o n  de  ch lo ru re  mercurique à 0,1% pendant 3 min p u i s  r i n c é s  

abondamment à l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e .  Chaque nodule e s t  e n s u i t e  

t r a n s f é r é  aseptiquement dans un tube à hémolyse (50 x 10 mm) s t é r i l i s é  

contenant  2,5 m l  de s o l u t i o n  de saccharose à 25%. 

2 -3 -2 / Isolement des souches. 

La ou l e s  souches contenues dans chaque nodule sont  e x t r a i t e s  par  

écrasement du nodule avec une t i g e  en v e r r e  flambée à l ' a l c o o l .  Une 

g o u t t e  de l a  suspension bac tér ienne  e s t  é t a l é e  s u r  deux bo f t e s  de  P é t r i ,  

l ' u n e  contenant l e  mi l i eu  YEM addi t ionné  de Néomycine, l ' a u t r e  l e  mi l i eu  

YEM addi t ionné  de Streptomycine. 

La l e c t u r e  d e s  r é s u l t a t s  s ' e f f e c t u e  ap rè s  une semaine, l a  

r é s i s t a n c e  à l ' u n  des  a n t i b i o t i q u e s  ou aux deux ( c a s  des  nodules mixtes )  

permettant  l e  repérage d e s  souches. 



2.4 / Autre mesures effectuées. 

Le con t rô l e  de  la nodula t ion ,  l e  poids s ec  des  p l a n t u l e s ,  a i n s i  que 

des  mesures d ' e f f i c i e n c e  on t  tigalement é t é  e f f ec tuées .  

VI1 / METHODES D'ETUDE EXPERIHENTALE AU CHAMP. 

Les expérimentat ions au champ on t  pour bu t  d e  t e s t e r  : 

- l e s  c a p a c i t é s  symbiotiques des  souches au champ. 

- l ' i n c i d e n c e  du mode d ' i nocu la t ion  des  semences, s u r  l e  succès de  

l ' i m p l a n t a t i o n  des  souches. 

1 / IMPLANTATION DES PARCELLES. 

Les e s s a i s  on t  é t é  r é a l i s é s  en t r o i s  l i e u x  : Coulommiers, Pouy- 

Roquelaure e t  Villeneuve d ' Ascq , avec une r é p é t i t i o n  par  t r a i t emen t  e t  

par  l i e u .  

Après p répa ra t ion  f i n e  de l a  t e r r e ,  les semis ont  é t é  e f f e c t u é s  à 

l a  main, en p a r c e l l e s  de  7 , 5  m2 ( 3 l i g n e s  de  5m é c a r t é e s  de 50cm) à 

r a i s o n  de 450 g r a i n e s  par  p a r c e l l e ,  ce  q u i  correspond à un peuplement de 

600000 p ieds  / ha. Les g r a i n e s  s o n t  i nocu lées  au aiornent du semis,  en 

prenant  so in  d ' é v i t e r  t o u t  mélange de souches. 

2 / NOTATIONS EFFECTUEES. 

Afin de d i s c e r n e r  l ' i n c i d e n c e  de l ' i n o c u l a t i o n  s u r  l e  développement 

des  p l a n t e s ,  p l u s i e u r s  données ont  é t é  c o l l e c t é e s  t o u t  au long de l a  

c u l t u r e  : 

- pourcentage de germinat ion au s t a d e  2 f e u i l l e s  t r i f o l i é e s .  

- vigueur  au s t a d e  jeune ( é c h e l l e  de 1 à 9) .  

- couleur  du f e u i l l a g e  : mi-août, é c h e l l e  de 1 à 9. 

- p r é c o c i t é  : n o t a t i o n  des  s t ades  de  développement su ivan t  l a  

nomenclature américaine ( f i g u r e  2 ,  cableau II, 66).  L 'es t imat ion  des  

s t a d e s  r ep roduc t i f s  e t  v é g é t a t i f s  s e  f a i t  par  observa t ion  d 'un  

échan t i l l onage  de  10 p l a n t e s  par  p a r c e l l e .  La fréquence des  passages e s t  



Tableau II 

Description des stades reproductifs du soja (66) 

! STADE REPRODUCTIF ! DESCRIPTION ! 

! ! 

! ! !Une f l e u r  ouverte  à n' importe  quel  noeud 1 

! R1 !Début de  f l o r a i s o n  !sur  l a  t i g e  p r inc ipa l e .  

! ! ! 

! ! !Une f l e u r  ouverte  à l ' u n  des  deux noeuds 

! R2 !P le ine  f l o r a i s o n  ! supé r i eu r s  de l a  t i g e  p r i n c i p a l e  avec une ! 

I ! ! f e u i l l e  complètement développée. ! 

! ! ! 1 

! ! !Une gousse de  5mm à un des  q u a t r e  noeuds fi-- 1 - 

! R3 ! début  de format ion!supér ieurs  de l a  t i g e  p r i n c i p a l e  avec une k ' ', ' 

! ! des  gousses. ! f e u i l l e  complètement développée. 1 

! ! ! 

! ! !Une gousse de 2cm d e  long à un des  q u a t r e  ! 

! R4 ! é longat ion  des  !noeuds supé r i eu r s  de  l a  t i g e  p r i n c i p a l e  avec ! 

! ! gousses.  ! une f e u i l l e  complètement développée. ! 

! ! ! 

! ! !Une gousse contenant  une g r a i n e  ve r t e  de  3mm ! 

! R5 ! début  de formation!de long à un des  q u a t r e  noeuds supé r i eu r s  d e  ! 

! ! des  g ra ines  ! l a  t i g e  p r i n c i p a l e  avec une f e u i l l e  ! 

! ! !complètement développée. ! 

! ! !Une gousse contenant  une g r a i n e  v e r t e  ! 

! R6 ! grossissement  des! rempl issant  l a  c a v i t é  à un des  qua t re  ! 

! ! gra ines  !noeuds supé r i eu r s  d e  l a  t i g e  p r i n c i p a l e  avec ! 

! ! !une f e u i l l e  complètement développée. ! 

! ! ! 1 

I ! !Une gousse de l a  t i g e  p r i n c i p a l e  q u i  a t t e i n t  ! 

! R7 ! début de ma tu r i t é  f s a  couleur  de ma tu r i t é .  ! 

! ! ! I 

! ! !95% des  gousses q u i  on t  a t t e i n t  l e u r  couleur  ! 

! R8 ! !de matur i té .  5 à 10 jou r s  s o n t  n é c e s s a i r e s  ! 

! ! p l e i n e  ma tu r i t é  ! ap rès  c e  s tade  avant  que l e s  g ra ines  a i e n t  ! 

! ! !moins de 15% d'humidité.  ! 
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Figure 2 

Stades repères du soja 
Variétés de type indéterminé 

Stade R3 : Premibres 

Stade V.E. : Emergence 

/ 

Stade R6 : grossis- 
sement des graines. 

Stade R5 : la graine Gousse contenant 
mesure 3 mm dans une graine verte qui 
l'une des gousses remplit entière- 
de l'un des 4 nœuds ment la cavité sur 

I'un des 4 nzuds 
de rang le plus 
élevé de la tige 

Stade RI : Dibut floraison. Une fleur est ouverte sur la 
tige principale à n'importe quel nœud. 

Stade RB : maturité. 

D'après stades de Fehr Dessins : S. Bergon 



de  3 par  semaine. On cons idère  qu'un s t a d e  donné e s t  a t t e i n t  quand au 

moins 50% des  p l a n t e s  observées a a t t e i n t  le  s t a d e  en  quest ion.  

- r é c o l t e  : l ' humidi té  r é s i d u e l l e  e t  l e  po ids  des  m i l l e  g r a i n s  sont  

mesurés à ce  s tade .  

- nodula t ion  : l a  nodula t ion  a  é t é  con t rô l ée  e n  cours d e  végé ta t ion  par  

comptage du nombre de  p l a n t e s  nodulées,  e t  du nombre de nodules  par  

p l an te .  

VI11 / METHODES DE PREPARATION ET DE CONCENTRATION DE LA 

BIOMASSE. 

1 / CONCENTRATION DE LA BIOMASSE. 

1.1 / Cen t r i fuga t ion  e n  pots. 

Les p e t i t e s  q u a n t i t é s  de c u l t u r e  ( 1  l i t r e )  s o n t  cen t r i fugées  en 

p o t s  Nalgène de 250 m l  s t é r i l e s  à 11000 tours/min au moyen d'une 

cen t r i fugeuse  Beckman, r o t o r  JA14 pendant 10 minutes. 

1.2 / Cen t r i fuga t ion  e n  continu. 

Les q u a n t i t é s  de  c u l t u r e  p lus  impor tan tes ,  s o n t  c e n t r i f u g é e s  en 

con t inu  au moyen d'une cen t r i fugeuse  de p a i l l a s s e ,  type Labofuge 15000. 

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

sédimentat ion de  300ml e s t  de 10000 tours lmin  ; ce  q u i  correspond à une 

a c c é l é r a t i o n  angu la i r e  de  7500g. Les c u l o t s  de sédimentat ion son t  

e n s u i t e  récupérés  e t  remis en suspension dans l e  support  d ' a tomisat ion.  

Lorsque les c e l l u l e s  ne peuvent ê t r e  déshydra tées  le  jour  même, l e s  

concent rés  c e l l u l a i r e s  obtenus s o n t  congelés  en  é t a t .  

2  / INCLUSION DE MICROORGANISMES DANS DES GELS D'ALGINATE. 

Des inoculums déshydra tés  r é a l i s é s  à p a r t i r  de g e l s  d ' a l g i n a t e ,  

s u i v a n t  l e  pro tocole  du breve t  EP O 083 267 A l  (91)  ont  é t é  r é a l i s é s  à 

t i t re  comparatif .  L 'ob ten t ion  des  g e l s  e s t  r é a l i s é e  comme s u i t .  

1  à 2 g d ' a l g i n a t e  sont  a j o u t é s  en p l u i e  dans 100 m l  d'une c u l t u r e  

bac t é r i enne  en  début d e  phase s t a t i o n n a i r e  ( m i l i e u  TY) ou dans 100 m l  de 

concent ré  c e l l u l a i r e  sous a g i t a t i o n .  Des a l g i n a t e s  de d i f f é r e n t e s  



v i s c o s i t é s  on t  é t é  employés ( S a t i a l g i n e  S60 : 20-25cPo ; S550 : 400- 

750 cPo ; SI100 : 1000-12OOcPo) 

La r é t i c u l a t i o n  est  obtenue par  l ' emplo i  de sels de calcium 

( s o l u t i o n  à 170 g / l i t r e  de  CaC12.2H20, ou à 6 g / l i t r e  d e  CaS04.2H20.) 11 

y a  échange des  ions  caff e t  H+ au s e i n  d 'une s o l u t i o n  d ' a l g i n a t e  

a l c a l i n ,  ce  q u i  provoque l a  r é t i c u l a t i o n  des  g e l s .  

La r é t i c u l a t i o n  en forme de  b i l l e s  e s t  r é a l i s é e  en  é t a b l i s s a n t  un 

g o u t t e  à g o u t t e  de l a  suspension bac tér ienne  dans l a  s o l u t i o n  de s e l  de 

calcium, m i s e  en  mouvement par  a g i t a t i o n  magnétique. La r é t i c u l a t i o n  en 

masse e s t  obtenue en v e r s a n t  l a  s o l u t i o n  de  calcium dans l a  c u l t u r e  

maintenue en a g i t a t i o n .  Les g e l s  s o n t  e n s u i t e  déshydra tés  en chambre de 

séchage. 

IX / METHODES DE DESBYDRATATION DE LA BIOMASSE. 

Tro i s  méthodes o n t  é t é  employées pour l a  déshydra ta t ion  de  l a  

biomasse : 

- l ' a tomisa t ion .  (137) 

- l a  déshydra t a t ion  en deux é t a p e s ,  a tomisa t ion  e t  emploi d ' ence in t e s  à 

humidi té  r e l a t i v e  cont rô lée .  

- l a  déshydra t a t ion  en chambre d e  séchage à a i r  pulsé.  

Les deux premières méthodes s ' app l iquen t  au t r a i t emen t  des  

suspensions bac t é r i ennes ,  a l o r s  que l a  d e s s i c c a t i o n  en  chambre de 

séchage,  s ' app l ique  à d e s  phases s o l i d e s  ou semi-solides t e l l e s  que des 

g e l s  contenant  moins de 85  Z d'eau. 

1 / DESHYDRATATION PAR ATOMISATION. 

1.1 / Principe. 

Le séchage d'un p rodu i t  l i q u i d e  ou c o l l o l d a l  p a r  a tomisa t ion ,  

c o n s i s t e  à é l imine r  l e  so lvan t  ( p a r  ex. de l ' e a u )  par  p u l v é r i s a t i o n  du 

p r o d u i t  dans un courant  d ' a i r  chauffé  à une température d ' e n t r é e  

supé r i eu re  à l a  température d ' é b u l l i t i o n  du so lvan t .  

Pour l e s  p rodu i t s  organiques non c r i s t a l l i n s  , c e  d e r n i e r  s ' évapore 

dans un premier temps de  l a  s u r f a c e  des  g o u t e l e t t e s ,  p u i s  il s e  forme à 



l'intérieur du produit pulvérisé une bulle de vapeur qui éclate sous 

l'effet d'une pression de vapeur croissante. Le produit final, qui prend 

la forme de globules creux (figure 3 ) ,  est séparé du flux d'air dans le 

cyclône, la vapeur étant éliminée dans le courant d'air chaud. 

Figure 3 : 

Beprésentation schématique de la dessiccation par atomisation de 

produits organiques non cristallins. 

1.2 / Conditions expérimentales. 

1.2.1 / Description du matériel. 

L'atomiseur de laboratoire Büchi 190 a été utilisé pour la 

déshydratation des concentrés cellulaires. 11 fonctionne selon le 

principe de l'atomisation par buse en courant parallèle, c'est à dire 

que le produit atomisé et l'air de dessiccation s'écoulent dans la même 

direction. 11 permet en outre le séchage de petites quantités de 

produit. 

caractéristiques techniques : 

- L'alimentation en produit se fait au moyen d'un tuyau branché sur 

pompe péristaltique (figure 4 ) .  

- La circulation du produit et de l'air sont schématisés dans la 

figure 5 .  

- L'alimentation en air peut se faire suivant les modalités suivantes. 
- température maximale : 220°C 
- débit maximal : 45 m3 / heure 

- pression de l'air comprimé : 5 à 8 Bars 



Figure 4 

Schéma de l'alimentation en produit de l'atomiseur Büchi 190. 

A Solution, émulsion ou dispersion d u  
produit 

B Pompe péristaltique 
C Canal du produi t  
D Raccordement pour  air comprimé ou 

gaz inerte 
E Raccordement de  l'eau de refroidisse- 

ment 
F Pointeau avec canai à rainure. Le 

pointeau sert à débouclier la buse lors 
de colmatages éventuels par le pro- 
duit. Pour des produits difficiles, l e  
pointeau peut être actionné automati- 
quement de  manière pneumatique. 
Ce dispositif est en vente comme ac- 
cessoi re. 

Figure 5 

Schéma de la circulation du produit et de l'air dans l'atomiseur 

1 Aspiration-Ouverttire 
2 Chauffage 
3 Admission à écoulement stabilisé de 

la chambre de  dessiccation 
4 Cyclone. Le produi t  est ici séparé du  

f lux d'air 
5 Appareil aspiratoire 
6 Prise de température de I'air à I'admis- 

sion. Cette température peut être 
réglée à l'aide d u  chauffage 

7 Prise de température de I'air à la sor- 
tie. Le choix optimal de la différence 
de température ent're celle d'entrée et 
celle de sortie est u n  des points im-  
portants de la dessiccation par disper- 
sion. La température de sortie ne peut 
pas être ajustée arbitrairement, elle 
résulte de la combinaison entre la tem- 
pérature d'entrée, le réglage de I'aspi- 
ration et le débit de la pompe. 

8 Récipient collecteur pour produit 



1.2.2 / Protocole  exp6riiaental.  

Dans l a  p l u p a r t  de  nos essais, l e  pro tocole  su ivan t  a été employé : 

Les c u l o t s  c e l l u l a i r e s  obtenus par  c e n t r i f u g a t i o n  s o n t  remis en 

suspension dans l e  support  d 'a tomisa t ion  à IO W de  ma t i è r e  sèche ,  

préalablement  s t é r i l i s é  e t  dont  l e  volume est ramené au  dixième du 

volume i n i t i a l  de  cu l tu re .  Le concentré  c e l l u l a i r e  est a l o r s  atomisé, 

a p r è s  s t é r i l i s a t i o n  p r é a l a b l e  de l ' a tomiseur  pa r  c i r c u l a t i o n  d ' a i r  

comprimé, chauffé  à 220°C pendant 10 min. 

Les températures d ' e n t r é e  e t  de  s o r t i e  d ' a i r  son t  respectivement 

a j u s t é e s  à 135°C e t  70°C 2 10°C, e t  l e  d é b i t  de  p rodu i t  é t a b l i  à 600 

m l  / heure.  La température de  s o r t i e  e s t  d i f f i c i l e  à s t a b i l i s e r  e t  e s t  

intimement l i é e  au d é b i t  du p rodu i t  e t  à la  dépress ion  causée par  

l ' a s p i r a t i o n .  Dans nos cond i t i ons  expérimentales ,  une a s p i r a t i o n  é l evée  

( p o s i t i o n  15 s u r  l e  r é g u l a t e u r ) ,  permet un bon rendement en  mat ié re  

s è  che 

1.2.3 / Mesures e f f e c t u é e s .  

La poudre obtenue e s t  récupérée à l a  s o r t i e  du cyclône dans un 

c o l l e c t e u r  en verre .  P l u s i e u r s  paramètres sont  a l o r s  mesurés. 

- t eneu r  en eau  r é s i d u e l l e .  

- dénombrement des  c e l l u l e s  v i ab le s .  

- rendement en  matière  sèche ( q u a n t i t é  de mat iè re  sèche récupérée dans 

l e  c o l l e c t e u r  / q u a n t i t é  de mat iè re  sèche i n i t i a l e ) .  

2 / DESHYDRATATION EN CHAMBRE DE SECHAGE. 

2.1 / Pr inc ipe .  

Les substances s o l i d e s  ou semi-solides,  t e l l e s  que des g ra ines  

enrobées ou des  g e l s ,  s o n t  déshydratées  en chambre de séchage dans un 

couran t  d ' a i r  pu l sé  à température va r i ab l e .  Ce t t e  technique permet un 

séchage r ap ide ,  uniforme e t  ménagé par  brassage permanent des  matériaux 

q u i  o f f r e n t  a i n s i  une grande su r f ace  de  séchage. 



2-2 / Descr ip t ion  du  matériel. 

Le sécheur Retsch de l a b o r a t o i r e  ( f i g u r e  61, d'une c a p a c i t é  

maximale de  5 kg a é t é  u t i l i s é .  Une s o u f f l e r i e  ( d é b i t  d ' a i r  v a r i a b l e  de  

900 à 1800 1 / min) envoie  de  l ' a i r  f i l t r é  s u r  un élément chau f fan t  

( température r ég l ab le  d e  40°C à 120°C) au  dessus  duquel e s t  f i x é  un 

tamis. C e  tamis s e r t  à l a  récept ion  des  matér iaux à déshydrater .  Sous 

l ' e f f e t  du courant  d ' a i r  chaud, i ls  son t  b r a s s é s  dans l e  bac de  séchage 

en  inox,  au dessus duquel  e s t  p l acé  un s a c - f i l t r e  de s o r t i e  d ' a i r .  

Des chambres de séchage p lus  p e t i t e s ,  d 'une c a p a c i t é  de 300 ml son t  

adaptab les  s u r  l ' a p p a r e i l .  

3 / METHODES DE CONSERVATION DE LA BIOMASSE. 

3.1 / Conditionnement d e s  i n o c u l a t s  déshydratés .  

A la  s o r t i e  de l ' a tomiseu r ,  l e s  poudres obtenues sont  r é p a r t i e s  en  

f l acons  hermétiques d e  150 ml ( f l acon  à plasma) ou 30 ml ( f l a c o n s  type 

anaérobie)  su ivan t  l e s  q u a n t i t é s  d ' i n o c u l a t  p rodu i t .  

Les r é c i p i e n t s  de c e  type permettent  g râce  à l e u r s  bouchons de 

c a o u t c h o u c  h e r m é t i q u e s  d ' é t a b l i r  à l ' i n t é r i e u r  d e  l ' e n c e i n t e ,  

l 'a tmosphère d é s i r é e  : 

- conditionnement sous a i r  

- conditionnement sous azo te  

- conditionnememt sous v ide  p a r t i e l  ( 10'~mm Hg) 

Les i n o c u l a t s  a i n s i  condi t ionnés  s o n t  a l o r s  p l acés  à d i f f é r e n t e s  

températures  de conserva t ion .  

3.2 / Méthodes d 'é tude  d e  la conse rva t ion  d e s  i n o c u l a t s  d e  

"Bradyrhizobium japonicum" 3 d i f f é r e n t e s  humidi tés  r e l a t i v e s .  

3.2.1 / Pr inc ipe  

Les i n o c u l a t s  déshydra tés  sont  p l a c é s  dans des  ence in t e s  c l o s e s  

contenant  des  boues s a l i n e s .  

D'après l a  t h é o r i e  du corps  pur ,  dans un système hétérogène à deux 

phases,  l a  phase l i q u i d e  e t  l a  phase gazeuse d 'un meme corps  pur  son t  

deux systèmes ouver t s .  L 'en t ropie  e s t  donc une fonc t ion  G=f(P, T ,  n )  

( n  = nombre de moles). 11 v i e n t  
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Sch6ma du sécheur de laboratoire Retsch. 
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* CARACTÉ~~STIQUES TECHNIQUES 
- Capacité : environ 5 kg 
- température : 40 à 120 OC + 4 OC réglable en continu 
- réglage de la puissance de chauffe : O à 2 000 W - thermomètre de confrble de la température 
- soufflerie à 3 étages, blindée 
- débit d'air réglable en continu 900 à 1 800 llmn - filtre à air côté aspiration, finesse 10 à 1 5 ~ m ,  taux d'épuration de l'air environ 96 % 
- insonorisation grâce à un silencieux installé au niveau de l'aspiration ainsi 

qu'un amortissement de la soufflerie. - filtre à air à l'échappement : sac filtre 
- chambre en acier inoxydable 
- capacité de la chambre : 6 litres - boîtier en tôle d'acier recouvert de polyamide 
- alimentation 220 V - 50 Hz - 2 750 W 
- dimensions : l x h x p = 300 x 520 x 460 mm 1 poids : 19 kg 

(avec le filtre à air A l'échappement la hauteur atteint 920 mm). 



6 G 

On no te  --- = pl = p o t e n t i e l  chimique (grandeur  i n t e n s i v e )  ' n IpjT 
A température e t  p re s s ion  cons t an te s ,  

O r  dn = d n '  d 'où dG = ( p  - p')dn.  Il y a  é q u i l i b r e  quand dG = 0 ,  

c ' e s t  à d i r e  p = P' .  On peut  g é n é r a l i s e r  au cas  de p lus i eu r s  co rps  purs  

dans deux phases d i f f é r e n t e s .  Pour chaque corps  pur ,  l e  p o t e n t i e l  

chimique de chaque phase e s t  l e  même à l ' é q u i l i b r e .  

On démontre que dans l e  cas  de mélange de gaz p a r f a i t s  G = C Gi 
(Gi :en t ropie  de chaque gaz)  

nRT 

dGi = ' v  dpi - S d t  e t  dans une isotherme dGi = ---- Pi 

d'où  Gi (Pi,T) - G o i  (Po,  T )  = nRT Log -- 
?O 

S (Gi - Goi) 
---e--m----- = RT Log --- 3n é c r i t  ---- = ai 

s ïi Po Po 

6 Gi 6  GO^ 
P i  = ---- Po 

= ----- <=a=> ,ai = + RT Log ai 

6 n 6 n 

Pour l e s  gaz r é e l s ,  on i n t r o d u i t  des  no t ions  d ' a c t i v i t é .  

En a s s imi l an t  l a  vapeur d 'eau  à un gaz p a r f a i t  dans un t e l  système, 

il v i e n t  : 

= + RT Log a, ; a, = ---- 



R : cons t an te  des  gaz p a r f a i t s  

T : température absolue ( "K). 

P', : pres s ion  de vapeur d ' eau  dans le mélange. 

Pow : pres s ion  de vapeur d 'eau  de ré férence  ( p r e s s i o n  de  vapeur d 'eau 

pure à l a  même température.) .  

e s t  une grandeur  i n t e n s i v e  c a r a c t é r i s t i q u e  d ' é t a t .  A 

l ' é q u i l i b r e ,  (T, P ,  n c o n s t a n t s ) ,  l e s  p o t e n t i e l s  chimiques d e s  deux 

phases s o n t  ident iques .  L ' a c t i v i t é  a i n s i  dé£ i n i e  e s t  une cons t an te  

d ' é t a t  c a r a c t é r i s t i q u e  du système, q u i  dépend de l a  press ion  e t  de  l a  

température.  

Para l lè lement ,  on d é f i n i t  l ' humidi té  r e l a t i v e  de  l a  phase gazeuse 

d ' u n  système comme é t a n t  l e  r appor t  de  l a  p re s s ion  p a r t i e l l e  de vapeur 

d ' eau  dans l e  système / pres s ion  de vapeur s a t u r a n t e  d'eau à P e t  T 

données. Dans l a  p r a t i q u e ,  a c t i v i t é  de l ' e a u  e t  humidi té  r e l a t i v e  ont  

d e s  v a l e u r s  t r è s  proches. 

3.2.2 / So lu t ions  s a t u r é e s  d e  sels ou d e  s o l u t é s  d e  f a i b l e  poids 

m>léculaise.  

L'emploi de s o l u t i o n s  s a t u r é e s  à chaud par  l e s  sels dans l e s q u e l l e s  

un e x c è s  d e  c r i s t a u x  e s t  a j o u t é ,  ou l ' e m p l o i  d e  s o l u t i o n s  à 

concen t r a t ion  connue d e  t e l s  s e l s ,  permet d e  modi f ie r  les va l eu r s  du 

p o t e n t i e l  chimique de l ' e a u  dans ces  s o l u t i o n s  e t  d ' o b t e n i r  a i n s i  des  

gammes de  s o l u t i o n s  à d i f f é r e n t e s  %. 

11 est néces sa i r e  d'employer des  ence in t e s  de f a i b l e  volume ( a f i n  

que l ' é q u i l i b r e  s ' é t a b l i s s e  rapidement) e t  d ' i n t r o d u i r e  dans l ' e n c e i n t e  

des  é c h a n t i l l o n s  contenant  une masse d 'eau quant i ta t ivement  négl igeable  

par  r appor t  à c e i l e  contenue dans l a  so lu t ion .  Dans c e s  cond i t i ons ,  l e  

p o t e n t i e l  chimique d e  l ' e a u  dans l a  phase vapeur e t  dans l a  phase 

l i q u i d e ,  s o n t  sensiblement  é g a l e s ,  e t  l'a, e s t  c e l l e  i n d u i t e  par  l a  

s o l u t i o n  é t a lon .  Les p r i n c i p a l e s  va leurs  d'a, connues correspondant  aux 

s o l u t i o n s  sa tu rées  de sels ou de s o l u t é s  de  f a i b l e  poids moléculaire  

s o n t  résumées dans l e  t ab l eau  111. 



3.2.3 / Protocole expérimental. 

Des f l acons  à plasma d e  150 m l  fermés p a r  an  bouchon de caoutchouc 

s o n t  remplis au 1  / 5ème par  les boues s a l i n e s .  Des f r a c t i o n s  d 'environ 

100 mg d'inoculum s o n t  r é p a r t i s  dans des tubes  de 50 x 10 mm e t  p lacés  

dans les ence in tes .  

Les ence in t e s  s o n t  e n s u i t e  placées sous a z o t e ,  sous vide ou sous 

a i r  su ivan t  l e s  beso ins  de l ' expér imenta t ion .  Les numérations son t  

f a i t e s  s u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  à i n t e r v a l l e s  de  temps r é g u l i e r s ,  a f i n  

d ' é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  d e  l'a, de conserva t ion  s u r  l a  s u r v i e  des  c e l l u l e s  

de  Bradyrhizobium j  aponicum. 

Paral lè lement  une p a r t i e  de  l ' inoculum e s t  déshydratée sous une a, 
proche de O ,  pu i s  r é p a r t i e  dans d e s  tubes pa r  f r a c t i o n  de 200 mg qui  

s o n t  p lacés  dans l e s  d i f f é r e n t e s  ence in tes .  Après 15 j o u r s ,  l e s  

é c h a n t i l l o n s  s e r v i r o n t  à é t a b l i r  l e s  isothermes d 'adsorp t ion  des  

i n o c u l a t s  par  pesée e t  c a l c u l  d e  l a  teneur  en eau r é s i d u e l l e .  Quat re  

t ubes  par  v a l e u r  d ' a ,  s o n t  u t i l i s é s  à c e t t e  f i n .  

Suivant l e  même p r o t o c o l e ,  on é t u d i e  l a  s u r v i e  d e  B. japonicum s u r  

les g r a i n e s  b a c t é r i s é e s  en  l e s  p l açan t  par  é c h a n t i l l o n s  de 20 dans l e s  

e n c e i n t e s  

X / BACTERISATION PAR ENROBAGE DE GRAINES.  

La b a c t é r i s a t i o n  pa r  enrobage de g r a i n e s  a  é t é  e f f e c t u é e  s o i t  en 

t u r b i n e ,  s o i t  par homogénéisation d i r e c t e  obtenue par a g i t a t i o n  

vigoureuse des  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s .  

La première méthode a  é t é  appl iquée pour l a  b a c t é r i s a t i o n  par  des  

concent rés  c e l l u l a i r e s ,  l a  deuxième pour l e  p e l l i c u l a g e  d'inoculum 

tourbe.  Les pro tocoles  d ' a p p l i c a t i o n  sont  l e s  s u i v a n t s  : 

1 / INOCULUM TOURBE. 

Pour 200 g  de g r a i n e s ,  2  à 5 m l  de  la  substance adhésive re tenue  

s o n t  a j o u t é s  aux g r a i n e s ;  l 'ensemble e s t  homogénéisé. L'inoculum tourbe 

( 2  à 4 g )  est appl iqué  e t  mélangé jusqu 'à  ob ten t ion  d'une couche 

homogène. L'ensemble e s t  légèrement déshydraté  en chambre de séchage,  à 



Tableau III 

Activité de l'eau des solutions saturées pour trois températures d'après 

Bizot et Coll.,cités par Multon et Co11.(124 b i s )  

! ! ! ! 

Soluté ! 20 "C ! 25°C ! 30°C ! 

! ! ! ! 

NaOH ! 0,0698 I O ,0595 ! O ,0687 ! 

LiCl ! 0,114 ! 0,1115 I O ,1116 ! 

KC2H302 ! 0,231 ! O ,226 1 O ,220 ! 

iI%cl2 ! 0,303 ! O ,3273 0,3238 1 

Na1 ! 0,3918 ! O ,3775 ! O ,3625 ! 

(NH4 ) 2 ~ ~ 4  

KBr 

K C 1  



température minimale, jusqu 'à  ce  q u ' i l  n 'y  a i t  p lus  de compactage des  

semences enrobées. 

2 / CONCENTRES CELLULAIRES. 

400 g de g r a i n e s  s o n t  p l acés  e n  t u r b i n e  en a g i t a t i o n  permanente. 

2 m l  du produi t  d 'enrobage s o n t  a j o u t é s  au  concent ré  c e l l u l a i r e  (10 m l )  

q u i  e s t  a l o r s  p u l v é r i s é  s u r  l e s  semences par  p i s t o l e t  à a i r  comprimé. 

50 m l  (envi ron)  du p rodu i t  son t  e n s u i t e  p u l v é r i s é s  autour  des  b a c t é r i e s .  

Simultanément les g r a i n e s  s o n t  soumises à un courant  d ' a i r  chaud pu l sé  

a f i n  d ' é l imine r  l e  so lvant .  

X I  / METHODES STATISTIQUES. 

Les méthodes d 'ana lyse  s t a t i s t i q u e  su ivan te s  ont  é t é  u t i l i s é e s .  

- analyse  de l a  va r i ance  à 1,  2 ou 3 c r i t è r e s  de  c l a s s i f i c a t i o n  ; 

- méthodes r e l a t i v e s  à l a  r ég res s ion  ; 

- comparaison mul t ip l e  de  moyennes par  l a  méthode de l a  p lus  p e t i t e  

amplitude s i g n i f i c a t i v e  ; 

- t e s t  de S tudent ,  Hart ley ... (37) .  

Les c a l c u l s  r e l a t i f s  à l a  r é a l i s a t i o n  des  t r o i s  premiers types 

d 'ana lyse  a i n s i  que l e s  t a b l e s  correspondantes  s o n t  r epo r t é s  en  annexe 

( p  201). 



RESUbf  A T S  E T  COMMENTAIRES- 



1ère PARTIE 

ETUDE PHYSIOLOGIQUE DES SOUCHES 

E T  

DES PARAMETRES DE CULTURE 



A / ETUDE ET SELECTION D E S  SOUCHES 

1 / CARACTERISTIQUES PHYSIOLOGIQUES A L'ETAT L I B B E ,  

L ' o b s e r v a t i o n  nous  a montré  c e r t a i n e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

physiologiques que nous avons jugées u t i l e  de  rassembler dans l e  

t ab l eau  I V .  C e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  concernent:  

- l a  forme des  co lon ie s  a p r è s  c u l t u r e  s u r  b o î t e  de  P é t r i  ; l e s  co lon ie s  

s o n t  s o i t  p e t i t e s  e t  dépourvues  d e  q u a n t i t é s  i m p o r t a n t e s  d e  

polysacchar ides ,  s o i t  l a r g e s  e t  muqueuses . 
- l ' a p t i t u d e  des  souches à produi re  du polysacchar ide  de type "slime" en 

mi l i eu  l i qu ide .  Ceci s 'observe  par  l ' a s p e c t  d 'un c u l o t  de c e n t r i f u g a t i o n  

q u i  appa ra i t  s o i t  n e t ,  s o i t  séparé  en deux phases ,  l ' u n e  c o n s t i t u é e  des  

c e l l u l e s ,  l ' a u t r e  des  polysaccharides.  

- l a  mob i l i t é  des  souches s u r  mil ieu TY gé losé  à 0,3% mesurée p a r  l e  

rayon de l a  nappe bac t é r i enne  ap rès  une semaine de  migrat ion à 29°C. Ces 

observa t ions  son t  r é c a p i t u l é e s  dans l e  t a b l e a u  I V .  

11 / " S C R E E N I N G "  D E S  SOUCHES EH S Y M B I O S E  : ETUDE DE 

L ' I N F E C T I V I T E  ET DE L ' E F F I C I E N C E  DES SOUCHES. 

1 / A pH NEUTRE. 

Les p l a n t u l e s  de  s o j a  Glycine max (L.Merr.) cv. Mapple arrow (10 

par  souche) ,  inoculées  s t é r i l e m e n t  par  immersion dans l a  suspension 

bac t é r i enne ,  son t  t r a n s f é r é e s  dans l e s  p o t s  de  c u l t u r e  remplis de mi l i eu  

de STREET modifié à pH 7 .  

La c u l t u r e  des  p l a n t u l e s  est a r r ê t é e  a p r è s  s i x  semaines ( s t a d e  RI)  

dans l a  première expér imenta t ion ,  e t  a p r è s  qua t r e  semaines dans l a  

seconde ( s t ade  V4). 

1-1 / M e c t i v i t é  - Nodulation (tableau V) 

Toutes l e s  souches t e s t é e s  sont  i n f e c t i v e s ,  dans l e  sens où e l l e s  

i ndu i sen t  l a  formation de nodos i t é s ,  au s i t e  d ' i n f e c t i o n  pr imai re  

( c o l l e t ) .  La v i t e s s e  d e  d i f f é r e n t i a t i o n  des  nodules e s t  par  c o n t r e  

v a r i a b l e  : 



Caractéristiques physiologiques ii Ilétat libre des souches de 
Bradyrhizobiuna j aponicum. 

SOUCHE COLONIES POLYSACCHARIDE MOBILITE 

légende 
a s p e c t  des  co lon ie s :  - p e t i t e s  non muqueuses ; + l a r g e s  e t  muqueuses 

product ion  d e  po lysacchar ides  de  type  " s l i m e "  en mi l ieu  l i q u i d e  : 
- pas de product ion  ; + product ion de po lysacchar ides  

m o b i l i t é  de s  souches mesurée par  l e  rayon d e  l a  nappe de migra t ion :  
-: rayon<2m ; +-: 2mm<rayon<Smm ; +: 5mm<rayon<lOmm ; U: rayon>lOm 



Le pourcentage de p l an te s  nodulées e t  le  nombre de  nodules 

n 'évoluent  p l u s  ap rè s  une semaine pour l a  m a j o r i t é  des  souches a l o r s  que 

pour cinq souches 3 1 3.2, 3.4.3, 567, R3.4.1), l e s  nodules 

n ' appa ra i s sen t  qu ' en t r e  d i x  jou r s  environ e t  t r o i s  semaines après  

inocula t ion .  

1.2 / E f f i c i e n c e  d e s  souches. ( t a b l e a u  V, f i g u r e  7 )  

Le t e s t  de r éduc t ion  de l ' a c é t y l è n e  e t  l e  rendement en  mat iè re  

sèche des  p a r t i e s  aé r i ennes  ont  é t é  u t i l i s é s ,  comme es t ima teu r s  de 

l ' a c t i v i t é  n i t r o g é n a s i q u e  d e s  n o d u l e s .  Dans nos  c o n d i t i o n s  

expér imenta les ,  des  d i f f é r e n c e s  importantes  d ' a c t i v i t é  n i t rogénas ique  

e n t r e  l e s  souches s o n t  m i s e s  en évidence. 

Les souches o n t  é t é  c l a s s é e s  a rb i t r a i r emen t  en  t r o i s  c a t é g o r i e s  : 

- Les souches p ré sen tan t  une e f f i c i e n c e  é l evée  dans les deux 

expérimentat ions : 3.2 ; 3.4.3 ; 3.1 ; 3.32 

- Les souches d ' e f f i c i e n c e  moyenne : 567 ; T83005 ; BIOPROX ; 3.30 ; 

3.41 ; 3.40 ; 3.28 ; 3.20 ; 3.15b3 ; 3.14 ; 3.54bis ; 55 ; 3.15 

- Les souches peu e f f i c i e n t e s :  R3.4.1 ; 3315 ; 3.8 ; CB1809 ; 3.22 

Pour l e s  expér imenta t ions  u l t é r i e u r e s ,  l e s  souches su ivan te s  o n t  é t é  

re tenues  : 

- 3.2 l a  p lus  e f f i c i e n t e ,  e t  ayant  une nodulat ion l e n t e  

- 3.32 t r è s  e f f i c i e n t e ,  e t  ayant  une nodula t ion  rap ide  

- souche G49 i s o l é e  d ' un  inoculum commercial BIOPROX 

1.3.1 / A c i d i f i c a t i o n  du mil ieu.  

En moins de deux j o u r s  en phase de c r o i s s a n c e ,  une b a i s s e  géné ra l e  

du pH à 3,5-4 a é t é  observée dans le  mi l ieu  contenant  l e s  p l an te s  

nodulées ,  a l o r s  que ce  phénomène ne s e  p r o d u i t  pas avec l e s  témoins non 

inoculés .  Nous avons donc v e i l l é  à mainteni r  l e  pH au  dessus de 5 ,5  , en 

a r r o s a n t  l e s  p l a n t u l e s  avec une s o l u t i o n  d i l u é e  de potasse.  Ce phénomène 

a é t é  é t u d i é  par J a r v i s  e t  Hatch (88). Leurs t ravaux montrent ,  que 

l ' a c i d i f i c a t i o n  de l a  rh izosphère  e s t  d i rec tement  l i é e  à l ' a s s i m i l a t i o n  

de l ' a z o t e  s o i t  minéra l ,  s o i t  atmosphérique a i n s i  qu'à une c ro i s sance  

r ap ide  des  p l an te s .  On pense que l a  synthèse d ' ac ide  organique se 



Tableau V 

Caractéristiques symbiotiques des souches B pH neutre. 

infectivité et  efficience. 

! souche ! % de  p l a n t e s  !nb moyen de nodules!  e f f i c i e n c e  h o r a i r e l p o i d s  sec! 
! ! ! par  p l a n t e  !par p l a n t e  (pmole) ! / p l a n t e  ! 
! I ! ! ! p a r t i e s  ! 
! ! nodulées ! bxp.1 ! ~ x p . ~  ! ïsxp.1 ! EXP.L !aer iennes!  
! ! ! 28 jours !  35 jours !  28 jours !  35 j o u r s !  ( m g )  ! 
! ! ! ! ! 1 ! ! 

! ! ! ! ! ! 
! 3.2 ! 80 % ! 5 ,O ! 5,3 ! 0,55 ! 2,O ! 670 ! 
! 1 ! 1 ! ! ! 

! ! ! ! ! ! 
! 3.4.3 ! 80 % ! 3,O ! 2,6 ! 0,42 ! 1,7 ! 500 ! 
! 1 ! ! ! ! ! 1 

! ! ! ! ! ! ! l 

! 3.1 ! 100 % ! 4,3 ! 4,6 ! 0,31 ! 1,5 ! 500 ! 
! ! ! ! ! ! ! ! 
! ! ! ! ! ! ! 
! 567 ! 100 % ! ND ! 20,2 ! ND ! 1,3 ! 610 ! 
! ! ! ! ! ! ! 
! 1 

- - -  
1 1 ! 1 1 

! 3.32 ! 100 % ! 2 0 , 1  2 2 , 2  ! 0 , 3 8  1,4 ! 620 ! 
! ! ! ! 1 ! ! ! 

O rox ! ! ! ! 1 i '24g ! 100 % ! 17,8 ! 18,6 ! 0,30 ! 1,2 ! 535 ! 
1 1 ! ! ! ! 1 

! ! ! ! ! ! ! ! 
! 9 3 1 5  ! 1 0 0 %  ! 14,3 ! 16,O ! 0,12 ! 0,6 ! 590 ! 
! ! ! 1 ! ! ! I 
! ! ! ! ! ! ! 
! 3.22 ! 1 0 0 %  ! 16,O ! 14,O ! 0,07 ! 0,4 ! 500 ! 

! ! ! ! 
! ! ! ! ! ! ! 
! témoin ! O % ! O I O I O ! O ! 470 ! 
! ! ! ! ! 1 ! 



Figure 7 
Photos de culture in vitro de plantules de soja. 

rac ines  nodulées. 

Culture de p lan tu le  en pots  il r é a l i s a t i o n  du t e s t  de 
pré lèvement. réduction de l ' acé ty lène .  



produ i t  dans l e s  t i s s u s ,  c a r  il n ' e x i s t e  pas d e  mécanisme de 

n e u t r a l i s a t i o n  des ions  Hi. i n t r a c e l l u l a i r e s  q u i  son t  e x c r é t é s  dans l e  

mi l i eu  en  c o n t r e p a r t i e  de l ' a b s o r p t i o n  de  c a t i o n s  minéraux. Ce mécanisme 

a i d e r a i t  les légumineuses à absorber  l e s  c a t i o n s  du s o l  en augmentant 

l e u r  d i s p o n i b i l i t é ,  n a i s  a b o u t i r a i t  à une a c i d i f i c a t i o n  non négl igeable  

du s o l :  par  exemple, il f a u t  a p p o r t e r  un amendement d e  80 kg de CaC03 

pour compenser l ' a c i d i f i c a t i o n  i n d u i t e  par  l a  product ion d ' 1  tonne de 

mat iè re  sèche  de luzerne  (88) .  

1.3.2 / Limites d e  v a l i d i t é  d e s  r é s u l t a t s .  

Fac t eu r s  i nhé ren t s  à la  méthode. 

L'emploi de l a  mesure de 1'A.R.A. comme es t ima teu r  des  q u a n t i t é s  

d  ' a zo te  f i x é  suppose que 1' a c t i v i t é  de l a  n i t rogénase  s o i t  i den t ique  en 

présence d ' acé ty l ène  e t  e n  présence d 'azo te .  O r ,  l ' a c é t y l è n e  provoque un 

d é c l i n  r ap ide  de l ' a c t i v i t é  n i t rogénas ique  e t  de l a  r e s p i r a t i o n  des 

nodules ,  dans l e s  minutes qu i  su iven t  son i n j e c t i o n  dans l ' e n c e i n t e  (122). 

De p l u s ,  l ' emplo i  de r a c i n e s  exc i sées  a b o u t i t  à une chu te  de 

l ' a c t i v i t é  enzymatique des  nodules ap rè s  cinquante minutes e t  l ' a c t i v i t é  

n i t rogénas ique  e n r e g i s t r é e  s e  r é v è l e  n ' ê t r e  que de  20% à 50% de 

l ' a c t i v i t é  mesurée s u r  p l a n t e s  e n t i è r e s  (10 ,  79). 

Les v a l e u r s  c a l c u l é e s  i c i  s o n t  donc à prendre à t i t r e  comparatif  en 

prenant  comme hypothèse que l e s  e r r e u r s  l i é e s  à l a  méthode sont  

sensiblement  de  même amplitude pour t ou te s  l e s  souches. 

Fac t eu r s  i nhé ren t s  à la  symbiose. 

L ' e f f i c i e n c e  t r a d u i t  l ' a p t i t u d e  des souches t e s t é e s  à f i x e r  l ' a z o t e  

atmosphérique en symbiose avec la  plante-hôte.  Cet te  donnée r e f l è t e  de 

f a i t  l a  q u a l i t é  de l ' a s s o c i a t i o n  Rhizobium-légumineuse. Ainsi, c e r t a i n e s  

souches t r è s  e f f i c i e n t e s  s u r  c e r t a i n s  c u l t i v a r s ,  ne le  son t  pas  s u r  

d ' a u t r e s  e t  v ice-versa  (48 ,  96,  127). Ces observa t ions  ont  é t é  f a i t e s  

a u s s i  b ien  s u r  l e  t r è f l e  e t  l a  l uze rne  (127) ,  que s u r  l e  s o j a  (48 ,  96). 

11 e s t  donc important d ' e f f e c t u e r  l a  s é l e c t i o n  des souches en tenant  

compte des  v a r i é t é s  de s o j a ,  l ' i d é a l  é t a n t  d ' avo i r  une souche e f f i c i e n t e  

s u r  de nombreuses v a r i é t é s .  



C e t t e  compa t ib i l i t é  s 'exprime en  r e t o u r  pa r  l ' a p t i t u d e  de l a  

p lan te-hôte  à s é l e c t i o n n e r  p ré fe ren t i e l l emen t  uïie souche parmi d ' a u t r e s  

(18 ,  48 ,  128 ). Dans l a  p r a t i q u e ,  c e r t a i n e s  v a r i é t é s  s é l ec t ionnées  pour 

des  rendements supé r i eu r s ,  ne p ré sen ten t  au  champ c e t t e  c a r a c t é r i s t i q u e ,  

que s i  e l l e s  son t  nodulées par  l a  ou l e s  souches de  s é l e c t i o n .  Ce t t e  

adap ta t ion  de l a  p l a n t e  h ô t e  e s t  h é r é d i t a i r e ,  e t  s 'exprime d 'un c ô t é  par  

l ' e f f i c i e n c e  de l a  symbiose, e t  de l ' a u t r e  par  l ' a p t i t u d e  de l a  p l a n t e  

h ô t e  à s é l e c t i o n n e r  l e  mic rosymbion te  parmi  d ' a u t r e s  e s p è c e s  

ind igènes .  

Notre étude s e  l i m i t e  donc à l a  v a r i é t é  Mapple Arrow, employée 

comme souche de ré férence  du groupe 00. Parmi l e s  souches r e t enues ,  nous 

avons jugé u t i l e  dans un deuxième temps de l e s  t e s t e r  en compéti t ion 

avec d ' a u t r e s  souches ( v o i r  I I I ) .  

2 / A pH ACIDE (Tableau VI). 

La c u l t u r e  des  p l a n t u l e s  e s t  r é a l i s é e  su ivan t  l e  même pro tocole  que 

précedemment, avec 5 p l a n t u l e s  par  souche é t u d i é e  ; La c u l t u r e  e s t  

a r r ê t é e  au bout de s i x  semaines. Les pH i n i t i a u x  e t  f inaux  son t  

respect ivement  de  5 ,5  e t  3 ,5 à 4. Dans ces  c o n d i t i o n s ,  au moment de 

l ' a r r ê t  de  la c u l t u r e ,  c e r t a i n e s  souches maint iennent  l e u r s  c a p a c i t é s  

symbiotiques à pH4. 

2.1 1 i n f e c t i v i t é  d e s  souches. 

Dans l a  zone de  pH 4 à 5,5 ,  t o u t e s  l e s  souches indu i sen t  une 

nodula t ion  moins abondante,  v o i r e  absente  ou t r è s  f a i b l e  pour les 

souches 3.1,  3.2, 5315, e t  R3.4.1. 

2.2 1 e f f i c i e n c e  d e s  souches. 

A l ' i s s u e  de l a  c u l t u r e  une mesure de l ' a c t i v i t é  n i t rogénas ique  a 

é t é  e f f ec tuée .  La mat iè re  sèche des  p a r t i e s  aér iennes  a é t é  pesée après  

24 heures  de séchage à l l O ° C .  

En f i n  de c u l t u r e ,  c e r t a i n e s  symbioses sont  totalement  

i n e f f i c i e n t e s  (cas  des  souches 3 .l , 3.2, 5315, CB1809, R.3 -4.1,  3.401, 

a l o r s  que d ' a u t r e s  on t  gardé  une a c t i v i t é  n i t rogénas ique  é levée  ( c a s  des  

souches 3.54bis ,  3.15, 3.15b3, 3.22). Dans tous  l e s  c a s  l a  q u a n t i t é  de 



Tableau VI 

Caractéristiques symbiotiques des souches B pH acide. 

infectivité et efficience. 

! Souche ! % de p l a n t e s  ! nb de nodules ! e f f i c i e n c e  ! po ids /p l an te  ! 
! ! ! p a r p l a n t e  ! h o r a i r e ( ~ m o l e )  !des p a r t i e s  ! 
! ! nodulées ! 15 jours!  42 p l an te  !aér iennes  (mg)! 
! ! ! ! 

I ! ! ! ! ! 1 

! 3.32 ! 100 % ! 5,6 ! 9,O ! O ,170 ! 130 ! 
! ! ! ! ! ! 1 
! ! ! ! ! ! 1 

! 3.40 ! 100 % ! 9 ,3  ! 5 , 3  ! O ,026 I 18 1 ! 
! ! ! ! ! 1 
! ! ! ! ! ! I 

! 3.41 ! 100 % ! 8 ,8  ! 8,O ! O ,087 ! 17 6 ! 
! ! ! ! 1 ! ! 
! ! ! ! ! ! ! 
! 3.54bis ! 100 % ! 3,6 ! 7,O ! O ,37 218 I 
! ! ! ! 1 ! ! 
! ! ! ! ! ! 
! 3.4.3 ! 80 % ! 1 , 8  ! 3,8  ! O ,14 ! 17 1 ! 
f ! ! ! ! ! I 
! ! 1 ! ! ! ! 
! R.3.4.1 ! 20 % ! 0,O ! 5,O ! O ,002 ! 190 ! 
! ! ! ! ! ! ! 
! ! ! ! 1 ! 
! témoin ! O % ! O . I . O ! O ! 192 ! 
! ! ! 1 



matière  sèche produi te  par  les p l a n t e s  à pH a c i d e ,  e s t  net tement  

i n f é r i e u r e  à c e l l e  p rodu i t e  à pH neut re .  

2.3 / commentaires. 

LgA,R.A. mesure l ' a c t i v i t é  n i t rogénas ique  à un moment donné e t  l e s  

r é s u l t a t s  de c e r t a i n e s  mesures ne concordent pas avec l e  poids s e c  des 

p a r t i e s  aé r i ennes  ( ca s  des  souches 3.1 e t  3.28 q u i  f o u r n i s s e n t  d e s  poids 

de matière  sèche é l e v é s )  : c e c i  p o u r r a i t  s ' expl iquer  par  1 ' ex i s t ence  

d'une A.R.A. de  va leur  p l u s  é l e v é e ,  à des  condi t ions  moins d r a s t i q u e s  

(pH e n t r e  4 e t  5 , 5 ) ,  ou par  une v a r i a t i o n  n a t u r e l l e  a l é a t o i r e  de l a  

t a i l l e  des  p l an tu l e s .  Pour l a  souche 3.28, l a  première hypothèse e s t  

t r è s  probable c a r  la  nodula t ion  s ' e s t  a l t é r é e  en cours  de c u l t u r e ,  mais 

pour c h o i s i r  e n t r e  ces  deux hypothèses,  il f a u d r a i t  augmenter l e  nombre 

des  p l a n t u l e s  soumises au t e s t ,  ou employer une méthode de mesure non 

d e s t r u c t i v e  (178, 181). 

Des expérimentat ions analogues à c e l l e s  que nous avons e f f e c t u é e s ,  

on t  montré, par  l a  mesure du poids s e c  e t  de 1'A.R.A. de  p l a n t u l e s  

c u l t i v é e s  en  s e r r e  en condi t ions  a c i d e s ,  une v a r i a b i l i t é  importante  de 

l a  t o l é r ance  des  souches de Bradyrhizobium japonicum aux pH ac ides  

(156). Dans n o t r e  é tude ,  il e s t  i n t é r e s s a n t  de n o t e r  l ' e x i s t e n c e  de 

souches  d e  Bradyrh izob ium japonicum p r é s e n t a n t  d e s  c a p a c i t é s  

symbiotiques é l evées  à pH i n f é r i e u r  à 5. 

III / ETUDE DE LA C O M P E T I T I O N  ENTRE SOUCHES, 

Un c r i t è r e  t r è s  important  de la  s é l e c t i o n  d'une souche de 

Bradyrhizobium japonicum concerne son a p t i t u d e  à noduler l a  plante-hôte  

(Glycine max (L. Merr) cv  Mapple arrow) en  compétit ion avec d ' a u t r e s  

souches de l a  même espèce bac tér ienne .  Cet a spec t  condi t ionne l e s  

chances de succès  de l ' i m p l a n t a t i o n  dans l e  s o l  de  souches mises en 

mélange dans un inoculum ou de souches i n t r o d u i t e s  dans des s o l s  qu i  

sont  normalement pourvus de Rhizobiums spéc i f iques  (72 ,  95, 100,  10 1 ). 

Cet te  é tude  a  é t é  r é a l i s é e  avec les deux souches préalablement  

s é l ec t ionnées  : 3.2 e t  3.32. q u i  sont  t e s t é e s  en compétit ion avec l e s  

souches 567, 3.4.3 e t  G49 (Bioprox).  



1 / COMPETITION DE LA SOUCHE 3.2 AVEC D'AUTRES SOUCHES. 

La souche 3.2, q u i  e s t  t r è s  e f f i c i e n t e ,  a  é t é  t e s t é e  en compéti t ion 

avec les souches 3.4.3, 567, 3.32 e t  G49. 

Pour chaque e s s a i ,  c inq  p l a n t e s  s o n t  mises en  c u l t u r e  pendant s i x  

semaines. La b a c t é r i s a t i o n  avec l e s  deux souches en  concent ra t ion  éga le  

dans 1' inoculum e s t  r é a l i s é e  comme d é c r i t  dans Matér ie l s  e t  méthodes. 

Après des  pér iodes de 38 à 45 jou r s  de c u l t u r e ,  p l u s i e u r s  n o t a t i o n s  s o n t  

f a i t e s  : 

- nombre de nodules par  p l an te .  

- s t a d e  v é g é t a t i f .  

- poids  s e c  des p a r t i e s  aér iennes .  

- e f f i c i e n c e  des  symbioses par  mesure de 1'A.R.A. ap rè s  une heure de 

con t a c t  avec 1' acétylène.  

- analyse  du contenu des  nodules  ( s u r  50 nodules pré levés  au hasard pour 

chaque e s s a i  expérimental) .  

Les r é s u l t a t s  s o n t  consignés dans l e s  t ab l eau  V I 1 1  e t  f i g u r e  8. 

L 'analyse des  r é s u l t a t s  montre que, dans nos  ond dit ions 

expér imenta les ,  l a  souche 3.2, trt-s e f f i c i e n t e ,  n ' e s t  pas  compéti t ive 

par  r appor t  aux souches 3.32 e t  G49 (Souches à nodula t ion  rap ide  

s y n t h é t i s a n t  des  q u a n t i t é s  importantes  de polysacchar ides)  ; cependant,  

e l l e  r é u s s i t  à noduler l e s  p l a n t u l e s  en compéti t ion avec l e s  souches 

3.4.3 e t  567 (ayant  l e s  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  phénotypiques que l a  

souche 3.2 1. 

Toutes l e s  i nocu la t ions  c r o i s é e s  r é a l i s é e s  i c i ,  abou t i s sen t  à des 

symbioses de f o r t e  e f f i c i e n c e .  Cependant, s e u l e s  l e s  p l a n t e s  où 13 

souche 3.2 e s t  quant i ta t ivement  b ien  représentée  abou t i s sen t  à une 

e f f i c i e n c e  au moins éga l e  à c e l l e  de l a  souche 3.2 seu le .  Dans l e  cas  

des  i nocu la t ions  c r o i s é e s  avec les souches 3.32 e t  G49, où l a  souche 3 . 2  

n ' e s t  pas  compét i t ive ,  1 'A.R.A- a  des  va l eu r s  i n f é r i e u r e s .  

2  / COMPETITION DE LA SOUCHE 3.32 AVEC D'AUTRES SOUCHES. 

Dans l e s  mêmes cond i t i ons  que précédemment, l a  compéti t ion de l a  

souche 3.32 avec l e s  souches 3.2, 3.4-3, 567, G49 a é t é  é tud iée .  Cet te  

é tude  se l i m i t e  à l ' a n a l y s e  du contenu des nodules su ivan t  l e  même 

p ro toco le  que précédemment. Les r é s u l t a t s  s o n t  résumés dans l e s  

t ab l eau  I X  e t  f i g u r e  9. 



Tableau VI11 

E t d e  d e  la  compétition d e  la souche 3.2 avec d ' a u t r e s  souches. 

! i n o c u l a t i o n  !durGe !Nombre ! s t ade  ! poids ! Q ! analyse nodules ! 
! !( jours)!nodules!  ! (mg) !pmoles ! 3.2 - m i x t e  - au t re !  .............................................................................. 
!3.2Smx3.2Nm ! 38 ! 20 ! R1 V4 ! 621 ! 4,O ! 8 2 % -  8% - 8% ! 

Mgende 
s t a d e :  s t ade  de  développement d ' ap rès  l a  nomenclature amér-icaine (66).  - 
po ids :  poids sec moyen des p a r t i e s  aér iennes  par  p lante .  
Q - : q u a n t i t é  d 'é thylène  p r o d u i t e  par  heure e t  par  p l a n t e ,  par  le 

test de réduction d e  1 'acé ty lène .  
souche Sm: souche r é s i s t a n t e  à l a  streptomycine 
souche Nm: souche r é s i s t a n t e  à l a  néomycine 

Ffgure 8 /Y->A, 

'2; )' 
Etude d e  la  compétition de  la souche 3.2 avec d ' a u t r e s  souches. 

a + , i  i 

1 

TEMOIN 3.32 Nm 3.32 Sm (349 Nm G49 Sm 3.4.3 Nm 3.4.3 Sm 567 Nm 567 Sm 



-66- 

Tableau II[ 

Etude de la canp6tition de l a  souche 3-32 avec d'autres souches 

! Inoculation ! Nombre de ! analyse des nodules ! 
! ! nodules ! 3.32 mixte autre ! ........................................................... 
! 3.32Sm x 3.32Nm ! 18 ! 63% - 28% - 9% ! 

Figure 9 

Etude de l a  compétition de l a  souche 3.32 avec d'autres souches. 

TEMOIN 



11 r e s s o r t  que la  souche 3.32 e s t  très compéti t ive par r appor t  à 

t o u t e s  les souches t e s t é e s .  11 f a u t  cependant n o t e r  que l ' i n t e r p r é t a t i o n  

des  r é s u l t a t s  des  i n o c u l a t i o n s  réciproques avec la  souche G49 e s t  rendue 

d é l i c a t e  pour l e s  r a i s o n s  c i t é e s  ci-dessous.  

3  / DISCUSSION - COMMENTAIRES. 

3.1 / Reproductibilité 

Af i n  de v é r i f i e r  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  de l ' expér imenta t ion  e t  de 

d é c e l e r  une inf luence  é v e n t u e l l e  du marquage par l e s  a n t i b i o t i q u e s ,  

l ' expé r imen ta t ion  a  é t é  renouvelée de façon indépendante pour l e s  

i nocu la t ions  réciproques des  souches 3.2 e t  3 .32  ( t ab l eau  X, f i g u r e  10).  

Les r é s u l t a t s  s e  son t  montrés reproduct ib les  s u r  l e  nombre de nodules 

ana lysés .  La lourdeur  du pro tocole  expérimental ne nous a  cependant pas  

permis de renouveler l ' expér imenta t ion  pour chaque t ra i tement .  

3.2 1 Commentaires. 

En dehors  des  marquages par  l a  s treptomycine e t  l a  spectinomycine 

( 7 4 ) ,  l e  marquage par  des  a n t i b i o t i q u e s ,  très u t i l i s é  pour ce  genre 

d ' é tudes  a b o u t i t  p a r f o i s  à des a l t é r a t i o n s  d e s  p r o p r i é t é s  symbiotiques 

d e s  souches (157, 180). Dans n o t r e  ca s ,  c e  marquage modifie légèrement 

l e s  p r o f i l s  de compéti t ion e n t r e  souches s a n s  q u ' i l  y  a i t  pour a u t a n t  

d  ' impor tan ts  é c a r t s  e n t r e  les inocu la t ions  réciproques.  La s e u l e  

except ion  q u i  appa ra i t  dans nos r é s u l t a t s ,  est c e l l e  des  i nocu la t ions  

réc iproques  des  souches 3.32 e t  G49. Le marquage par  la  néomycine de l a  

souche G49 a provoqué d ' importantes  modi f ica t ions  des  c a r a c t d r i s t i q u e s  

d e  c ro i s sance  ( l e  temps de générat ion d e  l a  souche a  augmenté 

considérablement consécutivement au marquage, que l a  c u l t u r e  s o i t  

r é a l i s é e  avec ou sans  l ' a n t i b i o t i q u e ) .  O r  l ' a p t i t u d e  à p r o l i f é r e r  

rapidement dans l a  rh izosphère  de l a  p l a n t e  e s t  l ' u n  des élements q u i  

j ouen t  un r ô l e  dans l e  succès  compéti t i f  d 'une  souche. 11 p a r a i t  év iden t  

dans  de t e l l e s  cond i t i ons ,  que, sans env i sage r  de pe r tu rba t ions  p l u s  

p r o f o n d e s ,  à p o u v o i r  c o m p é t i t i f  p r o c h e ,  une m o d i f i c a t i o n  d e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  de c ro i s sance  s o i t  déterminante dans l e  succès compéti- 

t i f  d 'une souche. De t e l l e s  a l t é r a t i o n s  par  l e  marquage à l a  néomycine, 

a i n s i  que des  pe r t e s  d ' e f f i c i e n c e  ont  d é j à  é t é  s igna lées  (157). 



Tableau X 

Comparaison de l'analyse des nodules des inoculations réciproques des 
souches 3.2 et 3.32 réalisées lors de deux expérimentations 
indépendantes. 

! Inoculation ! Souche 3.2 !Nodules mixtes! Souche 3.32 ! 

Figure 10 

Profils de compétition obtenus dans deux expérimentations indépendantes 
avec les souches 3.32 et 3.2. 
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C e t t e  technique t r è s  largement employée, parce  que s imple,  a s sez  

f i a b l e  e t  peu coûteuse ,  n ' e s t  certaineinent pas l a  mieux adaptée aux 

é tudes  de  ce  type.  Il s e r a i t  ac tue l lement  envisageable d ' u t i l i s e r  des  

techniques beaucoup p lus  r ap ides  e t  p r é c i s e s  t e l l e s  que l e s  méthodes 

séro logiques  ELISA ( 9 ,  70,  11 5 ) , a n t i c o r p s  polyclônaux e t  monoclônaux 

(190, 111). 

D'autre  p a r t ,  Hahn e t  a l  (77 )  ont  montré, p a r  l ' é t u d e  des  

p r o f i l s  de  compéti t ion e n t r e  une souche sauvage e t  un d e  s e s  mutants 

dont  l e s  p r o p r i é t é s  n i t rogénas iques  son t  a l t é r é e s  par  t r a n s p o s i t i o n  

(nifD::TnS), que l ' e f f i c i e n c e  n ' e s t  pas c o r r é l é e  avec l e  pouvoir 

compét i t i f  d'une souche. Para l lè lement ,  l ' expé r i ence  a  m i s  en évidence 

l ' o r i g i n e  des  nodules mixtes.  Par  observa t ions  macroscopique e t  

microscopique des  coupes t r a n s v e r s a l e s  de nodules mixtes, des  zones 

c l a i r e s  (mutant i n e f f i c i e n t )  e t  des  zones co lo rées  en rouge (souche 

sauvage) d i s t i n c t e s  ont  pu ê t r e  observées.  L 'analyse s t a t i s t i q u e  de c e s  

r é s u l t a t s  montre que 2 à 4 b a c t é r i e s  son t  à l ' o r i g i n e  d e  l a  formation 

d 'un  nodule.  

3.3 / Conclusion. 

D'un po in t  de vue p r a t i q u e ,  a f i n  de ne pas compromettre l e s  chances 

d ' implanta t ion  de  l a  souche 3.2 dans de  nouvel les  zones d e  c u l t u r e ,  l a  

confec t ion  d'inoculums contenant  des  souches de  f o r t  pouvoir compéti t i f  

en mélange e s t  à é v i t e r .  

11 s e r a i t  par  a i l l e u r s ,  i n t é r e s s a n t  d 'amél iorer  l e  pouvoir 

compét i t i f  des  souches. Une des  vo ie s  re tenues  au l a b o r a t o i r e  avec 

Rhizobium m e l i l o t i  (63,  64, 136) est d ' a c c r o t r e  l a  mob i l i t é  des  souches 

par  ob ten t ion  d'un mutant hypermobile e t  hyperchimiotact ique,  q u i  

p ré sen te  un avantage compét i t i f  c e r t a i n  par  r appor t  à l a  souche sauvage 

pa ren ta l e .  La mob i l i t é  e t  l e  chimiotactisme f o n t  p a r t i e  des  f a c t e u r s  

i n f luençan t  l e  succès compét i t i f  d 'une  souche (138, 162).  Cependant, 

c e t t e  é tude  nous montre que, bien que mobile,  l a  souche 3.2 a  un f a i b l e  

pouvoir compét i t i f  ( s u r  l a  v a r i é t é  Mapple arrow),  p a r  rappor t  aux 

souches 3.32 e t  G49 non mobiles. Ce t t e  vo ie  de s é l e c t i o n  p o u r r a i t  

amél iorer  l e  pouvoir compét i t i f  de l a  souche 3.2,  mais s e r a i t  s u r t o u t  

i n t é r e s s a n t e  avec des  souches non mobiles e t  compét i t ives ,  comme l e  son t  

l e s  souches 3.32 e t  G49. 



B / ETUDE DES PARAHETRES DE CULTURE. 

I / ETUDE DE LA CROISSANCE DE s g ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  JAPONICUM~' DANS 

DIFFERENTS MILIEUX. 

1 / CULTURES EN TUBES. 

Cinq mi l ieux  de c u l t u r e  complets,  couramment u t i l i s é s  pour l a  

c u l t u r e  de Rhizobium o n t  é t é  t e s t é s  à deux r e p r i s e s .  Les mi l ieux  de 

c u l t u r e  ont  tous  é t é  r é a l i s é s  avec l e  même e x t r a i t  d e  l evu re ,  é t a n t  

donné l ' impor tance  de son o r i g i n e  e t  de s a  composition en ac ides  aminés 

(40 ,  60).  L ' e x t r a i t  de l evu re  de  "Pasteur Productions" q u i  permet une 

c ro i s sance  p lus  f o r t e  que l ' e x t r a i t  de levure  Difco a  é t é  c h o i s i  pour 

c e t t e  é tude.  

Le pH a é t é  a j u s t é  à 5,8. Pour une même souche, l e s  tubes son t  

ensemencés avec une f r a c t i o n  a l i q u o t e  d 'une p r é c u l t u r e ,  a f i n  d ' o b t e n i r  

des  concen t r a t ions  c e l l u l a i r e s  i n i t i a l e s  ident iques .  L 'est imation de l a  

c ro i s sance  se f a i t  par  app réc i a t ion  de la  d e n s i t é  op t ique ,  a p r è s  s i x  

j o u r s  de c u l t u r e  en tubes  fermés par  d e s  bouchons de s i l i c o n e .  

(Tableau XI) 

L 'analyse de l a  va r i ance  des  r é s u l t a t s  (Tableau XI I ) ,  montre que 

l e s  c o n c e n t r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  moyennes f i n a l e s  ne s o n t  p a s  

s ign i f i ca t ivemen t  d i f f é r e n t e s  e n t r e  souches. Par c o n t r e ,  l e s  d i f f é r e n c e s  

de rendements e n t r e  mi l ieux  son t  hautement s i g n i f i c a t i v e s .  D e  même 

l ' i n t e r a c t i o n  milieux-souches e s t  s i g n i f i c a t i v e  au s e u i l  n = 1 %, c e  qui  

s i g n i f i e  que les souches n ' on t  pas t o u t e s  l e s  m ê m e s  exigences de 

c u l t u r e ,  n i  l e s  mêmes rendements c e l l u l a i r e s  pour un mil ieu donné. La 

p lus  p e t i t e  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  les moyennes observées e s t  de 

1,67 au s e u i l  a = 5 %. 

Pour t o u t e s  l e s  souches,  l e  mi l ieu  TY mannité ( e t  dans une moindre 

mesure l e  mi l ieu  TY), permet l ' o b t e n t i o n  d'une concent ra t ion  c e l l u l a i r e  

l a  p l u s  f o r t e  à un pH i n i t i a l  d e  5,8. Les t r o i s  a u t r e s  mi l ieux  ne 

p r é s e n t e n t  que des  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  marginales  de rendement 

c e l l u l a i r e s  e t  peuvent ê t r e  cons idérés  comme équ iva l en t s .  L 'addi t ion  de 

manni to l  à 10 g / l i t r e  dans l e  mi l i eu  TY améliore l a  p r o l i f é r a t i o n  
. . 



Tableau XI 

Comparaison de la croissance de Bradyrhizobium japonicum dans divers 
milieux de culture : 
La concentration bactérienne est évaluée par mesure de la densité 
optique a 600 nm de cultures effectuées en tubes après 6  jours 
d'agitation à 29°C. 

! sovcne ! l I I I ! 
I ! 3.2 i 3.4.3 i 567 j 3.15b31 G49 3.32  sommes ! 
! milieu '! ! ! ! ! ! !marginalesi 

---------------------------1------------------------------------------------l 

! ! ! ! I ! I ! ! 
! TY ! 6 , 5  ! 6 , 3  ! 5 , 9  ! 9 , 3  ! 6 , l  ! 7 ,4  ! 82,9  ! 
! mannité ! ! 1 ! ! ! ! I ........................................................................ 

! 
! 

! ! ! ! ! ! ! ! 
! ISWARAN! 4 , 4  ! 3,O ! 5 , l  ! 3 , 5  ! 3 , 3  ! 4 ,6  ! 47,85 ! 
! ! ! ! ! ! ! ! 

! ! I ! ! ! ! ! ! 
! YEM ! 4 , 2  ! 2 , 8  ! 3 , 2  ! 2,6 ! 2,7 ! 3 , l  ! 37,35 ! 
! ! ! ! 1 ! ! ! ! 

! 
!sommes 1 I I I I I I 
marginales! 50,65 i 4 7 , 8  i 46,35 i 46 ,3  i 37,8 i 46 ,5  i 
!résultats! ! ! ! ! ! 

. 1' 

. , 
4 1  

Tableau XII 

Comparaison de la croissance de Bradyrhizobium japonicum dans divers 
milieux de culture : Tableau d'analyse de la variance. 

source de variation ! de rés de ! somme des carrés ! carrés ! ! 
! li%erté ! des écarts ! moyens ! F 1 
1 ! ! ! 
1 I 1 1 ! 

souches 5  5 ,55  ! 1, l l  1 l ,66 N S ~  
milieux ! 4  ! 

1 ! 
l l 6 , 7 8  ! 29,2  ! 34,86***! 

interaction 20 40 ,O7 ! 2,O ! 2 , 9 9 * * !  
variation résiduelle! 3  O 1 20 ,O0 ! 0,67 ! ! 

! ! ! ! 
! ! ! ! ! 

TOTAUX ! 59 ! 182,4  ! I ! 
! ! ! t ! 



c e l l u l a i r e  des  souches 3.32, G49, e t  3.15b3 a l o r s  q u ' e l l e  ne semble pas 

i n f luence r  c e l l e  des 3 a u t r e s  souches. 

2 / CULTURES EN ERLENMEYER. 

La product ion en masse de c e l l u l e s  de Bradyrhizobium japonicum en  

Erlenmeyer a soul igné  1 ' importance d e  la  concent ra t ion  en  mannitol  dans 

l e  mil ieu.  L 'é tude  concerne l a  comparaison des  mil ieux TY, TY mannité à 

10 g / l  e t  ISWARAN (Tableau XIII) .  Le pH i n i t i a l  des  mi l ieux  e s t  a j u s t é  

e n t r e  6 ,5  e t  7. , 

Dans c e s  cond i t i ons  de pH, les mi l ieux  TYm e t  ISWARAN permettent  

une product ion c e l l u l a i r e  importante  e t  équiva len te .  L ' add i t i on  de  

mannitol dans l e  mi l ieu  TY a c c r o i t  t r è s  s ign i f i ca t ivemen t  l e  rendement 

c e l l u l a i r e  d 'un  f a c t e u r  2 à plus  de  10 (Tableau XIV). 

A un pH i n i t i a l  de  6 ,5  à 7 ,  les d i f f é r e n c e s  de rendement c e l l u l a i r e  

e n t r e  l e s  mi l i eux  TYm e t  ISWARAN, cons t a t ées  en c u l t u r e s  en  tubes 

n ' e x i s t e n t  p l u s  e t  il e s t  vraisemblable  que l e  pH de c u l t u r e  s o i t  un 

f a c t e u r  déterminant  de l a  c ro issance  c e l l u l a i r e .  Ce p o i n t  s e r a  abordé 

u l té r ieurement .  

3  / COMMENTAIRES. 

Dans t o u s  l e s  c a s ,  l a  c ro i s sance  en mi l ieu  TY, s'accompagne d'une 

f o r t e  a l c a l i n i s a t i o n  du mi l ieu  (pH e n t r e  8 & 8 , 5 ) ,  a l o r s  que l e  pH r e s t e  

proche du pH i n i t i a l  pour  l e s  a u t r e s  mil ieux.  Ceci s ' exp l ique ,  c a r  l e s  . 

changements d e  pH du m i l i e u  sont  s u r t o u t  i n f luencés  par  1 ' u t i l i s a t i o n  

des  composés azo té s  ( 3 ,  139), dont  l e  mi l i eu  TY e s t  t r è s  r i che .  La 

consommation par  l e s  Rhizobiums à c ro i s sance  l e n t e ,  des  composés 

carbonés ( t e l s  que manni to l ,  f r u c t o s e ,  g a l a c t o s e ,  mannose, xy lose)  

n ' a b o u t i t  q u ' à  une l é g è r e  a l c a l i n i s a t i o n  du mi l ieu  a l o r s  que l ' u t i l i -  

s a t i o n  du r i b o s e  provoque une a c i d i f i c a t i o n  ( 3 ,  167). Par c o n t r e ,  l a  

na tu re  du composé azoté  e t  s a  concent ra t ion  dans l e  mi l i eu ,  i n f luencen t  

for tement  l ' é v o l u t i o n  du pH. A i n s i ,  l ' u t i l i s a t i o n  des  n i t r a t e s ,  de 

l ' u r é e ,  du g lu tamate ,  d e  l ' e x t r a i t  de  levure  i n d u i t  une r é a c t i o n  a lca-  

l i n e ,  dont l ' i n t e n s i t é  dépend de l a  concent ra t ion  du s u b s t r a t  dans l e  

m i l i e u ,  a l o r s  que l e  s u l f a t e  d'ammonium p rodu i t  une r é a c t i o n  ac ide  (3 ) .  



Tableau XII1 

Comparaison de la croissance de 4 souches de Bradyrhizobium japonicum en 
Erlenmeyer dans les milieux TY, TYR, et ISWARAN (pH initiai 6,s) 
exprimée en log du nombre de cellules viables par m i .  

! SOUCHE ! TY ! TYmanni t é  ! ISWARAN ! 

! Bioprox ! 9,3 ! 10,3 I 10 ,O ! 
! ! ! ! ! 
! ! ! ! ! 
! 3.32 ! 9 72 ! 9,9 ! 10,4 ! 

Tableau XIV 

Comparaison de la croissance de 4 souches de Bradyrhizobium japonicum en 
milieux TY, TYm, et ISUARAN (pH initial 6,5) : Tableau d'analyse de la 
vari ance 

! ! I ! ! 
source  de  v a r i a t i o n  ! degrés  de ! sonme d e s  c a r r é s  ! c a r r é s  ? ! 

! l i b e r t é  ! des é c a r t s  ! moyens ! P 1 

m i  l i e u  ! 2 ! 2,65 ! 1,32 ! 18,92***! 
v a r i a t i o n  r é s i d u e l l e  ! 12 ! O $84 ! 0 7 0 7  ! ! 

TOTAUX ! 14 ! 3,49 ! ! ! 
1 ! ! ! 



II / INCIDENCE DE LA CONCENTRATION EN MANNITOL DANS LE MILIEU 

SUR LA CROISSANCE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPOIYICUM". 

Le r ô l e  de d i f f é r e n t e s  concen t r a t ions  de  mannitol  dans le mi l ieu ,  

s u r  l a  c ro i s sance  des  souches 3.2 et  3.32 a é t é  é tud ié .  Des 

concen t r a t ions  de 1 à 12 g / l  o n t  é t é  employées. Le pH du mi l i eu  e s t  

a j u s t é  à 5 , 8 .  Après 6 j ou r s  d ' a g i t a t i o n  d e s  c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  e n  tube,  

l a  c ro i s sance  e s t  es t imée  par mesure de la d e n s i t é  opt ique.  

Dans l e s  deux c a s ,  jusqu 'à  une c e r t a i n e  concent ra t ion  (5 g / l  pour 

l a  souche 3.32 e t  7 g / l  pour l a  souche 3.2), l a  d e n s i t é  op t ique  des 

c u l t u r e s  e s t  une fonc t ion  c r o i s s a n t e  de  l a  q u a n t i t é  de mannitol  du 

mi l i eu  (Tableau XV, f i g u r e  11). Les courbes s ' i n f l é c h i s s e n t  e n s u i t e  e t  

l 'augmentat ion de d e n s i t é  op t ique  reprend au s e u i l  d e  7 g / l  e t  10 g / l  

respect ivement  pour l e s  deux souches. Au s e u i l  de neuf g / l  l a  d e n s i t é  

op t ique  d 'une c u l t u r e  de l a  souche 3.2 est iden t ique  à c e l l e  d'une 

c u l t u r e  en mi l i eu  TY avec l g / l  d e  mannitol.  Ceci e x p l i q u e r a i t  l ' absence  

d ' é c a r t  de d e n s i t é  op t ique  pour c e t t e  souche e n t r e  l e s  c u l t u r e s  

r é a l i s é e s  e n  mi l ieu  TY e t  mi l i eu  TY mannité dans l a  première p a r t i e  de 

c e t t e  é tude  ( t ab l eau  XI). 

L'incidence de l a  concent ra t ion  en mannitol s u r  l a  c ro i s sance  de 

Bradyrhizobium japonicum e s t  hautement s i g n i f i c a t i v e  (Tableau XVI). Des 

é tudes  complémentaires s e r a i e n t  n é c e s s a i r e s  pour c o n n a i t r e  l e s  q u a n t i t é s  

de  sucre  réel lement  consommées, e t  pour déterminer  l e s  doses optimales 

de c ro issance .  

En r o u t i n e  l e  mi l ieu  TY add i t i onné  de  10 à 12 g / l  d e  mannitol a é t é  

c h o i s i .  11 permet une bonne c ro i s sance  bac tér ienne ,  e t  en  o u t r e  l e  

m i l i e u  TY a v e c  ou s a n s  m a n n i t o l  n ' i n d u i t  p a s  l a  s y n t h è s e  d e  

polysacchar ides  de type  " s l i m e "  dans l e  mil ieu 3 1  O r ,  chez l e s  

espèces  de  Rhizobium à c ro i s sance  l e n t e ,  ce  type d e  polysaccharide e s t  

t r è s  d i f f i c i l e  à sépa re r  du c u l o t  b a c t é r i e n  par  c e n t r i f u g a t i o n .  Sa 

synthèse  en  q u a n t i t é s  importantes  (cas  d e s  mil ieux YEM, ISWARAN, RC) 

e n t r a i n e  une p e r t e  é l evée  de c e l l u l e s  l o r s  de l a  concen t r a t ion  de l a  

biomasse e t  rend c e t t e  opéra t ion  t r è s  d é l i c a t e .  



Tableau XV 

Comparaison de la croissance de deux souches de Bradyrhizobium japonicum 
en milieu TY additionné de différentes concentrations de mannitol ; 
cultures effectuées en tubes. 

1 1 1 1 

souche ! 3 -32 3.2 ! ! 
I ! ! sommes marginales ! 
I 1 3 ! 1 

souche ! 1 ! 2 ! 1 1 2 ! des résultats ! 
! ! ! ! ! 1 

! ! ! ! ! 
1 ! 4,3 ! 8,6 ! 4,9 ! 9 8  ! 18,4 ! 
2 ! 4,6 ! 9,15 ! 5,25 ! ld,5 ! 19,65 ! 
3 ! 4,7 ! 9,45 ! 5,4 ! 10,8 ! 20,25 ! 
4 ! 5,45 ! 10,9 ! 5,45 ! 10,9 ! 21,8 ! 
5 ! 5,65 ! 1 3  ! 5,45 ! 10,9 ! 22,2 
6 ! 5,05 ! 10,l ! 5,95 ! 11,9 f 22 ,O I 
7 ! 5 , 5 5  11,1 ! 6 , 3 5  12,7 i 23,8 1 

8 ! 5,55 ! 11,l ! 5,5 ! 11,O ! 22,1 ! 
9 ! 5,6 ! 11,2 ! 5,l ! 10,2 ! 21,4 ! 
10 ! 6,4 ! 12,8 ! 6,2 ! 12,4 ! 25,2 
11 ! 6,95 ! 13,9 ! 6,5 ! 13 I 26,9 ! 
12 ! 6,75 ! 13,5 ! 6,7 ! 13,4 ! 26,9 ! 

! ! . !  ! ! 1 
I 

I I 

somme s ! 133,1 ! 137,5 ! 270,6 ! 
marginales! ! ! ! t\ 

! ! ! ! c ' ' , .  / 
/' 

l..........densité optique moyenne. 
2..........somme des mesures effectuées. 

Tableau XVI 

Comparaison de la croissance de deux souches de Bradyrhizobium japonicum 
en milieu TY additionné de différentes concentrations de mannitol : 
Tableau d'analyse de la variance. 

source de variation ! de rés de ! somme des carrés ! carrés ! ! 
! li%erté ! des écarts ! moyens ! F ! 

l 1 ! ! 
1 ! 1 ! ! 

souche ! 1 ! O ,503 ! 0,503 ! 2 58NS ! 
concentration en ! 11 ! 11,245 ! 1 ,O2 ! 5:23***! 
mannitol ! ! ! I ! 
interaction ! 11 ! 13,477 ! 1,225 ! 6,28***! 
variation résiduelle! 24 4,683 ! 0,195 ! ! 

I I I 

TOTAUX 



Figure 11 

Influence de la concentration en nvrnnitol sur le rendement cellulaire 
obtenu apres 6 jours de culture en dlieu TY estimé par la mesure de la 
densité optique. 

DENSITE 
i.. .. .% .-.1 
! . . " . . ' ~  

OPTIQUE . 

SOUCHE 3.32 SOUCHE 3.2 



III / INFLUENCE DU p H  DU M I L I E U  DE CULTURE. 

Parmi l e s  Rhizobiums, les to l é rances  aux d i f f é r e n t s  pH s o n t  l a r g e s  

e t  v a r i e n t  considérablement d'un groupe d ' i n o c u l a t i o n  à l ' a u t r e ,  e t  à 

l ' i n t é r i e u r  d'un même groupe. On a  no té  que l e s  Rhizobiums à c ro i s sance  

l e n t e  s o n t  d'une manière g é n é r a l e ,  t o l é r a n t s  aux pH ac ides  e t  non 

t o l é r a n t s  aux pH a l c a l i n s  (35% su rv iven t  à pH 4 ,  84% a pH 4 , s  e t  

seulement 3% à pH 9 ) ;  a l o r s  que R. m e l i l o t i  e t  dans une moindre mesure 

R. t r i f o l i  sont  t o l é r a n t s  aux pH a l c a l i n s  (91% des  souches su rv iven t  à 

pH>9,5, a l o r s  que 9% su rv iven t  à pH 4 ,5 ) (89 ,  112, 139). 

Au regard de c e s  t ravaux e t  de nos propres  observa t ions ,  e t  a f i n  de 

s e  p l a c e r  dans l e s  cond i t i ons  de product ion  les p lus  f avo rab le s ,  il 

p a r a i t  important de  conna i t r e  l e  pH opt imal  de  c ro issance  des  souches 

l e s  p l u s  performantes.  

Deux mil ieux ont  é t é  employés pour c e t t e  é tude ,  l e  mi l i eu  TY 

(F igure  12)  e t  l e  mi l i eu  YEM (Figure 13).  Les c u l t u r e s  ont  é t é  r é a l i s é e s  

en f i o l e  e t  l e  pH i n i t i a l  a j u s t é  à d i f f é r e n t e s  va l eu r s .  Des numérations 

des  c e l l u l e s  v i a b l e s  on t  é t é  r é a l i s é e s  en f i n  de c u l t u r e  (Tableau XVZI). 

L'analyse de  l a  var iance  a  é t é  e f f e c t u é e  en prenant  comme v a r i a t i o n  

r é s i d u e l l e ,  l a  v a r i a t i o n  l i é e  aux mi l ieux  (Tableaux XVIXZ & X I X ) .  Les 

d i f f é r e n c e s  observées e n t r e  souches, e t  e n t r e  pH de c u l t u r e ,  s o n t  

s i g n i f i c a t i v e s  au s e u i l  = 1 %. L ' i n t e r a c t i o n  souches-pH e s t  hautement 

s i g n i f i c a t i v e .  Ceci  s e  t r a d u i t  par .  le  f a i t  que l e  pH opt imal  de  

c ro i s sance  e s t  d i f f é r e n t  s e l o n  l e s  souches. 11 s e  s i t u e  au tour  d e  5 ,5  

pour les souches 3.32 e t  3.15b3, au tour  d e  6 pour l a  souche 3.2 e t  aux 

a l e n t o u r s  de 6,5 pour l a  souche 3.4.3. 

Par  a justement  du pH à l'optimum de c r o i s s a n c e ,  l a  p r o l i f é r a t i o n  

c e l l u l a i r e  e s t  au minimum 10 f o i s  p lus  impor tan te  qu 'à  pH 7 ,  v a l e u r  

classiquement u t i l i s é e  pour l a  c u l t u r e  de Rhizobium. Le pH opt imal  de 

c u l t u r e  e s t  donc une donnée déterminante,  dont  l a  connaissance permet 

d ' a c c r o i t r e  t r è s  s ign i f i ca t ivemen t  l e s  rendements c e l l u l a i r e s .  Ceci e s t  

d ' a u t a n t  p lus  marqué en mi l i eu  TY que l ' u t i l i s a t i o n  des  composés a z o t é s  

i n d u i t  une a l c a l i n i s a t i o n  du mil ieu n é f a s t e  à l a  c ro i s sance  de 

Bradyrhizobium japonicum, d 'où l a  n é c e s s i t é  de  main ten i r  l e  pH au tou r  de 

c e t  optimum. 



Tableau XVII 

&tude de la croissance de Bradyrhizobium japonïcum, après 6 jours 
d'agitation B 29'C en milieu TY B différents pH- 
résultats des numérations cellulaires exprimés en log : 
7 < log (population in i t ia l e )  < 8. 

SOUCHE ! p H 4 , 5 !  p H 5  p H 5 , 5 !  p H 6  p H 6 , 5 !  p H 7 !  
! ! ! ! ! ! ! 
! ! ! ! ! ! ! 

Etude de la croissance de Bradyrhieobium japonicum après 6 jours 
d'agitation à 29'C en milieu YEM B differents pH- 
résultats des numérations cellulaires exprimés en log ; 
7 < log (population in i t ia l e )  < 8.  

! ! ! ! ! ! 

SOUCHE ! pH 4,5 ! pH 5 ! pH 5,5 ! pH 6,5 ! pH 7 ! 



-79- 
Figure 12 

Influence du pH initial. du milieu de culture, sur les concentrations 
cellulaires (exprimées en log du nombre de bact6ries par m l )  obtenues 
apres 6 jours d'agitation a 29'C. BLlieu mm. 

Influence du pH initial du milieu de culture, sur les concentrations 
celluâaires (exprimées en log du nombre de bactéries par m l )  obtenues 
après 6 jours d'agitation à 2g°C. Milieu YEM. 



Tableau XVIII 
Etude de la croissance de quelques souches de Bradyrhizobium japonicum B 
différents pH de culture. Calcul des sommes marginales. 
sommes des  observa t ions  d e  chaque cas .  

souche 1 ! ! 1 ! ! 
! 3.32 ! 3.15b3 ! 3.2 ! 3.4.3 ! sommes ! 

pH de  c u l t u r e  ! ( 9 )  ! ( 9 )  ! ( 9 )  ! ( 9 )  ! marginales  ! 
! ! ! ! 
! ! ! ! ! ! 

! ! ! ! t 

sommes ! ! ! ! 

marginales  ! 1 0 1 , 9  ! 101,6 ! 97,O ! 94,6 ! 3 9 5 , l  
! ! ! ! 

Le nombre e n t r e  parenthèses  r ep ré sen te  l e  nombre d ' obse rva t ions  
r e l a t i v e s  à chaque f a c t e u r  é tudié .  

Tableau X I X  

Etude de la croissance de quelques souches de Bradyrhizobium japonicum à 
différents pH de culture. Tableau d'analyse de la variance. 

! ! ! ! ! 
source  de v a r i a t i o n  ! degrés  de ! somme des  c a r r é s  ! c a r r é s  ! ! 

! l i b e r t é  ! des  é c a r t s  ! moyens ! F ! 
! ! ! ! ! 
! 1 ! ! 

souche I 3 I 6 ,73  ! 1,346 ! 5,99** ! 

PH ! 5 ! 3,48 ! 1,160 ! 5,17** ! 

i n t e r a c t i o n  ! 15 1 16,95 ! 1,130 ! 5,03** ! 
souche - pH ! ! 1 ! ! 
v a r i a t i o n  r é s i d u e l l e !  20 ! 4,49 ! 0 ,225  ! ! 

! ! ! ! 
- - - - - - - - 

1 ! ! ! 

TOTAUX ! 4 3 ! 31,65 ! ! 
! ! ! ! 



Les t ravaux r é a l i s é s  en  fermenteur par  M. Khalass i  (97), permettent  

d ' a f f i n e r  l e s  r é s u l t a t s .  L'oxygène n'y e s t  pas l i m i t a n t ,  e t  l e  pH e s t  

r égu lé  à l a  va l eu r  chois ie .  Les rendements c e l l u l a i r e s  maximaux, o n t  é t é  

p o s s i b l e s  à pH 5 ,5  e t  a t t e i g n e n t  des  va leurs  supé r i eu re s  à 1011 

b a c t é r i e s  / m l  en  mi l ieu  TY mannité,  pour l e s  souches 3.15b3 e t  3.32 

a p r è s  5 jou r s  de  cu l tu re .  

CONCLUS ION. 

Ces é tudes  ont  permis d ' o b t e n i r  un accroissement  des  rendements 

c e l l u l a i r e s  de 10' à plus  d e  1 0 l l b a c t é r i e s  / m l  en m i l i e u  TY. 

L'emploi du mi l ieu  TY permet o u t r e  une product ion c e l l u l a i r e  

impor tan te ,  un e x c e l l e n t  rendement de  récupéra t ion  de  l a  biomasse. 

L 'adjonct ion de mannitol dans l e  mi l i eu  m u l t i p l i e  par 2 à 10 l e  

rendement c e l l u l a i r e .  

L ' i n h i b i t i o n  de c ro i s sance  q u i  r é s u l t e  de l a  f o r t e  a l c a l i n i s a t i o n  

du m i l i e u ,  peut  ê t r e  é v i t é e  en  a j u s t a n t  l e  pH au  pH opt imal  de 

développement de  l a  souche, ou mieux en  r égu lan t  l e  pH à c e t t e  valeur  

pour l e s  product ions de biomasse e n  fermenteur.  Dans c e s  cond i t i ons ,  l e  

rendement c e l l u l a i r e  e s t  encore accru  d 'un  f a c t e u r  de 10. 

I V  / CHOIX D ' U N  ANTIMOUSSSE. 

La c u l t u r e  en fermenteurs  e t  dans une moindre mesure, l a  c u l t u r e  en 

Erlenmeyer , n é c e s s i t e  l ' emplo i  d 'un antimousse. Celu i -c i  ne d o i t  pas 

ê t r e  toxique ou i n h i b i t e u r  de  l a  c ro i s sance  de  Bradyrhizobium japonicum. 

15 antimousses f o u r n i s  pa r  Bevaloid,  ont  é t é  t e s t é s .  (Tableau XX) 

Deux tubes de 20 m l  de mi l i eu  TY addi t ionné  d'antimousse sont  

i nocu lé s  avec l a  souche 3 .2 .  Après q u a t r e  j ou r s  d ' i ncuba t ion ,  l a  

q u a n t i t é  de c e l l u l e s  a é t é  es t imée  par  l a  mesure de l a  d e n s i t é  op t ique  à 

600 nm des  c u l t u r e s  e t  pa r  observa t ion  des  b a c t é r i e s  au  microscope a f i n  

de d é t e c t e r  d ' éven tue l l e s  dé fo rna t ions  c e l l u l a i r e s .  

La p lupa r t  des  antimousses t e s t é s  s o n t  sans e f f e t  no tab le  s u r  l a  

c ro i s sance  e t  l ' a s p e c t  des  c e l l u l e s  de Bradyrhizobium japonicum. 



Tableau XX 

Etude de la croissance de Bradyrhizobiun japonicum, en présence de 
d i f f é r en t e s  concentrations d'antimousse dans le milieu. Résul ta ts  
observés apres quatre jours  de cu l tu re  par mesure de  la  densi té  optique 
a 600 W. 

! 1 
! CONCENTRATION D'ANTIMOUSSE DANS L E  M I L I E U  
1 ! 

ANTIMOUSSE I I ! 
! 0,Ol ml11 ! 0,05 ml11 ! 0 , l  ml/l ! 
!----------------------------------------------------------l 

! D.0 ! ind ice  ! D.0 ! indice  ! D.O. ! indice ! 
! ! ! ! 
! ! ! ! 

témoin 1 
témoin 2 
témoin 3 
B 2500 
B 6575 
B 6638 
A 2510 
B 2671 
B 6675 
B 2509 
GS 32 
B 680 
B 2557 
A 39519 
B 2565 
B 51912 
B 6988 

Légende : témoin 1 = témoin sans antimousse 
témoin 2 = antimousse Rhône Poulenc 
témoin 3 = antimousse Prolabo 
D.0 : densi té  optique 
indice : d é f i n i  par rapport au témoin sans antimousse 

( indice  100) 

Tableau X X I  

Etude de la  croissance de Bradyrhizobium japonicun, en présence de 
d i f f é r en t e s  concentrations d 'antirnusse dans l e  milieu. Tableau 
d'analyse de  la variance r é a l i s é  à p a r t i r  des indices  de croissance. 

source de variat ion ! de r é s  de ! somme des ca r rés  ! carrés  ! ! 
! l i f e r t é  ! des éca r t s  ! moyens ! F I 
1 I ! ! ! 
! ! ! ! ! 

antirnousse ! 18 ! 38392,3 ! 2258,4 ! 20,6***! 
var ia t ion  résiduelle!  3 1 ! 3501,7 ! 109,4 ! ! 

l ! ! ! 
! ! ! ! 

TOTAUX ! 49 I 41894 ,O ! 
I I I I 



Six  antimousses o n t  un e f f e t  légarement i n h i b i t e u r ,  c e  q u i  se 

t r a d u i t  par un ind ice  d e  c ro i s sance  moyen, d é f i n i  pa r  rappor t  au témoin 

sans  antimousse ( i n d i c e  100) i n f é r i e u r  à 90,  e t  pour l e s  antirnousses 

B 680 e t  B 6988, par  l ' a p p a r i t i o n  d'amas c e l l u l a i r e s  e t  d e  c e l l u l e s  

déformées. L ' e f f e t  i n h i b i t e u r  par  rappor t  au  témoin n ' e s t  s i g n i f i c a t i f  

que pour l e s  i nd ices  moyens i n f e r i e u r s  à 82 ( t a b l e a u  XXI) .  

Les antimousses A 39519 e t  B 2565 son t  for tement  i n h i b i t e u r s  : l a  

c ro i s sance  e s t  t r è s  f a i b l e ,  e t  les c e l l u l e s ,  peu nombreuses, s o n t  

déformées e t  agglomérées. 

L'antimousse B6675, ac tue l lement  commercialisé sous l a  dénomination 

Gens i l  420, semble a v o i r  un e f f e t  s t imulant  b i e n  que l a  d i f f é r e n c e  pa r  

r appor t  au témoin ne s o i t  pas s i g n i f i c a t i v e  : l ' i n d i c e  de c ro issance  est 

supé r i eu r  à 100, q u e l l e  que s o i t  sa concen t r a t ion  dans l e  mi l i eu ,  les 

c e l l u l e s  t r è s  nombreuses son t  mobiles e t  non déformées, ce  q u i  dénote un 

t r è s  bon é t a t  physiologique. Le Gensi l  420 a é t é  r e t enu  dans l a  s u i t e  d e  

nos t ravaux d ' a u t a n t  p l u s  q u ' i l  a un e x c e l l e n t  pouvoir antimousse : 

l ' i n t r o d u c t i o n  de 2 m l  de c e t  antimousse dans 14 l i t r e s  de mi l i eu  

(0,0142) avant  s t é r i l i s a t i o n  s u f f i t  à i n h i b e r  l a  formation de mousse 

pendant t o u t e  la  durée d e  l a  fermentat ion ( s o i t  environ 6 jou r s ) .  Ceci  

e s t  t r è s  important ,  c a r  l ' i n t r o d u c t i o n  d'antimousse en cours  de c u l t u r e  

augmente l e s  r i sques  de contamination du fermenteur  pa r  d ' a u t r e s  germes. 

V / M I S E  AU P O I N T  D ' U N  M I L I E U  S E L E C T I F  POUR N U M E U T I O N S .  

M i n  de pouvoir  d é t e c t e r  de f a i b l e s  concent ra t ions  de  

Bradyrhizobium japonicum dans l e s  sources non s t é r i l e s ,  ( i n o c u l a t s  , 
enrobages) ,  il s ' e s t  a v é r é  indispensable  d e  me t t r e  au po in t  un mi l i eu  

pa r t i e l l emen t  s é l e c t i f ,  e t  q u i  pu isse  ê t r e ,  d e  préférence  s t é r i l i s é  pa r  

passage à l ' a u t o c l a v e  à 129°C pendant 20 min, ap rè s  add i t i on  des  agents  

s é l e c t i f s .  

Des agents  b i e n  connus t e l s  que l e  rouge Congo, f a c i l i t e n t  

1' i d e n t i f  icat i -on des souches de Rhizobium q u i  n 'absorbent  pas ,  ou t r è s  

peu l e  co lorant .  A des  concen t r a t ions  é l evées  ( supé r i eu re s  à 100 mgI l ) ,  

il e s t  s é l e c t i f  cont re  l a  p lupa r t  des  b a c t é r i e s  Gram+ courantes .  11 a 

é t é  u t i l i s é  à 25 mgIl pour  n o t r e  t r a v a i l .  



1 / CONCENTRAT'IONS MINIMALES DE CHLORAMPHENICOL INHIBITRICES DE LA 

11 a d é j à  é t é  mentionné dans l a  l i t t é r a t u r e ,  que le  genre Rhizobium 

t o l è r e  de f a i b l e s  concen t r a t ions  en chloramphénicol (75 ,  141). L'emploi 

de c e t  a n t i b i o t i q u e  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  c a r  : 

- C ' e s t  un composé peu coûteux,  e t  s t a b l e  chimiquement. 

- D e  t r è s  nombreuses  b a c t é r i e s  s o n t  i n h i b é e s  p a r  d e  f a i b l e s  

concent ra t ions  dans l e  mi l ieu  (de  l ' o r d r e  de 1 pg/ml). 

Afin de r é a l i s e r  des  mil ieux " p r ê t s  à l 'emploi" ,  l e  pouvoir 

i n h i b i t e u r  de d i f f é r e n t e s  concent ra t ions  d e  chloramphénicol a é t é  t e s t é  

s u r  l e s  s o u c h e s  3 . 1 ,  3 .2,  3.15, 3 .15b3,  3 .30 ,  3 .32 ,  G49. Le 

chloramphénicol a é t é  s o i t  s t é r i l i s é  s u r  u n i t é  de f i l t r a t i o n  s t é r i l e  e t  

a j o u t é  au moment de  l ' emplo i ,  s o i t  s t é r i l i s é  dans l e  mi l i eu  par  

autoclavage à 121°C, 20 min. Pour chaque souche, 0 , l  m l  d'une c u l t u r e  en 

f i n  de  phase exponen t i e l l e  de c ro issance  e s t  é t a l é  s u r  b o i t e  de  P é t r i  

contenant  20 m l  du mi l ieu  YEM add i t i onné  de chloramphénicol à l a  

concent ra t ion  dés i r ée .  

Les r é s u l t a t s  viennent  de  l ' o b s e r v a t i o n  des b o î t e s  ap rè s  9 j ou r s  

d ' i ncuba t ion  à 29°C. Ils s o n t  r é c a p i t u l é s  dans l e  t ab l eau  X X I I .  

Nous avons m i s  en  évidence que t o u t e s  l e s  souches t e s t é e s  r é s i s t e n t  

à des  concent ra t ions  de 10 pg/ml, e t  que la  s t é r i l i s a t i o n  du 

chloramphénicol dans l e  mi l i eu  par  au toc lavage  n ' a l t è r e  pas son pouvoir  

i n h i b i t e u r  . En r è g l e  géné ra l e ,  l e  mi l i eu  d é c r i t  dans "Matér iels  e t  

méthodes IV.2" a é té  u t i l i s é .  Les souches 3.2 e t  3.32 r é s i s t e n t  

na ture l lement  à des concent ra t ions  de 25 pg/ml, e t  dans l e  cas d ' é tudes  

r é a l i s é e s  avec c e s  souches,  c e t t e  concen t r a t ion  a é t é  re tenue ,  pour 

a c c r o f r e  l a  s é l e c t i v i t é  du mil ieu.  

Par a i l l e u r s ,  des  mutants r é s i s t a n t s  à une concent ra t ion  de 

100 ~ g / m l  pour l a  souche 3.2,  e t  50 pg/ml pour l e s  souches Bioprox e t  

3.32, on t  é t é  obtenus (fréquence de mutation 1 0 ' ~ ~ ) .  



Tableau XXII 

Etude de la croissance de Bradyrhizobium japonicum sur milieu YEM gélosé 
contenant différentes concentrations de chloramphénicol. 

! ! ! ! ! ! 
CONCENTRATION ! ! ! ! ! ! ! 

( p g / d ) !  5 ! 10 ! 25 ! 50 ! 75 ! 100 ! 
souche ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! ! 
1 + + !  U !  + ! +- ! +- ! +- ! 

3.1 2 ! + + !  U !  + ! + +- ! +- ! 

1 ! + + !  + + !  +- ! - ! - ! - ! 
Bioprox 2 + + !  + + !  +- ! +- ! +- ! - ! 

légende : 1 chloramphénicol au toc lavé  dans l e  mi l ieu  
2 chloramphénicol s t é r i l i s é  par  f i l t r a t i o n  

L'observat ion de la  c ro i s sance  s e  f a i t  après  9 j ou r s  d ' incubat ion  : 
++ : c r o i s s a n c e  non i n h i b é e ,  o b t e n t i o n  d ' u n e  nappe  
bactér ienne.  
+ : c ro issance  pa r t i e l l emen t  inh ibée  (temps de  c ro i s sance  d e  
11 jou r s )  
+- : c ro i s sance  r é s i d u e l l e  (quelques co lonies  dont l e  
diamètre e s t  i n f é r i e u r  à 1 mm) 
- :pas de c ro i s sance  



2 / AUTRE AGENT SELECTIF. 

Le t r a v a i l  s u r  des  é c h a n t i l l o n s  p r é s e n t a n t  de f o r t e s  contaminat ions 

fongiques ( é c h a n t i l l o n s  p l acés  à des humidi tés  r e l a t i v e s  é l e v é e s )  

n é c e s s i t e  l ' emplo i  d 'un  mi l i eu  i n h i b i t e u r  de tels contaminants.  Le 

benomyl (Benlate)  a  é t é  employé à une c o n c e n t r a t i o n  de 10prglml. Une 

f r a c t i o n  de l a  populat ion des  Rhizobiums é t a n t  s e n s i b l e  (75,  76, 79Bis, 

81Bis) ,  nous avons sé l ec t ionné  des c lônes  r é s i s t a n t s  à d e  t e l l e s  

concent ra t ions .  

VI / CONSERVATION DES CONCENTRES CELLULAIRES. 

Afin de d i f f é r e r  dans l e  temps, product ion e t  t r a i t emen t  d e  l a  

biomasse, des  e s s a i s  de  conserva t ion  des  concent rés  c e l l u l a i r e s  o n t  é t é  

r é a l i s é s .  

- à 4"C, l a  p e r t e  de v i a b i l i t é  e s t  importante  : une puissance de  10 par  

quinze jours.  

- à -20°C, l e s  e s s a i s  de conservat ion on t  é t é  r é a l i s é s  après  r e p r i s e  du 

concentré  c e l l u l a i r e  dans du Tampon de non p r o l i f é r a t i o n  ( T.N.P. : 

K2HP04 : 0,5g;  MgS04, 7H20 : 0,2g)  ou de l ' e a u ,  e t  add i t i on  s o i t  de : 

- l a i t  écrémé 10 %, saccharose 2 % 

- maltodextr ine 10 X 

- g lycé ro l  40 Z 

Des numérations de c e l l u l e s  v i a b l e s  ont  é t é  e f f ec tuées  s u r  une 

pér iode  de 14 mois. Q u e l  que s o i t  l ' a d d i t i f  de congéla t ion ,  l a  

conservat ion de  l a  biomasse e s t  e x c e l l e n t e  e t  l a  populat ion f i n a l e  e s t  

v o i s i n e  de l a  populat ion i n i t i a l e  ( t ab l eau  XXIII). 

Ce mode de  conserva t ion  des  concent rés  c e l l u l a i r e s  d e s t i n é s  à 

I ' a tomisa t ion ,  a  é t é  couramment employé sans  a l t é r a t i o n  des taux de 

s u r v i e  à l ' a tomisa t ion .  

D'aussi  bons taux  de su rv i e  on t  déjà été  s igna lé s  dans l a  

l i t t é r a t u r e ,  avec Rhizobium leguminosarum (121).  



Tableau XXIII 

Etude de la conservation de concentrés cellulaires de la souche 3.2 en 
congélation : Gsultats des numérations exprimés en log. 

! 
Additif de ! Durée de conservation en jours 
congélation ! ! 

! 1 ! ! 

glycérol 40 % ! 
T.N.P. 

! 

glycérol 40 % ! 
! 

! 
lait écrémé IO%! 
sacch.2 % ,T.N.P! 

! 
lait écrémé IO%! 
saccharose 2 % ! 

! 
maltodextrine ! 
10 %, TeNeP ! 

! 

maltodextrine ! 
10 % ! 



2èrne PARTIE 

ETUDE DES PARAMETREÇ DE LA 

DESHYDRATATION ET DE LA 

CONSERVATION DES CELLULES DE 

"BRADYRH IZOBIUM JAPONICUM8'- 



L'importance des  paramètres  de l a  déshydra ta t ion  d e  Rhizobium 

m e l i l o t i  s u r  l a  s u r v i e  des  b a c t é r i e s  a  é t é  mise en  évidence dans des  

t ravaux a n t é r i e u r s  r é a l i s é s  au  l a b o r a t o i r e  (116, 117, 118, 135, 137). 

Les é tudes  r appor t an t  l e  r ô l e  des  paramètres de d e s s i c c a t i o n  s u r  l a  

su rv i e  des  b a c t é r i e s  sont  très peu nombreuses e t  se l i m i t e  souvent à 

l ' é t u d e  d'un f a c t e u r .  Afin de produi re  des  inoculums secs  de  

Bradyrhizobium japonicum pour l a  c u l t u r e  du s o j a ,  deux a s p e c t s  on t  é t é  

envisagés ; l ' é t u d e  des f a c t e u r s  q u i  condi t ionnent  l a  s u r v i e  de  

Bradyrhizobium japonicum à l a  déshydra ta t ion  par  a tomisa t ion  e t  de ceux 

qu i  i n t e rv i ennen t  dans l a  conserva t ion  des  i n o c u l a t s  a i n s i  déshydra tés  a  

donc é t é  r é a l i s é e .  

Les e s s a i s  expérimentaux v i s e n t  à met t re  en  oeuvre d i f f é r e n t s  

procédés de  séchage a f i n  d ' o b t e n i r  un inoculum d ' u t i l i s a t i o n  f a c i l e  e t  

conservant  ses p o t e n t i a l i t é s  v i t a l e s  s u r  de  longues périodes.  

La connaissance des paramètres  optimaux de déshydra ta t ion  e t  de 

conserva t ion  des c e l l u l e s  de Bradyrhizobium japonicum d o i t  permettre  de 

mettre  au poin t  les modal i tés  d e  p e l l i c u l a g e  du Rhizobium s u r  l a  gra ine .  

Des é tudes  complémentaires s e r o n t  menées a f i n  de rechercher  l e s  

subs tances  s u s c e p t i b l e s  de p r o t é g e r  l e s  c e l l u l e s  con t r e  l e s  e f f e t s  de l a  

déshydra ta t ion  q u i  a  l i e u  pendant l e  processus de p e l l i c u l l a g e  e t  l o r s  

du s tockage des  g r a i n e s  pré inoculées .  

A / ETUDE ET OPTIMISATION DU RENDEMENT DE LA DESHYDRATATION PAR 

ATOMISATION. 

La première é t ape  c o n s i s t e  à améliorer  l e  rendement de 

l ' a tomisa t ion .  Deux paramètres i n t e rv i ennen t  à ce niveau,  l e  taux de 

récupéra t ion  de mat iè re  sèche ,  e t  l e  nombre de b a c t é r i e s  v i a b l e s  dans l a  

poudre déshydratée.  

Le premier dépend de f a c t e u r s  physiques,  rég lage  de l ' a tomiseu r ,  e t  

c a r a c t é r i s t i q u e s  du produit  ( v i s c o s i t é ,  n a t u r e ) ,  a l o r s  que l e  deuxième 

dépend d e  f a c t e u r s  biologiques (souches,  âge physiologique des  c e l l u l e s ,  

r ô l e  p r o t e c t e u r  du support) .  



1 / INFLUENCE DU PRODUIT SUR LE RENDEMENT E N  MATIERE SECHE DE 

L'ATOMISATION. 

1 / INFLUENCE DE LA PRESENCE DU MILIEU DANS LE SUPPORT D'ATOMISATION SUR 

LE RENDEMENT EN MATIERE SECHE. 

Les e s s a i s  on t  é t é  r é a l i s é s  avec l a  souche G49. Le support 

d ' a tomisa t ion  e s t  l e  l a i t  écrémé . Deux mi l ieux  on t  é t é  employés : l e  

mi l i eu  ISWARAN, e t  l e  mi l i eu  TYm. Les concent rés  c e l l u l a i r e s  ont  é té  

obtenus ap rè s  c e n t r i f u g a t i o n  de l a  biomasse e t  remise en suspension des 

c e l l u l e s  s o i t  dans l e u r  mi l ieu  de  c u l t u r e ,  s o i t  dans l ' e a u  ( c u l t u r e s  

i s s u e s  du mi l ieu  TI). Le support  e s t  a l o r s  a j o u t é ,  e t  l e s  concentrés  

c e l l u l a i r e s  atomisés.  

Pf x  MSf 
Le rendement en matière  sèche e s t  d é f i n i  comme s u i t  : R = ------- 

P i  x  MSi 

où P i  = poids du p rodu i t  à a tomiser  

... MSi = pourcentage de mat iè re  sèche contenue dans l e  produi t  à 

a tomiser  

... Pf = poids du p rodu i t  ap rè s  atomisat ion 

... MSf = pourcentage de mat iè re  sèche contenue dans l a  poudre atomisée. 

Les essais r é a l i s é s  on t  donné des  rendements t r è s  d i f f é r e n t s  

su ivan t  l e  mi l ieu  u t i l i s é  e t  s a  présence dans l e  support  (Tableau XXIV). 

L 'analyse de l a  va r i ance  à un c r i t è r e  de  c l a s s i f i c a t i o n  (Tableau 

XXV), r é a l i s é e  s u r  l e s  rendements obtenus avec d i f f é r e n t s  mi l ieux ,  donne 

une va l eu r  F hautement s i g n i f i c a t i v e ,  ce  q u i  montre que l a  présence du 

mi l i eu  dans le  support d 'a tomisa t ion  e s t  déterminante s u r  l e  rendement. 

La comparaison des  moyennnes deux à deux par  l e  t e s t  t de  Student 

permet d ' é t a b l i r  l e s  conclusions su ivan te s  : 

- l a  synthèse de q u a n t i t é s  importantes de polysacchar ides ,  i n d u i t e  par  

l e  mi l ieu  ISWARAN, q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  d ' é l i m i n e r  par  c e n t r i f u g a t i o n ,  

diminue l e  rendement de façon t r è s  s i g n i f i c a t i v e .  Le produi t  atomisé s e  

colmatant dans l a  t o u r ,  l e  taux de récupéra t ion  de matière  sèche e s t  

f a i b l e  e t  en  moyenne de  21,7%. 



Tableau  XXIV 

I n f l u e n c e  d e  l a  p r é s e n c e  du m i l i e u  d e  c u l t u r e  dans  l e  s u p p o r t  s u r  l e  rende- 
ment e n  matière s è c h e  d e  l ' a t o m i s a t i o n .  Souche Bioprox, 

I s u p p o r t  I 1 1 2 1 3 l 4 I 5 
1 I swaran  1 I swaran  1 TY ( TY 

I 
I I H20 I 
1 I l a i t  10 % I l a i t  10 % I l a i t  IO%( l a i t  10 % 1 l a i t  10 % 1 
1 1 Isacch.2 $ 1  1 sacch.  2 %  1 s acch ,  2 4  1 I-------------I---------I---------I--------l------------l------------ l 
1 Rendement 
I 
I 
l I------------- 
1 Moyenne 

Sacch. : Saccharose  

Tab leau  XXV 

I n f l u e n c e  d e  l a  p r é s e n c e  du m i l i e u  d e  c u l t u r e  dans l e  s u p p o r t  s u r  l e  rende- 
ment e n  m a t i è r e  s è c h e  d e  l ' a t o m i s a t i o n .  Souche Bioprox. Analyse  d e  l a  
var  i ance  

l ~ o u r c e  d e  v a r i a t i o n  1 d e g r é s  d e  1 somme d e s  c a r r é s  1 c a r r é s  1 F 1 
1 1 l i b e r t é  1 d e s  é c a r t s  1 moyens 1 I----------------------I-----------I------------------l--------l------- l 

lCsmposi t ion du suppor t1  4 1 3427,92 ( 856,98 156,74***( 
I 

I----------------------I-----------I------------------l--------l-------- 
l ~ a r i a t i o n r é s i d u e l l e  1 10 135,94 1 15,1051 

I 
I )----------------------I-----------I------------------]--------l-------- I 

1 TOTAUX 1 14 1 3563,9 1 1 
I 

....................................................................... I 

Comparaison d e s  moyennes par  l e  tes t  t d e  Student .  

moyennes 4 e t  5 t = 4,07* 
moyennes 3 e t  4 t = 2,12 NS 
moyennes 1 e t  3 t = 7,77*** 
moyennes 1 e t  2 t = 2,O NS 
moyennes 2 e t  3 t = 4,6* 
ce q u i  donne : 

1 = 2 + 3 = 4 +  5 



- l e  mi l i eu  TY mannité qu i  n ' i n d u i t  pas l a  synthèse de  polysaccharides 

de type  "slime" permet un rendement p lus  é l e v é  s i t u é  e n t r e  l e s  va l eu r s  

48% & 55% (53,3% en moyenne). 

- lo rsque  l e  mi l ieu  TY e s t  remplacé par  de l ' e au  dans l e  suppor t ,  l e s  

rendements son t  a l o r s  supé r i eu r s  e t  en  moyenne d e  62 ,3% ( d i f f é r e n c e  

s i g n i f i c a t i v e  avec l e  mi l ieu  TY.) 

- l ' a d d i t i o n  de saccharose dans l e  supor t  ne modifie pas l e s  rendements 

en ma t i è r e  sèche de  manière s i g n i f i c a t i v e .  

Un rég lage  optimal de l ' a t o m i s e u r ,  permet d ' a t t e i n d r e  un rendement 

de ma t i è r e  sèche de 70%. Dans nos condi t ions  expérimentales ,  c e  taux 

peut d i f f i c i l e m e n t  ê t r e  amélioré é t a n t  donné que l a  t o u r  n ' e s t  pas 

équipéede  système de balayage,  e t  il n ' e s t  pas poss ib l e  d ' é v i t e r  un 

colmatage même f a i b l e  dans l a  tour .  

2 / INFLUENCE DU SUPPORT D'ATOMISATION SUR LE RENDEMENT EN MATIERE 

SECHE . 
D e  même que l a  présence du mi l i eu  in f luence  l e  rendement en mat iè re  

sèche,  on conçoi t  aisément que l e  support  s o i t  déterminant  s u r  l e  

rendement. 

D'une manière géné ra l e ,  on a noté  qu'une v i s c o s i t é  é l evée  (amidon, 

s o r b i t o l ,  gomme), l a  présence de mat iè res  g r a s s e s  ( l a i t  e n t i e r ,  h u i l e  de 

s i l i c o n e ) ,  diminuent de manière importante  l e  rendement en  matière  

sèche. Pour l 'amidon, l e  s o r b i t o l ,  l e  l a i t  e n t i e r ,  l e  rendement e s t  

i n£  é r i e u r  à 10% (Tableau XXVI)  . 
Les me i l l eu r s  rendements en mat iè re  sèche ont  é t é  obtenus avec l a  

mal todext r ine ,  l e  l a i t  écrémé addi t ionné  ou non de sucres .  Ces suppor ts  

s e r v i r o n t  dans l e s  expérimentat ions u l t é r i e u r e s .  



Tableau XXVI 

Rendementsen mat ière  s è c h e  o b s e r v é s  avec  d i f f é r e n t s  supports .  

............................................................................ 
1 Souche 1 CB 1809 / 3.2  ( 3.32 1 
I------------------------------------I-------------l-----------l------------ I 

1 I n o s i t o l  10 % 1 48 % 1 - 1 - 1 
1 S o r b i t o l  10 % 1 10 % 1 - 1 - 1 
1 Maltodextr ine  10 % 1 6 2 %  1 6 0 %  1 - 1 
1 Maltodextr ine  10 % + m a l t o s e  2 % 1 - 1 4 3 ~ 3  % 1 - 1 
1 Maltodextr ine  10 % 9 s a c c h a r o s e  2 % 1  - 1 2 3 , 3  % 1 - 1 
1 L a i t  écrémé I O  % (TY) 1 47 1 50 1 

\\\ 

1 .  

] L a i t  écrémé 10 % + 1 - 1 72 1 46 1 .% / 

1 Saccharose  2 % 1 1 1 1 
I------------------------------------I-------------l-----------i------------ I 
1 L a i t  écréme I O  % + I  - 1 57 I 45 I 
1 Saccharose  2 % + 1 1 1 1 
1 H u i l e  s i l i c o n e  0 , s  % 1 1 1 1 
I------------------------------------I-------------l-----------l------------ I 
1 L a i t  écrémé 10 % + 

) Saccharose  2 % + 
1 Gomme arabique 1 % 

I------------------------------------)-------------l-----------l------------ I 
( L a i t  e n t i e r  1 10 % 1 - 1 - 1 



II / ETUDE DE LA SURVIE DE "BRADPRHIZOBIUM JAPONICUM" A LA 

DE SHY DRATATION . 
1 / INFLUENCE DU SUPPORT DE DESHYDRATATION. 

11 est d i f f i c i l e  d e  c e r n e r  indépendamment des  f a c t e u r s  b io log iques ,  

l e  r ô l e  p ro t ec t eu r  d e s  d i f f é r e n t s  supports .  Pour c e l a ,  l ' é t u d e  d o i t  être 

réalisée s u r  le  même m a t é r i e l  biologique (même souche, même é t a t  

phys io logique) ,  c e  q u i  l i m i t e  considérablement l e  nombre d ' e s s a i s  

pouvant ê t r e  r é a l i s é s  dans chaque expér imenta t ion ,  l a  biomasse devant  

ê t r e  i s s u e  d'une même c u l t u r e .  

Les é tudes  r é a l i s é e s  dans  c e  sens montrent c la i rement  l ' impor tance  

d e  l ' a g e n t  p ro t ec t eu r  (Tableau XXVII). 

Les e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  e f f e c t u é s  avec la  souche CB1809, ind iquent  des  

é c a r t s  de s u r v i e  de 1 à 10 e n t r e  l a  mal todext r ine  e t  l ' i n o s i t o l  

employés comme support .  

D e  même  une étude comparative e n t r e  l e  r ô l e  p r o t e c t e u r  des  a l g i n a t e s  e t  

l e  l a i t  écrémé add i t i onné  de saccharose ,  montre des  d i f f é r e n c e s  

e n t r e  les taux d e  s u r v i e  de  l a  souche G19 dont  l 'ampleur  v a r i e  d 'un 

f a c t e u r  de 1 à 3000. 

L ' add i t i on  de s o l u t é s  t e l s  que des  suc re s  modif ie  considérablement l a  

s u r v i e  de Bradyrhizobium japonicum l o r s  de l a  déshydra ta t ion .  

Paradoxalement d e s  r é s u l t a t s  opposés o n t  é t é  obtenus s u i v a n t  l e  

suppor t  employé : L 'add i t i on  de saccharose au l a i t  écrémé améliore  

d ' un  f a c t e u r  de  p l u s  de 20 l e  taux de s u r v i e  de l a  souche 3.2 par 

r appor t  au l a i t  écrémé employé s e u l  comme suppor t  ; ce  même sucre  

diminue d'un f a c t e u r  40 l e  taux de s u r v i e  de l a  souche l o r s q u ' e l l e  

e s t  atomisée avec l a  mal todext r ine .  Dans une moindre mesure on 

observe l e  même phénomène avec le  maltose.  

2 / INFLUENCE DE LA SENSIBILITE DES SOUCHES A LA DESHYDRATATION. 

2.1 / Influence de la souche. 

Lors de l a  p roduct ion  d' inoculums déshydra t é s ,  de s  taux de s u r v i e  

t r è s  d i f f é r e n t s  o n t  é t é  observés  s u i v a n t  l e s  souches. Une é tude  

comparative e n t r e  l a  s u r v i e  de  l a  souche 3.2 e t  de l a  souche 3.32 montre 



Tableau XXVII 

Etude de la survie à la deshydratation des souches 3 . 2  , CB 1809 et Bioprox 

atomisées en présence de différents supports, 

1 support 1 concentration 1 concentrat ion l~aux de survie 1 
1 ( bact ér i enne/gMS ( bact ér ienne/gMS 1 en % 1 
1 lavant atomisationlaprès atomisationl 1 
I---------------I-----------------I-----------------l-------------- 1 
1 1 Souche 3.2 1 1 1 
1 lait / 7 , s  . 10l0  1 2 , s  . 108 ( Of3  % 1 
1 lait sacch. 1 1 ,5 . 10' '  1 1 , 3  . 10'' 1 817 % 1 
1 lait malt. ) 1,4  . 10" 1 5 , l  . l o g  1 316 % 1 
1 km(3 1 4 , l  . 10'' 1 1,7 . 10'' 1 41 % 1 
1 MDO malt, 1 7 , 3  . lo10  1 i , 2  . l o g  1 1 , 6 %  l 
1 MD0 sacch. 1 7.4 . 10'' 1 7,7 . lo7  1 0 ~ 1 %  1 
I---------------I-----------------I-----------------l-------------- 

I 1 Souche CB1809 1 1 
lmaltodextrine 1 4,9  . 10'' 1 1,2 . lo7  1 
lmaltodextrine 1 1.2 . 10" 1 3,6 . 1o8 1 0 , 0 3 %  1 
1 ~nositol 1 5,9  . 1011 1 2,3 . 10' 1 0,39 % 1 
Ilaitécrémé 1 5 , 8 . 1 0  11 1 8,6 . 108 ( 0,15 % 1 
I---------------I-----------------I-----------------l-------------- I 
1 1 Souche BIOPROX 1 1 1 
/alginate SG60 1 4,85 . 10" 1 3 . 1 0 ~  1 0 , 0 6 %  1 
!alginate SG500 1 1 . 1012 1 1 , 6 . 1 0 8  0 , 0 2 %  1 
lalginate ~ ~ 1 0 0 0 1  1 , s  . 10" 1 3 . 108 1 0 ,2  % 1 
\lait sacch. ( 1 ,6  . 1 0 j 2  [ 6,4 . 10" 1 40 % 1 
Jlait sacch. TY 1 2 , s  . 10" ( 1 , 7 . 1 0 ~ ~  1 68 % 1 
.................................................................. 

MDO : Maltodextrine 

Sacch. : Sacchar ose 

Malt. : Maltose 



d e s  taux de s u r v i e  en  moyenne d i x  £ois  p l u s  é l e v é s  pour l a  souche 3 . 2 .  

Les é c a r t s  obtenus s o n t  s i g n i f i c a t i f s  au s e u i l  à = 1% (Tableau XXVIII). 

2.2 / In f luence  de  l ' â g e  physiologique des  c e l l u l e s .  

Le deuxième f a c t e u r  déterminant  d e  l a  s u r v i e  de Bradyrhizobium 

japonicum au cours  de  l a  déshydra ta t ion  e s t  l ' â g e  physiologique des  

c e l l u l e s .  La d e s s i c c a t i o n  provoque une m o r t a l i t é  p lus  importante s u r  les 

c e l l u l e s  en  phase exponen t i e l l e  de c ro i s sance  que s u r  l e s  c u l t u r e s  en  

phase s t a t i o n n a i r e  de c ro i s sance  : l a  pér iode  opt imale de déshydra t a t ion  

s e  s i t u e  48 heures  a p r è s  é tab l i ssement  de  l a  phase s t a t i o n n a i r e .  

On a no té  pour quelques souches atomisées avec du l a i t ,  su ivan t  les 

m ê m e s  condi t ions  o p é r a t o i r e s ,  des  é c a r t s  importants .  Par exemple, les 

t aux  de s u r v i e  en phase exponent ie l le  e t  en  phase s t a t i o n n a i r e  d e  

c ro i s sance  s o n t  respect ivement  de 1% e t  18,9% avec l a  souche G49 ; d e  

0 ,7% e t  3 ,9% avec l a  souche 3.32 ; de 2,3% e t  40% avec l a  souche 5315. 

2.3 / Discussion 

La p l u s  grande s e n s i b i l i t é  des  c e l l u l e s  en  phase exponent ie l le  d e  

c ro i s sance  a d é j à  é t é  observée avec Rhizobium m e l i l o t i  (116) ,  a i n s i  

qu 'avec quelques a u t r e s  microorganismes (8)  sans  q u ' i l  en  s o i t  donné 

d ' exp l i ca t ion .  

La synthèse dPexopolysaccharides ne semble pas expl iquer  l a  

r é s i s  tance à l a  déshydra t a t ion  des c e l l u l e s  pré levées  en phase 

s t a t i o n n a i r e  de c ro issance .  En e f f e t ,  c e s  observa t ions  son t  v a l a b l e s  

a u s s i  bien avec l e s  c u l t u r e s  r é a l i s é e s  e n  mi l i eu  YEM e t  ISWARAN 

( synthèse  de polysacchar ides)  qu'en mi l ieu  TYm où l e s  c e l l u l e s  en s o n t  

dépourvues (131).  

Par c o n t r e ,  des  i n v e s t i g a t i o n s  r écen te s  montrent que l e s  c e l l u l e s  

de  Bradyrhizobium japonicum accumulent de  l 'a-n t r éha lose  e t  dans une 

moindre mesure du mannitol  en q u a n t i t é s  importantes  (170).  C e t t e  

accumulation dépend de  l a  composition du m i l i e u ,  mais s u r t o u t  du s t a d e  

de  c ro issance  de l a  souche; e l l e  e s t  maximale e n t r e  6 e t  8 jou r s  de 

c u l t u r e .  L 'au teur  emet 1 'hypothèse que c e t  t e  accumulation de t r é h a l o s e  





p o u r r a i t  ê t r e  en rappor t  avec l a  t o l é rance  d e s  espèces d e  Rhizobium à l a  

d e s s i c c a t i o n ,  tou tes  l e s  e spsces  e n  accumulant en q u a n t i t é s  va r i ab l e s .  

Le t r é h a l o s e  e s t  accumulé chez de nombreux champignons i n f é r i e u r s ,  dans 

les formes sporulées  (Phycomyces, Dictyostel lum, l evu re  de boulangerie)  

q u i  peuvent s e  conserver  en l ' é t a t  déshydraté  pendant de nombreuses 

années sans  p e r t e  de v i a b i l i t é  (176). 11 e s t  également accumulé par  des  

cyanobactér ies  en r é a c t i o n  à l e u r  expos i t ion  à des  mi l ieux  hypertoniques 

( 1  13).  

D'autre  p a r t ,  Crowe e t  a l  (34 )  ont  montré en pSenant des  modèles de 

l a  membrane plasmique, que l e  t r éha lose  e s t  un agent s t a b i l i s a t e u r  des  

membranes l i p i d i q u e s  q u i  s u b i s s e n t  une déshydra t a t ion  complète. L'étude 

e s t  r é a l i s é e  a v e c  d e s  membranes a r t i f i c i e l l e s  à b a s e  d e  

phosphat idylchol ine ,  dans l e s q u e l l e s  sont  i n c l u s e s  des  ATPases a c t i v é e s  

pa r  l e  Calcium. 11 e s t  montré que l ' é l i m i n a t i o n  de l ' e a u  des membranes 

phospholipidiques normalement hydra tées ,  provoque l a  formation de 

l i a i s o n s  de  type Van d e r  Walls e n t r e  l e s  cha ines  hydrocarbonées ; l e s  

l i p i d e s  se "f igent"  e t  l a  température de  t r a n s i t i o n  de phase e s t  

augmentée. Au cours de c e t t e  t r a n s i t i o n  de  phase,  l e s  p r o t é i n e s  

intramembranaires son t  exc lues  des  c r i s t a u x .  A l a  r éhydra t a t ion ,  l e s  

v é s i c u l e s  membranaires montrent des  dommages morphologiques e t  une 

r e d i s t r i b u t i o n  des p r o t é i n e s  dont  l e s  p r o p r i é t é s  d e  t r anspor t  sont  

perdues. Lorsque l e s  mêmes membranes sont  addi t ionnées  de  t r éha lose ,  l e s  

l i p i d e s  ne subissent  pas de  g é l i f i c a t i o n ,  e t  les membranes sont  i n t a c t e s  

a p r è s  déshydra ta t ion .  L ' add i t i on  de t r é h a l o s e  à 20%, propor t ion  

rencont rée  chez l e s  microorganismes anhydrobiot iques,  donne aux 

phospholipides déshydratés  d e s  p r o p r i é t é s  physiques iden t iques  à c e l l e s  

d e s  phospholipides normalement hydratés .  L 'au teur  montre par  des  é tudes  

complémentaires,  que l e  t r é h a l o s e  a g i t  en é t a b l i s s a n t  des  l i a i s o n s  

hydrogène  avec  l e s  g roupemen t s  p h o s p h a t e s  d e s  t ê t e s  p o l a i r e s  

l i p i d i q u e s  ; c e c i  a pour e f f e t  d ' é c a r t e r  l e s  chaines hydrocarbonées e t  

d e  préveni r  l e s  phénomsnes d e  t r a n s i t i o n  de phase,  n é f a s t e s  au maint ien 

d e  l ' i n t é g r i t é  membranaire. Le t r éha lose  a de f a i t  un comportement 

i den t ique  à c e l u i  des  molécules d 'eau dans l e  maint ien de  l a  s t r u c t u r e  

membranaire en double couche. Ce t t e  p r o p r i é t é  n ' e s t  pas  par tagée  par  

t ous  l e s  hydra tes  de carbone. 



Cet t e  p a r t i c u l a r i t é  du t r éha lose  p o u r r a i t  t rouver  confirmation dans 

l e s  t ravaux de Mügnier e t  Jung ( 9 1 ,  92, 124). C e s  au t eu r s  obt iennent  une 

e x c e l l e n t e  conserva t ion  à d i f f é r e n t e s  humidi tés  r e l a t i v e s  d'un inoculum 

déshydra té  de Rhizobiums à base de  gomme xanthane e t  de  f a r i n e  de  

ca roub ie r  addi t ionné  de t r éha lose  ou de s o r b i t o l  ; l e s  v i n g t  a u t r e s  

s o l u t é s  donnent de  moins bons r é s u l t a t s .  

Il s e r a i t  t r è s  i n t é r e s s a n t  d 'approfondi r  ces  i n v e s t i g a t i o n s  au 

niveau c e l l u l a i r e .  La recherche d'accumulation de sacchar ides  e t  de 

po lyo l s ,  p o u r r a i t  permet t re  d ' é t a b l i r  des  r e l a t i o n s  avec l ' a p t i t u d e  des 

souches à su rv iv re  l o r s  de  l a  déshydra ta t ion .  L'étude des  f r a c t i o n s  

membranaires des  c e l l u l e s ,  e t  de l e u r  comportement à l a  déshydrataton en 

présence de t e l s  mé tabo l i t e s ,  s e r a i t  i n t é r e s s a n t e  à mener pour 

comprendre l e  mécanisme p ro t ec t eu r  de  c e r t a i n e s  substances.  



B / ETUDE DE LA CONSERVATION DES CELLULES DESHYDRATEES. 

C e t t e  p a r t i e  de  l ' é t u d e  c o n s i s t e  à déterminer  l e s  paramètres 

optimaux de  conserva t ion  des  c e l l u l e s  déshydratées  d e  Bradyrhizobium 

japonicum. A c e t t e  f i n ,  l e  r ô l e  du suppor t ,  de la température,  de 

l 'a tmosphère e t  de l ' humid i t é  r e l a t i v e  de conserva t ion  on t  é t é  é t u d i é s .  

1 / ESSAIS PRELIMINAIRES. 

Lors des  e s s a i s  p ré l imina i r e s  r é a l i s é s  s u r  l e s  c e l l u l e s  de  l a  

souche CB 1809 i s s u e s  d 'un même fermenteur  (mi l ieu  TY), l a  conservat ion 

des  c e l l u l e s  atomisées avec t r o i s  suppor ts  d i f f é r e n t s  a  é t é  s u i v i e .  Les 

i n o c u l a t s  déshydra tés  sont  conservés en  l ' é t a t ,  sous v ide  p a r t i e l ,  à 

4°C. Pour des  popula t ions  i n i t i a l e s  de même ordre de grandeur ,  l a  s u r v i e  

à 100 j o u r s  e s t  t r è s  d i f f é r e n t e  su ivan t  l e s  supports .  Les concent ra t ions  

bac t é r i ennes  i n i t i a l e s  e t  f i n a l e s  (exprimées en log )  s o n t  respectivement 

de 9 ,8  6r 5 , 6  pour l ' i n o s i t o l ,  de 8 , 9  & 6 ,4  pour l e  l a i t ,  d e  8 , 6  & 2 pour 

l a  maltodextr ine.  

En u t i l i s a n t  l e s  mêmes modal i tés  de  conserva t ion ,  on a  no té  que, 

pour l e s  inoculums d e s t i n é s  aux p a r c e l l e s  expérimentales  e t  r é a l i s é s  par 

a tomisa t ion  en présence de l a i t  écrémé ou de mal todext r ine ,  l a  

populat ion bac tér ienne  se  s t a b i l i s e  au bout d 'un an ,  à une va leur  

approximative de 5 avec l e  l a i t ,  e n t r e  2 e t  4  avec l a  mal todext r ine .  

Des numérations de  c o n t r ô l e  e f f e c t u é e s  s u r  d i v e r s  i n o c u l a t s ,  ont 

montré des  courbes de  p e r t e  de  v i a b i l i t é  de type a l lomét r ique ,  

exponent ie l  ou l i n é a i r e  su ivan t  l e s  suppor ts  e t  l e s  modal i tés  de 

conservat ion.  Le premier type ,  s e  t r a d u i t  par une p e r t e  de v i a b i l i t é  

importante  en  début de s tockage ; l a  populat ion s e  s t a b i l i s e  par  l a  

s u i t e .  Dans l e  deuxième c a s ,  l a  m o r t a l i t é  e s t  moins f o r t e  en début  de 

s tockage,  mais s e  prolonge s u r  de  p lus  longues pér iodes  ; l a  courbe de 

s u r v i e  e s t  légèrement déc ro i s san te  t o u t  au long de l a  pér iode  de 

stockage. Pour l e  modèle l i n é a i r e ,  l a  p e r t e  de v i a b i l i t é  par  u n i t é  de 

temps e s t  cons tan te .  



Pour tou te s  l e s  expérimentat ions e f f e c t d e s ,  l e s  mêmes conventions 

s e r o n t  adoptées ; on no te ra  : 

Y = concent ra t ion  bac tér ienne  exprimée en  logarithme décimal du nombre 

de Bradyrhizobium japonicum pa r  gramme de mat iè re  sèche. 

X = nombre de jours .  

11 / INFLUENCE DE L'ATMOSPHERE DE CONSERVATION ET DU MILIEU DE 

CULTURE SUR LA VIABILITE DES INOCULUMS- 

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL. 

Cer ta ins  au teurs  a t t r i b u e n t  à l a  présence de  polysaccharides 

b a c t é r i e n s ,  un r ô l e  de p r o t e c t i o n  v i s  à v i s  des  phénomènes de 

déshydra ta t ion  rencont rés  dans l e  s o l  par  l e s  Rhizobiums ( 9 9 ,  189). Afin 

de m e t t r e  en évidence l e u r  i n f l u e n c e ,  des  c u l t u r e s  de l a  souche G49 ont 

é t é  a tomisées ap rè s  concent ra t ion  e t  a d d i t i o n  de  l a i t  écrémé (10%) e t  de 

saccharose (2%). Les mil ieux TY e t  ISWARAN dont  e l l e s  s o n t  i s s u e s ,  ont  

é t é  u t i l i s é s  a f i n  d e  d é c e l e r  éventuel lement  une incidence de l a  présence 

d 'exopolysaccharides bac t é r i ens  s y n t h é t i s é s  dans l e  mi l i eu  ISWARAN. Les 

mi l ieux  de c u l t u r e s  sont  é l iminés  par  cen t r i fuga t ion .  Dans l e  cas  du 

mi l ieu  ISWARAN, 50 m l  de polysacchar ides  bac t é r i ens  s o n t  maintenus dans 

l a  suspension à atomiser  ( s o i t  20% du volume). 

Les inocu la t s  a i n s i  p r o d u i t s ,  son t  conservés,  sous vide p a r t i e l ,  

sous a z o t e  ou sous a i r  à 4°C. A i n t e r v a l l e s  de temps r é g u l i e r s ,  des  

numérations son t  e f f e c t u é e s  s u r  100 mg de poudre, a f i n  d ' e s t imer  l a  

p e r t e  de  v i a b i l i t é  des i n o c u l a t s  pour l e s  d i f f é r e n t e s  modal i tés  de 

conservat ion.  Les r é s u l t a t s  nous ont  permis d ' é t a b l i r  l e s  équat ions  de 

r ég re s s ion  r e l a t i v e s  à chaque cas  (Tableaux XXXX à X X X I  - Figures  14 à 

17) .  

2  / INCIDENCE DU MILIEU D'ORIGINE DE LA CULTURE. 

En comparant deux à deux, par  l e  t e s t  t d e  S tudent ,  l e s  

c o e f f i c i e n t s  de régress ion  r e l a t i f s  aux courbes de s u r v i e  sous une 

atmosphère donnée, on note  pour chacune des  modal i tés  de  conservat ion 

que l e s  c o e f f i c i e n t s  de r é g r e s s i o n  sont  égaux deux à deux, au s e u i l  

a = 5% (Tableaux XXX & XXXI). 
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Figure 14 

Courbes de survie de Pa souche 3-55 sous différentes atmosphsres de 
conservation (air, vide partiel, azote) ii 4°C. Cultures réalisées en 
milieu TY ; support dwatomisation : lait (10 Z), saccharose (2 X ) .  

Y : Population bactérienne exprimée en log. 

Figure 15 

Courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes atmosphères de 
conservation (air, vide partiel, azote) à 4°C. Cultures réalisées en 
milieu ISWBBILII ; support d'atomisation : lait (10 %), saccharose (2 %). 



Figure 16 

ModBlisation des courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes 
amsphères de conservation (air, vide partiel, azote) il 4°C. Cultures 
réalisées en milieu TY ; support d ' atonisation : lait (10 X) , saccharose 
(2 XI* 

G 
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,.... ;..... SCUS a h  :;re SCUS a z ~ f e  ... < i-i 
Le.-. - Msous &.&... vide partiel 

Y : Population bactérienne exprimée en log. 

Figure 17 

Modélisation des courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes 
atmosphères de conservation (air, vide partiel, azote) à 4°C .  Cultures 
réalisées en milieu ISWARâN ; support d'atomisation: lait (10 XI, 
saccharose (2 Z). 

. . 
100 JOURS 



Tableau XXIX 

Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la 
souche Bioprox. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote 

Culture et atomisation avec le milieu ISWARAN 
Tests de signification des coefficients de régression 
Test d'égalité des coefficients de régression 

Milieu ISWARAN - Conservation sous azote 
équation de régression : Y = 8,76 ( ~ ) - ~ f ~ ~ ~ ~  
coefficient de corrélation : r = 0,937 
Test de signification du coefficient de régression 

1 S O U ~  ce de variation 1 degrés de 1 somme des car rés 1 car r 6s moyens ( F 1 
1 1 liberté Ides écarts 1 1 1 I-------------------I---------I----------------l----------------l--------- 
1 ~ é g r  ession 

I 
1 1 16,496.10-3 16,496.10-3 128,6* 1 I-------------------I---------I----------------l----------------l--------- 

l~cartpar rapportàl 4 ( 9,079. loe4 12,270.  IO-^ 1 
I 

Ila régression 
I 

I I I I I-------------------I---------I----------------l-------------------------- I 
1 TOTAUX 1 5 1 7,404 . 1 0 - ~  ( 

I 
...................................................................... I f -  * 

< 
Milieu ISWARAN - Conservation sous vide 
équation de r &gr ess ion : Y = 8,95 ( x ) - O ~ O ~ ~ '  
coefficient de corrélation : r = 0,967 
Test de signification du coefficient de régression 

~ S O U K ~ ~  de variationldegrés de(somme des carrés1 carrés moyens 1 F 1 
1 ( liberté 1 des écarts 1 1 I-------------------I---------I----------------l----------------l--------- I 
I~égression 

I 
1 1 1 7,61 .  IO-^ 1 7,61 . 10'~ 1 58,09** 1 I-------------------I---------I----------------l----------------l--------- 

l~cartparrapportàl 4 15,24 . 1 0 - ~  (1,31 .  IO-^ 1 
I 

1 la régression 
I 

l I I I I-------------------I---------I----------------l-------------------------- I 
1 TOTAUX 1 5 1 8,13 .  IO-^ 1 ......................................................................... I 
Test de Hartley d'égalité des variances relatives aux 4 régressions des 
tableaux XXIX et XXX 

L' hypothèse d' égalité des variances est acceptée. 

Test d'égalité des coefficients de régression 

~'h~pothèse d'égalité des coefficients est acceptée au seuil a =  5 % 



Tableau XXX 

Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la 
souche Bioprox. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote 

Culture issue du milieu TY 
Tests de signification des coefficients de régression 
Test d'égalité des coefficients de régression 

Milieu TY - Conservation sous azote 
équation de régression : Y = 8,72 ( ~ ) - ~ f ~ ~ ~ ~  
coefficient de corrélation : r = 0,919 
Test de signification du coefficient de régression 

~ S O U K ~ ~  de variationldegrés delsomme des carrés1 carrés moyens 1 F 1 
1 1 liberté Ides écarts 1 1 I-------------------I---------I----------------l----------------l--------- I 

I 
1 Régr ession 1 0,01017 1 0,01017 1 21,6* 1 

i 0,00047 i 
]la régression 

i 
I I I I I-------------------I---------I----------------l-------------------------- I 

1 TOTAUX 1 5 1 0,0120 1 1 
I 

Milieu TY - Conservation sous vide 
équation de régression : Y = 8,66 ( x ) - ~ , ~ ~ ~ ~  
coefficient de corrélation : r = 0,877 
Test de signification du coefficient de régression 

1 Sour ce de variation 1 degr 6s de 1 somme des car r 6s 
1 1 liberté Ides écarts I-------------------I---------I---------------- 
I~égression 1 1  1 0 , 0 0 7 7  I-------------------I---------I---------------- 
I~cart par rapport à1 4 1 0,00233 
1 la régression 1 1 
I-------------------I---------I---------------- 
1 TOTAUX 1 5 1 0,0100 

carrésmoyens 1 F 1 
I I 

Test d'égalité des coefficients des régressions relatives aux conservations 
sous vide et sous azote. 

tl-  f f /2  = 2,306 tobs = 0,397 a = 5 %  

de hypothèse d'égalité des coefficients est acceptée au seuil ff = 5 % 

Test d'égalité des coefficients de régression entre les milieux TY et 
ISWARAN : conservation sous vide. 

de hypothèse d'égalité des coefficients est acceptée au seuil ff = 5 % 



Aucune d i f f é r e n c e  n ' a  pu ê t r e  m i s e  en évidence e n t r e  les courbes de 

s u r v i e  des  inoculums p rodu i t s  avec l e s  c e l l u l e s  i s s u e s  d e s  deux mil ieux 

de c u l t u r e  ; l a  synthèse de  polysaccharides bac t é r i ens  dans l e  mi l ieu  

ISWARAN ne protège pas l e s  c e l l u l e s  déshydratées .  

D 'au t res  e s s a i s  r é a l i s é s  avec l a  souche G49, mont rera ien t  même un 

e f f e t  défavorable ,  s u r  l a  conserva t ion  des  c e l l u l e s  déshydra tées ,  de 

l e u r  présence en q u a n t i t é s  importantes  dans l e  support  d 'a tomisa t ion  

(Tableau XXX b i s ) .  Dans c e s  e s s a i s  l a  t o t a l i t é  des  polysaccharides e s t  

gardée dans l e  support  d 'a tomisa t ion .  Les r é s u l t a t s  des  numérations 

montrent une m o r t a l i t é  p lus  importante  au cours du temps, dans l e s  

inoculums contenant  des  q u a n t i t é s  importantes  de polysaccharides.  Ces 

r é s u l t a t s  ne sont  pas forcément en con t r ad ic t ion  avec l e s  observa t ions  

r é a l i s é e s  dans l e  so l .  En e f f e t  dans l e  s o l ,  l a  présence de  ces  

polysacchar ides  t r è s  hygroscopiques peut  l i m i t e r  l e s  t r a n s f e r t s  d e  l ' e a u  

e t  é v i t e r  l a  des s i cca t ion  des  c e l l u l e s  (29 ,  98, 99,  112,  189). Leur 

présence dans un inoculum fortement  déshydraté  ma in t i end ra i t  à l ' i n v e r s e  

des  q u a n t i t é s  d 'eau t rop  é l evées  pour i nh ibe r  l e  fonctionnement 

enzymatique des  c e l l u l e s ,  condi t ion  néces sa i r e  au maint ien de  l e u r  

i n t é g r i t é  fonc t ionne l l e  (15 ,  8 7 ,  116, 118, 124, 187, 188). 

3  / INCIDENCE DE L'ATMOSPHERE DE CONSERVATION. 

Suivant  l 'atmosphere de conserva t ion ,  l e s  courbes de s u r v i e  des  

inoculums de  l a  souche G49 d é c r i t s  en 1 s ' é t a b l i s s e n t  su ivan t  des  

modèles de régress ion  d i f f é r e n t s .  

- sous a z o t e  e t  sous v i d e ,  l e s  modèles de régress ion  s e  rapprochant l e  

p lus  de l ' obse rva t ion  sont  de type a l lomét r ique  Y + a . xb (Tableaux 

XXIX & XXX). Pour chaque mi l i eu ,  l e s  c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  r e l a t i f s  

aux deux modal i tés  de conserva t ion  ont  é t é  comparés deux à deux par  l e  

t e s t  t de  Student.  L'hypothèse d ' é g a l i t é  des  c o e f f i c i e n t s  e s t  acceptée 

au s e u i l  ù = 5%. 

La comparaison de ces  deux modes de conservat ion a  également é t é  

r é a l i s é e  avec l e s  souches 3 . 2  e t  3.32 (Tableaux X X X I I  & XXXIII). La 

r é a l i s a t i o n  d e s  t e s t s  d e  S t u d e n t  c o n c l u t ,  d a n s  chacune  d e s  

expér imenta t ions ,  à l ' é g a l i t é  des  c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  es t imés  des 

courbes de surv ie .  



Tableau XXa bis 
Comparaison de l'évolution des c~ncentrations bactériennes au cours du 
temps, d'inoculums de la souche Bioprox confectionnés avec ou sans 
polysaccharides bactériens. 

mi l i eu  de! suppor t  1% volumétrique !concentrat ion bac t é r i enne  après!  

c u l t u r e  ! d ' a tomisa t ion  !de polysaccharides!  ! ! 225 à 250 ! 

! !dans l e  support ! i n i t i a l e  !30 jours  ! j ou r s  ! 

! ! ! 

! ! ! ! ! 

ISWARAN ! L a i t  + sacch. ! 20 X ! 8,8 ! 7,5 ! 6,8 ! 

ISWARAN ! L a i t  + sacch. ! 80% ! 9,9 ! 6,O ! 3 ,2 ! 

ISWARAN ! L a i t  + k a o l i .  ! 50% ! 10,8 ! 6,2 ! 3,5 ! 

TY ! L a i t  + k a o l i .  ! O % ! 8,8 ! 6,6 ! 3,s ! 

! + sacch. ! ! ! ! 

TY ! L a i t  + sacch. ! 0% ! 8,3 ! 7,8 ! 6,5 ! 

TY ! L a i t  ! 0% ! 10,l ! 7,O ! 5 ,O ,! 

! r ! r ! ! ' * ,  

sacch. : saccharose 

k a o l i .  : k a o l i n i t e  



ÿ able au' XXXI 

Etude des coefficients de régression des courbes de conservation do la 
souche Bioprox. Conservation sous air 

Cultures en milieu TYm ou Iswaran 
Tests de signification des coefficients de régression 
Test d'égalité des coefficients de régression 

Milieu ISWARAN 
équation de régression : Y = 8,54 - 0,0429 X 
coefficient de corrélation : r = 0,986 
Test de signification du coefficient de régression 

1 Source de variation 1 degrés de 1 somme des carrés 1 carrés 1 F 1 
1 1 liberté 1 des écarts 1 moyens 1 I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- I 
1 Régression 1 1 1 5,88 1 5,88 ( 103,8** 1 . 

I 
I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- 
1 Ecart par rapport à 1 3 1 0,16995 1 0,056651 

I 
( la régression 

I 
I I I I I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- I 

1 TOTAUX 1 4 1 6,05 1 1 
I 

-----------------------------------------------------------------------d' 

Milieu TYm 
équation de régression : Y = 8,16 - 0,0548 X 
coefficient de corrélation : r = 0,996 
Test de signification du coefficient de régression 

1 Source de variation 1 degrés de 
1 1 liberté 
(_____-----------------l----------- 
1 Régression 1 1 
I----------------------I----------- 
1 Ecart par rapport à 1 3 
1 la régression 1 i----------------------I----------- 
1 TOTAUX 1 4 

somme des carrés 1 carrés 1 F 1 
des écarts 1 moyens 1 ------------------I--------l--------- I 

9,604 
I 

1 9,604 1 396,86***1 
------------------I--------I--------- 

0,0726 1 0,002421 
I 
I 

I l ------------------I--------I--------- l 

9,677 
I 

I I I 

Test égalité des variances 

~'h~pothèse d'égalité des variances est acceptée. 

Test d'égalité des coefficients de régression 

 h hypothèse d' égalité des coefficients de régression entre les courbes 
de survie des inoculats issus des milieux TYm et ISWARAN conservés sous air 
est acceptée. 



Tableau XXXII 

Etude des coefficients de regression des courbes de conservation de la 
souche 3.32. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote 
Inoculum atomisé avec du lait + saccharose 

Sous vide 
ésuat ion de r &gr ession : Y = 10,43 (x)- 
coefficient de-corrélation : r = 0,94 

1 Source de variation 1 degrés de 1 somme des carrés ( carrés 1 F ( 
1 1 liberté 1 des écarts 1 moyens 1 I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- I 

1 ~égression 1 1 1 0,0231 10,0231 ( 21* 1 
I 

I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- 
( Ecart par rapport à 1 3 0,0033 1 0,001 1 1 

I 
1 la régression 

I 
I I I I I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - I - - - -  - 

1 TûTAUX 1 4 1 0,0264 1 1 @ ........................................................................ 
Sous azote 
équation de r ;gr ess ion : Y = 10,30 (X)- O f o g o 7  
coefficient de corrélation : r = 0,98 

1 Source de variation 1 degrés de 1 somme des carrés 1 carrés 1 F 1 
1 / liberté ( des écarts 1 moyens 1 I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- I 

I 
1 ~égression 1 1 1 0,0223 1 0,0223 1 43,7* 1 
I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- 
1 Ecart par rapport à 1 2 1 0,00102 1 0,000511 1 

I 

1 la régression I I I I I----------------------I-----------I------------------l-------l--------- I 

3 0,0233 
I 

I I I I I ........................................................................ I 

Test de iiartley d'égalité des variances 

 hypothèse d' égalité des variances est acceptée 

Test de Student d'égalité des coefficients de régression 

tobs = 0,184 NS a =  5 % tl  -(r/2 = 2,571 



Tableau XXXIII 

Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la 
souche 3.2. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote 
Inoculum atomisé avec du lait + saccharose 

Sous vide 
équation de régression : Y = 11,89 (x)- Ofogg3 

coefficient de corrélation : r = 0,987 

1 Source de variation 1 degrés de 1 somme des carrés 1 carrés 1 
1 1 liberté 1 des écarts 
I----------------------I-----------I------------------]--------l--------- 
i Régression i 1 i 0,0295 i 0,0295 i 77,63* 1 
I I 
1 Ecart par rapport à 1 
1 la régression 1 
I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- 
1 TOTAUX 1 3 1 0,0303 1 1 1 

I 

Sous azote 
équation de régression : Y = 11,88 (X)- 
coefficient de corrélation : r = 0,982 ........................................................................ 
1 Source de variation 1 degrés de 1 somme des carrés 1 carrés 1 F ] 
1 1 liberté 1 des écarts 1 moyens 1 I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- I 

1 Régression 1 1 1 0,0159 1'0,0159 1 56,79* 1 
I 

I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- 
1 Ecart par rapport à ( 2 1 0,00056 / 0,00028) 1 

I 
1 la régression I I I 1 I----------------------I-----------I------------------l--------l--------- I 

3 0,0165 
l 

I I I I I I 

Test de Student d'égalité des coefficients de régression 

- 1,77 NS tobs " a = 5 %  t l  -a/2 = 2,776 



Ces r é s u l t a t s  montrent que conserva t ion  sous azo te  e t  sous v ide  

s o n t  équ iva l en te s  pour l e  maint ien des  p o t e n t i a l i t é s  v i t a l e s  des  

inoculums. 

- l e  cas  l e  p lus  défavorable  à l a  s u r v i e  de Bradyrhizoblum japonicum est 

l e  ca s  de l a  conserva t ion  sous a i r .  La concent ra t ion  bac tér ienne  s u i t  

une r ég re s s ion  l i n é a i r e  déc ro i s san te  en  fonc t ion  du temps ; on ne 

re t rouve  p l u s  de b a c t é r i e s  ap rè s  150 jours  de  conserva t ion  (F igu res  14 à 

1 7 ,  Tableau XXXI). 

E t an t  donnée 1' in f luence  n é f a s t e  de l 'oxygène s u r  l a  conserva t ion  

des  inoculums déshydra tés ,  d ' a u t r e s  e s s a i s  on t  é t é  r é a l i s é s  a f i n  

d ' e s saye r  d 'amél iorer  l a  conserva t ion  des  inoculums en  présence 

d'oxygène. L '  expérimentat ion e s t  r é a l i s é e  avec l a  souche 3 . 2  e t  avec l a  

souche 3 . 3 2 .  Des inoculums a  base de l a i t  écrémé e t  d e  saccharose ont  

é t é  p rodu i t s .  Les c e l l u l e s  son t  r e p r i s e s  dans l ' e a u  pour l ' inoculum 

témoin e t  maintenues dans l e  mi l i eu  de c u l t u r e  TYm pour l e s  t r o i s  

a u t r e s .  De l ' h u i l e  de s i l i c o n e  ou de la gomme arabique s o n t  addi t ionnées  

dans deux concentrés  c e l l u l a i r e s .  Chacun des  inoculums p r o d u i t s  e s t  

conservé sous azote  e t  sous a i r ,  à 4°C à une humidité r e l a t i v e  proche de 

O par  a d d i t i o n  de s i l i c a g e l .  

Les r é s u l t a t s  d e s  numérations de c e l l u l e s  v i a b l e s  (F igu re  18) 

montrent que 

- l a  souche 3 . 3 2  a une m o r t a l i t é  p lus  f o r t e  que l a  souche 3 . 2  q u e l l e s  

que s o i e n t  l e s  modal i tés  de déshydra ta t ion  e t  de conserva t ion .  

- La présence du mi l ieu  TYm dans l e  support  d 'a tomisa t ion  f a v o r i s e  l a  

s u r v i e  des  c e l l u l e s  déshydratées  pour l e s  deux modal i tés  de 

s tockage.  

Dans ces  condi t ions  d e  product ion e t  de stockage l a  l ongév i t é  des  

inoculums e s t  largement supér ieure  B 150 jou r s  en présence 

d'oxygène, mais l a  concent ra t ion  bac tér ienne  ne r e s t e  à un niveau 

acceptab le  après  c e t t e  pér iode  que dans l e  cas  de l a  souche 3 . 2 .  On 

ne peut  cependant s a v o i r  s i  c e t t e  f o r t e  augmentation de  l a  pér iode 

de s u r v i e  des  b a c t é r i e s  e s t  imputable aux suppor ts  employés ou à l a  

conservat ion à f a i b l e  humidité r e l a t i v e .  Ce paramètre s e r a  é tud ié  

u l té r ieurement .  



Figure 18 nd'd 
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Influence de l a  présence d'oxygène sur l a  conservation à 2'C e t  rt C 
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- L' e f f e t  de  l a  présence d'oxygène r e s t e  marqué, l e s  concent ra t ions  

bac tér iennes  é t a n t  envi ron  10 f o i s  p lus  f a i b l e s  quand l e s  inoculums 

sont  conservés sous  a i r .  

- L'emploi d 'un  a d d i t i f  t e l  que l ' h u i l e  de s i l i c o n e  semble pro téger  l e s  

c e l l u l e s  déshydra tées ,  l e s  concent ra t ions  c e l l u l a i r e s  des  inoculums 

conservés sous a i r  s o n t  en e f f e t  l e s  p l u s  f o r t e s  pour ce type 

d'inoculum. La pér iode  d 'observa t ion  n ' e s t  cependant pas  assez  

longue pour me t t r e  en  évidence l e s  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s .  

En t o u t  é t a t  de cause ,  l a  conservat ion en présence d ' a i r  q u i  e s t  l a  

s o l u t i o n  l a  p lus  s imple ,  r e s t e  à d é c o n s e i l l e r  pour de  longues pér iodes  

d e  s tockage ; il semble d i f f i c i l e  de supprimer les e f f e t s  i n d é s i r a b l e s  

de l 'oxygène par  des techniques  simples. 

III / ETUDE DE LA V I A B I L I T E  DES INOCULUMS EN CONSERVATION A 

DIFFERENTES HUMIDITES R E L A T I V E S .  

1 / INFLUENCE DE L'HUMIDITE RELATIVE DE CONSERVATION. 

Des inocu la t s  des  souches 3.2 e t  3.32 on t  é t é  obtenus par  

a tomisa t ion  de concent rés  c e l l u l a i r e s  addi t ionnés  de  l a i t  e t  de 

saccharose.  A l a  s o r t i e  de l ' a tomiseu r ,  l e s  poudres son t  à une aw s i t u é e  

e n t r e  0 ,2  e t  0,4. Des f r a c t i o n s  de poudre de  100 mg environ son t  

r é p a r t i e s  en tubes (50 x 10mm) e t  p lacées  dans des  ence in t e s  à 

d i f f é r e n t e s  aw. 

Pour une a, donnée, l e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  p l acés  s o i t  directement  

sous a z o t e ,  s o i t  exposés préalablement à un v ide  p a r t i e l  pendant 24 

heures  pu i s  p lacés  sous a z o t e ,  a f i n  d ' o b t e n i r  une mise à l ' é q u i l i b r e  

r ap ide  de  l ' é c h a n t i l l o n .  

Des numérations d e  c e l l u l e s  viables '  sont  e f f e c t u é e s  à i n t e r v a l l e s  

d e  temps r é g u l i e r s  s u r  ce s  é c h a n t i l l o n s ,  a f i n  d ' é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  de 

l ' humid i t é  r e l a t i v e  de  conserva t ion  s u r  l a  s u r v i e  de Bradyrhizobium 

j aponicum. 
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1-1 / Etude de la perte de viabilité d'inoculums de la souche 3.32 

conservés à différentes humidités relatives 20'C. 

L '  expérimentat ion a  é t é  renouvelée à deux r e p r i s e s .  Un mutant 

r é s i s t a n t  à l a  s treptomycine a  é t é  employé a f i n  de f a c i l i t e r  l e  repérage 

de l a  souche 3.32. Les inoculums s o n t  conservés à 20°C. 

La première expérimentation a é t é  e f f e c t u é e  s u r  un inoculum d 'une 

concen t r a t ion  de 3 ,4  . log Bradyrhizobiums par  gramme ( s o i t  Y = 9 ,5 ) .  Les 

r é s u l t a t s  des  dénombrements de c e l l u l e s  v i a b l e s  son t  r é c a p i t u l é s  dans l a  

f i g u r e  19. 

Les modèles de r é g r e s s i o n  correspondant l e  mieux à l ' obse rva t ion  

on t  é t é  recherchés.  Les courbes les mieux a j u s t é e s  s ' é t a b l i s s e n t  su ivant  

des  modèles a l lomét r iques :  Y = a  . xb (Tableau XXXIV) 

Les t e s t s  d ' é g a l i t é  des  c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  par  l e  test t de 

S t u d e n t  donnen t  l e s  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  p o u r  l a  p r e m i è r e  

expérimentat ion : 

- Les r ég re s s ions  r e l a t i v e s  aux a, 0,O - O,11 e t  0 ,23 doivent  ê t r e  

c o n s i d é r é e s  comme i d e n t i q u e s ,  l e s  d i f f é r e n c e s  n ' é t a n t  p a s  

s i g n i f i c a t i v e s .  De même. l e s  c o e f f i c i e n t s  de  r ég re s s ion  r e l a t i f s  aux 

aw 0,43  - 0,75 e t  0 ,86  ne son t  pas s ign i f i ca t ivemen t  d i f f é r e n t s .  

Par c o n t r e ,  e n t r e  les a, 0,23 e t  0 ,43 l e s  v a l e u r s  de tobs. s o n t  

respectivement de 6,292** a p r e s  vide p a r t i e l  e t  de 2,894* pour l e s  

é c h a n t i l l o n s  conservés sous azote .  Les r é s u l t a t s  des  numérations 

s o n t  donc s ign i f i ca t ivemen t  d i f f é r e n t s  e n t r e  l e s  é c h a n t i l l o n s  

conservés à f a i b l e  a, (<0 ,23)  e t  l e s  é c h a n t i l l o n s  conservés à des 

a, plus  é l evées ,  l e s  f a i b l e s  a, é t a n t  l e s  p l u s  favorables  à l a  

s u r v i e  ( f i g u r e s  19 & 20). 

- La mise à l ' é q u i l i b r e  rap ide  par  l ' é t a b l i s s e m e n t  d 'un  v ide  p a r t i e l  

pendant 24 heures avant  conservat ion sous a z o t e ,  ne modifie pas 

s ign i f i ca t ivemen t ,  l e s  taux de  su rv i e  de  Brady rhizobium j aponicum 

dans l 'inoculum. 





Figure  19 

Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.32 de concentration 
initiale Y = 9 ,5 ,  pour différentes humidités relatives de conservation, 
à 20'C. 

- Mise à 1 Gquilibre sous azote. 

- Xise à l'équilibre sous vide. 

0% 11% 23 % 43% 75% 86% H.R. 

l 5 
II- 



Figure 20 

ModGlisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche 3.32 de 
concentration initiale Y = 9 3 ,  pour différentes humidités relatives de 
conservation, à 20'C. 

Mise à l'équilibre sous azote 

Mise à l'équilibre sous vide 

- 



La deuxième expérimentation (F igure  21) a  é t é  r é a l i s é e  s u r  un 

inoculum d 'une concent ra t ion  de  9,6.1010 Bradyrhizobiums par  gramme 

( s o i t  Y = 11). 

Les modèles de r ég re s s ion  son t  a l lomét r iques  pour l e s  f a i b l e s  a,, 
exponent ie l s  pour l e s  a, é levées  Y = a . bX e t  dans un cas  (a,  0,861 on 

observe une décro issance  l i n é a i r e  Y = a - b . X (Tableau XXXV & Figure 

22). 

La compararaison des  c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  par  l e  t e s t  t de 

Student  permet de t i r e r  l e s  conclusions su ivan te s  : 

- les aw 0,O - O,11 et  0,23 son t  les p lus  favorables  à l a  conservat ion 

de  1' inoculum. 

Dans c e t t e  expérimentat ion,  il e s t  p o s s i b l e  de met t re  en 

évidence des  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l e s  % 0,11 e t  0 ,23 ,  

l'a, O,11 é t a n t  mei l leure .  (comparaison des  a, O ,11 e t  0 ,23 après  

mise à l ' é q u i l i b r e  sous v ide  : tobs. = 2,661*). 

11 e x i s t e  également une d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  ( tobs.  = 

2,674") e n t r e  l e s  c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  r e l a t i f s  aux a, 0 ,O 

e t  O,11 ap rès  mise à l ' é q u i l i b r e  sous v ide  p a r t i e l ,  a l o r s  que l e s  

c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  es t imés  r e l a t i f s  à c e s  mêmes % e t  

stockage sous azo te  s o n t  égaux au s e u i l  a = 5% ( tobs. = 1,016NS). 

On note  également, que l e s  r é s u l t a t s  des  numérations e f f e c t u é e s  

s u r  l e s  é c h a n t i l l o n s  conservés à a, = 0,O son t  d i f f é r e n t s  au s e u i l  

a = 0 ,1%,  su ivant  que l a  mise à l ' é q u i l i b r e  s o i t  e f f ec tuée  sous 

azo te  ou sous v ide  ( tobs.  = 11,3***). Ces r é s u l t a t s  montrent 

c la i rement  qu'une déshydra ta t ion  poussée e t  obtenue rapidement e s t  

n é f a s t e  à un maint ien fonc t ionnel  des  c e l l u l e s  s u r  de  longues 

p é r i o d e s .  Ces r é s u l t a t s  ne s o n t  p a s  n é c e s s a i r e m e n t  e n  

con t r ad ic t ion  avec l e s  précédents ,  c a r  une moins bonne adéquation 

des  modèles de r ég re s s ion  à l ' o b s e r v a t i o n  s u f f i t  à diminuer l a  

s e n s i b i l i t é  des t e s t s .  

- Aux + é l evées ,  il y a  r éhydra t a t ion  des  poudres dont  l a  v a l e u r  d'aw 

s e  s i t u e  e n t r e  0 ,2  e t  0 ,4  à l a  s o r t i e  de l ' a tomiseur .  

Les comparaisons des  deux modal i tés  de conserva t ion  on t  é té  

e f f ec tuées .  La mise à l ' é q u i l i b r e  r ap ide  s e  r évè l e  ê t r e  n é f a s t e  à 



1 a, de con- 1 équation de régression 1 coefficient de 1 ~ésultat de test de signi- l~ntervalle de confiance ) 

1 servation 1 1 corrélat ion 1 f icat ion du coefficient de 1 des coefficients de 1 
1 1 1 1 régression ; F 1 régression, a = 5 % ( 

) Mise à l'équilibre sous azote I 

) Mise à l'équilibre sous vide partiel I 
I 

1 0,o  1 Y = 11,2 ( X ) -  0,1787 1 0,981 1 103,9** 1 b +  0,0486 - I 
1 0 , l l  1 Y = 11,3  ( X ) -  0,1420 1 0,984 1 123,3*** ( b +  0,0358 - I 
1 0,23 1 Y = 11,9 (X)  - 0,2120 1 0,977 1 85,0** 1 b + 0,0636 - I 
1 0,43 1 Y = 9 ,3  (0 ,9665)x 1 0,975 1 78,1** ( b - + 0,0122 1 
1 0,75 1 Y = 11,6 (0,9397)X 1 O ,998 1 808,5*** b 2 0,0078 I 
1 0,86 1 Y = 11,8 (0,9177)x 1 0,997 1 589,6*** 1 b t  0,0142 I 

Test d'égalité des variances par le test de Hartley : régressions allométriques Hobs = 7,86 ; H0,95 = 25,2 
régressions exponentielles Hobs = 27,75 ; 80.95 = 29.5 

~ ~ h ~ p o t h è s e  d'égalité des variances est acceptée. 

Tableau XXXV 
 tud de et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche 3.32 à différentes humidités relatives de 
conservation. Population initiale Y = 11,O 



Figure 21 
Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.32 de concentration 
initiale Y = 11, pour différentes humidités relatives de conservation, B 
20°C. 

Mise à l'équilibre sous azote 

Mise à l'équilibre sous vide 



Figure 22 
Modélisation de la perte de viabilité d'un inoculurn de la souche 3.32 de 
concentration initiale Y = 11, pour différentes humidités relatives de 
conservation, a 2 0 " ~ .  

- 
Else B l'équilibre sous azote 

J 
souche 3 4  

Mise a l'équilibre sous vide 

souche Z432 
-4 

Y : population bactérienne en log 

Y : population bactérienne en log 



l a  s u r v i e  des  c e l l u l e s  ( p a r  exemple : comparaison des  c o e f f i c i e n t s  

de r ég re s s ion  pour  l a  va l eu r  d'a, 0,75 : tobs. = 7,266***). 

En o u t r e ,  l a  s u r v i e  des  c e l l u l e s  v a r i e  s ign i f i ca t ivemen t  pour l e s  

d i f f é r e n t e s  v a l e u r s  d ' a ,  : 

Après mise à l ' é q u i l i b r e  sous v ide  p a r t i e l ,  l e s  p e r t e s  de 

v i a b i l i t é  sont  d i f f é r e n t e s  e n t r e  les a, 0,43 e t  0 ,75 ( tobs.  i 

4,349**) e t  e n t r e  l e s  a, 0,75 e t  0,86 (tobs.  = 5,089**). 

Sous a z o t e ,  l e s  a, 0,43 e t  0 ,75  sont  équ iva l en te s  e t  l'a, 
0,75 permet une me i l l eu re  s u r v i e  que 1' a, 0,86. 

Cet te  é tude  montre que l e s  f a i b l e s  a, son t  néces sa i r e s  à l a  su rv i e  

des  c e l l u l e s  de Bradyrhizobium japonicum dans l ' inoculum e t  q u ' i l  e s t  

ind ispensable  d ' é v i t e r  une réhumidi f ica t ion  de l a  poudre obtenue par  

a tomisat ion,  pa r  expos i t i on  à des  humidi tés  r e l a t i v e s  supé r i eu re s  à 23%. 

Cependant, à une température de 20 O C ,  l a  v i a b i l i t é  de 1' inoculum b a i s s e  

rapidement, ce qui  compromet l a  l ongév i t é  de  l 'inoculum. C e t t e  m o r t a l i t é  

importante e s t  peut ê t r e  d ' a u t a n t  p l u s  marquée que la  souche 3.32 e s t  

t r è s  s e n s i b l e  à l a  déshydra ta t ion  comme c e l a  a  é t é  é t u d i é  ($11.3) .  Pour 

confirmer ou non l e s  r é s u l t a t s  obtenus,  l a  même expérimentat ion e s t  donc 

recommencée avec l a  souche 3.2 à deux températures de conserva t ion  : 2°C 

e t  20°C. 

1.2 / Conservat ion d'inoculums d e  l a  souche 3.2. 

Un mutant de l a  souche 3.2 r é s i s t a n t  à l a  s t reptomycine a  é t é  

employé. Après atomisat ion,  l e s  inoculums s o n t  r é p a r t i s  e n  tube  comme 

précedemmment e t  t r a n s f é r é s  dans l e s  e n c e i n t e s  à d i f f é r e n t e s  humidi tés  

r e l a t i v e s .  Les é c h a n t i l l o n s  son t  p l acés  sous azote ,  s o i t  d i rec tement  

s o i t  ap rè s  é t ab l i s semen t  d'un v ide  p a r t i e l  pendant 24 heures.  

1.2 . 1 1 Etude d e  la  p e r t e  d e  v i a b i l i t é  d  'un inoculum d e  l a  souche 

3.2 conservé à d i f f é r e n t e s  humidi tés  r e l a t i v e s  à. 20°C. 

L 'expérimentat ion r é a l i s é e  à 20°C e s t  e f f ec tuée  s u r  un inoculum 

d 'une concent ra t ion  d e  5 . 1 0 ~ ~  Bradyrhizobium japonicum par  gramme 

( Y  = 11,7).  



Tableau aaXVL. 
Rtude e t  d é l i s a t i o n  de  la  perte de viabilité d'un inaculum de la  
souche 3.2 3 différentes humidités relatives de  cmservatim, B 20'C. 
Population initiale Y = 11,7 

! ! ! ! ! ! 
! !coefficient!résultat test!intervalle!nombre ! 

a !équation de régression !corrélation!signification!confiance !de jours! 
W ! ! ! !de b; a~5%!0ù Y<9 ! 

! ! ! ! ! ! 
m i s e  3 l'équilibre e t  conservation sous azote. 

! ! ! ! ! 
0,231 Y = 12,2 * (X) -O '1480 ! 0,974 ! 74,40** !b 2 O ,0477 ! 

! ! ! ! ! 

Témoin! Y = 10,9 - 0,1548 * X ! 0,992 ! 245,9*** !b - + 0,0275! 
! ! ! ! ! 

mise iî l'équilibre sous vide e t  conservation sous azote 

0,23! Y = 10,6 * (0 ,9894)A ! 0,977 1 85,07** !b - + 0,0033! ! 
! ! ! ! ! ! 

0,431 Y - 10,l * (0,9642)' ! 0,979 ! 91,9** !b - + 0,0105! ! 
! ! ! ! ! ! 

O,75! Y = 10.8 * (0,9647)' ! 0,991 ! 220,9*** !b - + 0,00671 ! 
! 1 ! ! ! ! 

0,86!Y=10,8-0,2315*X! 0,983 ! 118,2*** !b+ - 0,0683! 8 ! 
! ! ! ! ! ! X Témoin! Y = 11,8 * (0,9695) ! 0,955 ! 41,5** !b+ - 0,01331 9 !  
! ! ! ! ! 



Figure 23 
Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentration 
initiale Y = Il,?, pour differentes humidités relatives de 
conservation, B 20°C. 
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Mise à l 'dquilibre sous azote 
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Figure 24 
Modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche 3.2 de 
concentration initiale Y = 11,7, pour différentes humidités relatives 
de conservation, B 20°C- 

Mise à l'équilibre sous azote 

m 
souche 3,2, 28°C 

Mise à l'équilibre sous vide 

Y : population bactérienne en los 



L e s  va l eu r s  des  numérations bac t é r i ennes  appa ra i s sen t  dans l e s  

f i g u r e s  23. Les modèles de  r ég re s s ion  les mieux adaptés  à l ' obse rva t ion  

on t  é t é  recherchés.  Ils s o n t  de  type  a l lomét r ique  pour l e s  f a i b l e s  a,, 
exponent ie l  ou l i n é a i r e  pour l e s  a, é levées  e t  pour l e  témoin (Tableau 

XXXVI & Figure 24 ). 

Les r ég re s s ions  r e l a t i v e s  aux fa ib les  a, q u i  s o n t  l e s  p lus  

favorables  à l a  conserva t ion ,  on t  é t é  comparées e n t r e  e l l e s :  

- après  mise à l ' é q u i l i b r e  sous a z o t e ,  l'a, 0,O permet une conserva t ion  

me i l l eu re  que l ' a w  0 , l l  (tobs.= 4,006**), e l l e  même supé r i eu re  à 

l ' a ,  0 , 2  (tobs.= 3,145*), l e s  c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  é t a n t  

s ign i f i ca t ivemen t  d i f f é r e n t s .  

- ap rès  m i s e  à l ' é q u i l i b r e  sous v i d e ,  l e s  c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  

es t imés  pour l e s  a, 0,O e t  O , 1 1  son t  égaux (tobs.= 1,602NS), l'a, 
0,23 e s t  p lus  défavorable  à l a  conservat ion de  l ' inoculum 

(comparaison des  a, 0,11 e t  0 ,23  : tobs. = 6,206***). 

- La comparaison des deux modal i tés  de conservat ion pour l e s  t r è s  

f a i b l e s  a,, donne l e s  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  . A une a, de 0 , O ,  l a  mise 

à l ' é q u i l i b r e  sous azo te  e s t  p l u s  favorable  (tobs.= 4,067**) que l a  

m i s e  à l ' e q u i l i b r e  sous v i d e ,  a l o r s  qu 'à  une a, de O , 1 1 ,  l e s  

d i f f é r e n c e s  e n t r e  l e s  deux modal i tés  d e  conservat ion n ' e x i s t e n t  pas 

(tobs.= 0,737NS). 

Les r é s u l t a t s  abou t i s sen t  aux mêmes conclusions que dans l e  ca s  de 

l a  souche 3.32; une déshydra ta t ion  poussée e s t  néces sa i r e  à une longue 

v i a b i l i t é  de l ' inoculum, mais l a  r a p i d i t é  de  c e t t e  opéra t ion  condit ionne 

l a  su rv i e  des  c e l l u l e s  de Bradyrhizobium japonicum, une m i s e  à 

l ' é q u i l i b r e  l e n t e  é t a n t  souhai tab le .  

Aux aw é l evées ,  l'a, 0,75 permet une mei l leure  conserva t ion  que l e s  

a, 0,43 e t  0 ,86 ,  va leur  à l a q u e l l e  s e  développent d e  t r è s  nombreux 

contaminants fongiques. La comparaison des  r é s u l t a t s  obtenus pour l e s  

t r o i s  va l eu r s  d'aw ap rès  mise à l ' é q i l i l i b r e  sous azo te  sou l igne  des  

d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  (aw 0,43 & 0,75 : tobs.= 4,517** ; a, 0,75 & 

0,86 : tobs .= 6,253***). 



Avec l a  souche 3.2, il est poss ib le  de  main ten i r  l a  populat ion de 
9 l ' inoculum au dessus  de 10 b a c t é r i e s  pendant un mois e t  demi pour une 

modal i té  de conservat ion.  11 s e r a i t  très i n t é r e s s a n t  d 'amél iorer  l a  

l o n g é v i t é  de l ' inoculum par  s tockage  à des  températures p l u s  basses .  

Aussi l a  même expérimentat ion a  é t é  renouvelée en  p l açan t  l e s  

é c h a n t i l l o n s  à une température de  2" C. 

1.2.2 / Etude d e  la  v i a b i l i t é  d 'un inoculum d e  1.a souche 3.2 

conservé à d i f f é r e n t e s  humidi tés  r e l a t i v e s  à 2°C. 

L'expérimentation r é a l i s é e  à 2°C u t i l i s e  un inoculum d'une concen- 

t r a t i o n  de 6,3.101° Bradyrhizobium j aponicum par  gramme ( Y  = 10,8 ) -  

Les modèles correspondant  l e  mieux à l ' o b s e r v a t i o n  sont  d e  type 

exponent ie l .  Les c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  es t imés  son t  hautement 

s i g n i f i c a t i f s  (Tableau XXXVXI). 

La comparaison des d i f f é r e n t s  c o e f f i c i e n t s  d e  r ég re s s ion  permet de 

tirer les conclusions su ivan te s  : 

- Sous azote  les a, i n f é r i e u r e s  à 0,23 indu i sen t  des  m o r t a l i t é s  

i den t iques  : (comparaison des  a, 0,O & O,11 : tobs.= 2,138NS ; e t  

des  a, O , 1 1  & 0,23  : tobs.= 0,ONS). Pour ce s  va leurs  d'a,, la  

popula t ion  bac tér ienne  peut  3 t r e  maintenue au dessus d e  10' 

b a c t é r i e s  / gramme pendant p lus  de t r o i s  mois. 

- Après mise à l ' é q u i l i b r e  sous v ide ,  l e s  a, 0 ,1?  e t  0 ,23  son t  

é q u i v a l e n t e s  a l o r s  q u ' i l  a p p a r a i t  d e s  d i f f é r e n c e s  t r è s  

s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  les a, 0,O e t  O,11 (tobs.= 27 ,a***). D e  l a  

même manière l e s  deux modal i tés  de conserva t ion  s o n t  d i f f é r e n t e s  à 

( t o b s .  = 15,57***).  11 e s t  e n c o r e  montré  qu 'une  
déshydra ta t ion  rap ide  e t  complète e s t  n é f a s t e  à l a  s u r v i e  de 

Bradyrhizobium japonicum. 

- Les a, é l evées  son t  défavorables  à l a  s u r v i e  de  l a  souche. Les t e s t s  

soul ignent  des  d i f f é r e n c e s  hautement s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l e s  

conserva t ions  des  c e l l u l e s  aux aw 0,23 e t  0,43 ; sous azo te  on 

o b t i e n t  une va leur  tobs.= 15,8***. Toutefo is  à 2"C, l a  conservat ion 

à des  humidités r e l a t i v e s  supér ieures  à 0,23 ,  permet un maint ien 

d 'une v i a b i l i t é  é levée  (10' b a c t é r i e s  / gramme) pendant un peu p lus  

d ' un  mois. 



Tableau XEI[VII 
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la 
souche 3.2 à différentes humidités relatives de conservation, à 2'C. 
Population initiale Y = 10,8 

! ! ! ! ! ! 
! !coefficient!résultat test!intervalle !nombre ! 

a !équation de régression !corrélation!signification!confiance !de jours! 
! ! ! !de b; ~ 5 %  !où Y<9 ! 
! ! ! ! ! 

mise à l'équilibre et conservation sous azote 

Témoin! Y = 10,9 * (0,99736)~ ! 0,987 ! 224,9*** ! b +  - 0,00046! 75 ! - 
! ! ! ! ! ! 

mise à l'équilibre sous vide et conservation sous azote 

! ! ! 
0,231 Y = 10,8 * (O ,99881)' ! O ,991 ! 334,2*** 

! ! ! 
0,431 Y = 11 ,O * (O ,99442)' ! 0,989 ! 223 ,O*** 

! ! ! 
0,751 Y = 10,5 * (O ,99677)' ! 0,973 ! 70,8** 

! ! 
0,86! Y = 10,6 * (0,99495)' ! 0,980 ! 95,1** 

! ! ! 
Témoin! Y = 10.9 * (0,99664)' ! 0,998 ! 1202,4*** 

! ! ! 

* test de Hartley d'égalité des variances. 

12 populations, 6 degrés de liberté. 

S C E  Y.X IMX 
Hobs = --mm--------- = 7913 ; = 20,7 

SCE y .x min 

L'hypothèse d'égalité des variances est acceptée. 



Figure 25 
Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentratfon 
initiale Y = 10,8, pour differentes humidités relatives de 
conse~(r8tion, à S O C .  

Mise à l'équilibre sous azote 

Mise à l'équilibre sous vide 
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Figure 26 
Modélisatian de la perte de viabilité d'un inoculuin de la souche 3-2 de 
concentration idtia;te Y = 10,8, pour différentes humidités relatives 
de conservation, à 2'C- 

Mise à l'équilibre sous azote 

souche 3'2, 2°C rn Y : population bactérienne en log 

Mise à l'équilibre sous vide 

a t  ion bacter ienne en 



- Des t r o i s  va leurs  d 'aw,  la v a l e u r  de 0,75 e s t  l a  p l u s  favorable  à l a  

s u r v i e  de l a  souche. Par exemple, l a  comparaison des  c o e f f i c i e n t s  

de  r ég re s s ion  obtenus pour l e s  d i f f é r e n t e s  va l eu r s  d'a, ap rè s  mise 

à l ' é q u i l i b r e  sous a z o t e  donne l e s  va l eu r s  su ivan te s  : tobS,= 

3,971** pour l e s  % 0,43  & 0,75 ; tobs.= 3,498** pour l e s  a, 0,75 & 

0,86.  D'autre p a r t ,  il n 'y a pas d ' inc idence  de la  modal i té  de mise 

à l ' é q u i l i b r e  s u r  l a  conserva t ion  des  c e l l u l e s  pour c e t t e  gamme 

d 'humidi tés  r e l a t i v e s .  

En conclus ion ,  c e s  travaux o n t  montré qu'une déshydra ta t ion  poussée e s t  

n é c e s s a i r e  à une longue v i a b i l i t é  de l ' inoculum, mais l a  r a p i d i t é  de 

c e t t e  opé ra t ion  condit ionne l a  s u r v i e  des  c e l l u l e s  de  Bradyrhizobium 

japonicum, une mise à l ' é q u i l i b r e  l e n t e  é t a n t  souhai tab le .  On note  

cependant un comportement d i f f é r e n t  des  deux souches au regard des  

f a i b l e s  aw ; l a  souche 3.32 s u r v i t  mieux à une + de  O , 1 1 ,  a l o r s  que la  

souche 3.2 a  une m o r t a l i t é  p l u s  f a i b l e  à une aw de  0,03. La souche 3.32 

e s t  p l u s  s e n s i b l e  que l a  souche 3.2 à un é t a t  de  déshydra ta t ion  extrème. 

1.3 / Mscussion. 

L'observat ion des courbes de  conservat ion Y en fonc t ion  de  l'a, 

(Figures  19 à 26) montre d e s  courbes déc ro i s san te s  dans une première 

phase juqu 'à  1's 0,43. L'a, 0,75 permet en géné ra l  une longév i t é  

supé r i eu re  à l'a, 0 ,43 ,  a l o r s  qu ' à  une % de 0 ,86 ,  l a  longévi té  de 

l ' inoculum e s t  p lus  a l é a t o i r e .  

La concent ra t ion  bac t é r i enne  Y exprimée en logari thme n ' e s t  donc 

pas une fonc t ion  déc ro i s san te  inonotone de 1 ' .  Ces changements en 

apparence anormaux de l a  s u r v i e  des  c e l l u l e s ,  peuvent souvent ê t r e  

exp l iqués  par l e s  p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s  de  l ' e a u  e t  l ' é t a t  de  l ' e au  

dans l e  produi t .  

Une des  techniques q u i  permet de met t re  en évidence l ' é t a t  d e  l ' e a u  

dans un p rodu i t ,  cons i s t e  à é t a b l i r  s e s  isothermes de so rp t ion .  Les 

p rodu i t s  a l imen ta i r e s  ont en géné ra l  des  courbes sigmozdes (F igure  27) 

q u i  possèdent deux poin ts  d ' i n f l e x i o n  (13,  15 ,  31,  166, 184). 

- l e  premier p o i n t  d ' i n f l e x i o n  : po in t  BET d ' ap rè s  l a  t h é o r i e  de 

Brunauer (23 ) . 



Figure 27 

Isotherme d'adsorption d'un inoculum déshydraté a base de lait écrémé 
additionné de saccharose. 

quantité d'eau 
dans l'inoculum 
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- l e  deuxisme po in t  d ' i n f l e x i o n  : zone d e  "condensation c a p i l l a i r e " .  

D'après l a  t h é o r i e  de Brunauer, Etnmet & T e l l e r  (23)  r appor t ée  par 

Bouldoires ( 1 5 ) ,  e l l e s  s ' i n t e r p r è t e n t  de la  façon su ivante  : 

- en deçà du po in t  BET, l ' e a u  contenue dans l e s  é c h a n t i l l o n s  e s t  de 

l ' e a u  for tement  l i é e  par  l i a i s o n s  hydrogène avec des  groupes 

p o l a i r e s  s p é c i f i q u e s  (-OH ; -NH2 ; -CO) ou d e s  l i a i s o n s  

pep t id iques ,  e t  a s su ran t  e n t r e  a u t r e ,  l a  conformation des  

macromolécules organiques ( p r o t e i n e s ,  phospholipides,  ... 1. 
- Le premier changement de pente au po in t  BET correspond à une 

c o u v e r t u r e  monomo1éculaire  d ' e a u ,  t o u s  l e s  s i t e s  p o l a i r e s  

hydrophiles  formant des  l i a i s o n s  hydrogène avec l ' e au .  

- e n t r e  l e s  deux p o i n t s  d ' i n f l e x i o n ,  l a  courbe e s t  l i n é a i r e  ; une p a r t i e  

de l ' e a u  e s t  fa iblement  l i é e .  Pauling emet l ' hypo thèse  d 'un  

empilement succés s i f  de molécules d 'eau  s u r  c e t t e  première couche 

(15 ,  142). L'eau i n t e r a g i t  avec l e  p rodu i t  pr incipalement  p a r  des  

fo rces  é l e c t r o s t a t i q u e s  (groupements ion iques  type ~ 0 0 -  e t  - N H ~ +  ; 

groupements p o l a i r e s  type -SHI. 

- l e  second changement de pente ,  correspond à l a  zone d i t e  de 

"condensation c a p i l l a i r e "  où a p p a r a i t  1 'eau congelab le ,  l i b r e  

d ' i n t e r a c t i o n s  avec l e  s u b s t r a t .  Seule l ' e a u  l i b r e  e s t  u t i l i s a b l e  

par  l e s  microorganismes, e t  mobi l i sab le  pour l a  s o l v a t a t i o n  des  

ions.  

Les t ravaux r é a l i s é s  en l e v u r e r i e  i n d u s t r i e l l e  s u r  l e s  a p p l i c a t i o n s  

de l a  RMN aux é tudes  d e  déshydra ta t ion  de  l a  levure  (130)  montrent un 

é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  t r o i s  é t a t s .  Aux f a i b l e s  teneurs  en  eau ,  

l ' é l i m i n a t i o n  de l ' e a u  faiblement l i é e  i n d u i r a i t  un passage d 'une 

f r a c t i o n  de l ' e a u  for tement  l i é e  à un é t a t  d ' eau  faiblement  l i é e  (19,  

20, 130). 

Les isothermes d ' adso rp t ion  d 'un  inoculum de l a  souche 3.2 atomisée 

avec du l a i t  addi t ionné  de saccharose montrent deux po in t s  d ' i n f l e x i o n  

l e  premier s e  s i t u e  à une valeur  i n f é r i e u r e  à O , I l ,  l e  deuxième e n t r e  

0,43 e t  0,75. 



Les données théo r iques  e t  expérimentales  concernant l ' é t a t  de  l ' e au  

e t  les r é a c t i o n s  connues responsables  de l a  dégradat ion des  p rodu i t s  

a l imen ta i r e s  déshydra tés ,  nous amènent à formuler l e s  hypothèses 

su ivan te s  quant  aux r e l a t i o n s  q u i  pour ra i en t  e x i s t e r  e n t r e  l e s  courbes 

de s u r v i e  obtenues avec Bradyrhizobium japonicum e t  l e s  d i f f é r e n t e s  

va l eu r s  d ' a ,  : 

- En dessous du poin t  BET, il y a u r a i t  passage d'une p a r t i e  d e  l ' e a u  de  

c o n s t i t u t i o n  à un é t a t  fa iblement  l i é ,  ce  q u i  c a u s e r a i t  des  

dommages sévères  s u r  une f r a c t i o n  des  c e l l u l e s ,  dommages d ' a u t a n t  

p l u s  s évè res  que la  v i t e s s e  de déshydra ta t ion  e s t  é l evée  (27 ,  118). 

Ceci p o u r r a i t  exp l ique r  la v i a b i l i t é  moindre des inoculums, 

observée après  déshydra t a t ion  rap ide  sous  a, 0  ,O. 

- Le  po in t  BET s i t u é  e n t r e  l e s  a, 0,O e t  O , 1 1  co r r e spondra i t  à l ' é t a t  de 

déshydra ta t ion  opt imal  g a r a n t i s s a n t  l ' i n t é g r i t é  fonc t ionne l l e  des  

c e l l u l e s  sans q u ' i l  y a i t  une q u a n t i t é  d 'eau  s u f f i s a n t e  pour 

permet t re  l e  fonctionnement enzymatique. Ce t t e  v a l e u r  d'a, 

p e r m e t t r a i t  donc l e  taux de s u r v i e  l e  p l u s  élevé.  

- Dans l e s  p rodu i t s  a l imen ta i r e s  déshydra tés  c e r t a i n e s  r é a c t i o n s  s e  

m a n i f e s t e n t  aux  h u m i d i t é s  r e l a t i v e s  i n t e r m é d i a i r e s .  L ' eau  

fa ib lement  l i é e  l è v e  l ' i n h i b i t i o n  de  c e r t a i n s  enzymes q u i  condui t  à 

des a l t i r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  (27 ,  87 ,  116, 187) , de  même l e s  

r é a c t i o n s  de Mai l la rd  son t  poss ib l e s  e t  abou t i s sen t  à une 

dégrada t ion  de l ' A . D . N .  ; des  fréquences de  mutation spontanées 

é l evées  ont  é t é  r epo r t ées  (116, 186, 188).  Entre  l e s  deux va l eu r s  

s e u i l s  de l ' a w ,  l ' e a u  e s t  t r è s  r é a c t i v e ,  l a  m o r t a l i t é  e s t  une 

fonc t ion  c r o i s s a n t e  de  l'a,. E l l e  s e r a i t  l a  p lus  f o r t e  au deuxième 

po in t  d ' i n f l e x i o n  ( s i t u é  e n t r e  0 ,43  e t  0 ,75)  q u i  p o u r r a i t  

correspondre au p o i n t  de mob i l i s a t ion  du saccharose (0 ,53 ) ,  l e s  

p r o d u i t s  c r i s t a l l i s é s  a b s o r b a n t  d e s  q u a n t i t é s  d ' e a u  t r è s  

importantes  dès  l o r s  q u ' i l s  commencent à s e  s o l u b i l i s e r .  

- La présence d 'eau l i b r e  congelable  au d e l à  du deuxième poin t  

d ' i n f l e x i o n ,  p e r n e t t r a i t  à c e r t a i n e s  c e l l u l e s  de  r e t rouve r  l e u r  

i n t é g r i t é  physique ce  q u i  e x p l i q u e r a i t ,  l a  longévi té  accrue ,  b ien  

que re la t ivement  f a i b l e  de l ' inoculum. Aux aw supé r i eu re s  à 0,86,  

l a  conservat ion devien t  mauvaise, c a r  à ce f a i b l e  niveau de 



déshydra t a t ion ,  de  t r è s  nombreux contaminants fongiques s e  

développent.  

Nos r é s u l t a t s  a i n s i  que ceux a n t é r i e u r s  de Mary concernant  l a  

déshydra t a t ion  de c e l l u l e s  l i b r e s  de  Rhizobium m e l i l o t i  (116,  118) 

cad ren t  a s sez  b ien  avec c e t t e  hypothèse. En e f f e t ,  il observe un e f f e t  

n é f a s t e  des  déshydra ta t ions  r a p i d e s ,  l ' e x p o s i t i o n  des  c e l l u l e s  à a, 0,O 

a b o u t i s s a n t  à une mauvaise conserva t ion  de  Rhizobium. Les a, 0,23 e t  

0,43 permettent  de  main ten i r  l e s  c e l l u l e s  e n  v i e  p lus  longtemps, a l o r s  

que l 'a ,  0,66 v o i t  un d é c l i n  t r è s  r ap ide  de  l a  v i a b i l i t é  c e l l u l a i r e  e t  

une f o r t e  augmentation de  fréquence d ' a p p a r i t i o n  de mutants spontanés.  

Lors d'une é tude  s u r  l e  s t a t u t  de  l ' e a u  dans l e s  c e l l u l e s  de  Rhizobium, 

Bushby & Marshall  (27)  montrent que l a  zone de  "condensation c a p i l l a i r e "  

s e  s i t u e  e n t r e  l e s  va l eu r s  d ' a ,  0 ,6  e t  0 ,7 pour des  c e l l u l e s  de 

Rhizobium déshydra tées  sans  suppor t .  Dans c e  c a s ,  l ' a w  0,66 p o u r r a i t  

ê t r e  proche de l a  va l eu r  correspondant  à l a  zone d e  condensation 

c a p i l l a i r e .  Les % supér ieures  permettent  des  taux d e  s u r v i e  p lus  

é l evés .  

11 s e r a i t  t r è s  i n t e r e s s a n t  de  pouvoir met t re  en évidence l ' é t a t  de 

l ' e a u  dans l e s  inoculums secs  a i n s i  que dans l e s  c e l l u l e s  déshydra tés  

sans  aucun support  par  des  techniques de  RMN e t  de d e u t é r i a t i o n  de  l ' e a u  

(15 ,  19 ,  20,  2 7 ) ,  a f i n  d ' é t aye r  ou d ' i n f i r m e r  c e t t e  hypothèse. De même 

l ' é t u d e  des  f r a c t i o n s  membranaires suggérée en 5A.II.3 d e v r a i t  

éventuel lement  permet t re  de met t re  en évidence l e  r ô l e  p r o t e c t e u r  du 

saccharose e t  de déterminer  l e  s o l u t é  l e  p lus  compatible avec l e  

maint ien de l ' i n t é g r i t é  c e l l u l a i r e .  

2  / COMPARAISON DE LA VIABILITE D ' U N  INOCULUM DE LA SOUCHE 3.2 A 

FAIBLE A, ET DIFFERENTES TEMPERATURES DE CONSERVATION. 

L'inoculum u t i l i s é  dans l ' é t u d e  précédente d'une concent ra t ion  

b a c t é r i e n n e  d e  5.1011 b a c t é r i e s  / gramme a  s e r v i  d a n s  c e t t e  

expérimentat ion.  L ' e f f e t  de  t r o i s  températures  de conserva t ion  (-20°C, 

2°C e t  20°C), s u r  l a  su rv i e  de Bradyrhizobium japonicum a  é t é  é tud ié .  

Les é c h a n t i l l o n s  son t  condit ionnés sous azote  à % 0,O e t  O,11. 



Les modèles obtenus  sont  de type exponen t i e l ,  e t  l e s  c o e f f i c i e n t s  

d e  r ég re s s ion  es t imés  hautement s i g n i f i c a t i f s .  La comparaison des  

c o e f f i c i e n t s  de r é g r e s s i o n  donne les r é s u l t a t s  s u i v a n t s  (Tableau X X X V I I I  

& Figure 28)  : 

- A a, 0 ,O comme à a, 0 , 1 ,  l a  longévi té  de  l ' inoculum e s t  supé r i eu re  à 

-20°C qu ' à  2"C, elle-même supér ieure  à c e l l e  observée à 20°C. 

- L a  température de  conserva t ion  détermine pour une l a rge  p a r t  l a  

l ongév i t é  de  l ' inoculum. Ainsi l ' e s t i m a t i o n  d e  l a  période (nombre de  

j o u r s )  pendant l a q u e l l e  il e s t  poss ib l e  d e  main ten i r  une popula t ion  Y>9 

v a r i e  respectivement pour  l e s  a, 0,O & O,11, e t  pour chaque température 

de  386 e t  508 jours  à -20°C, 146 e t  240 jou r s  à 2"C, 61 e t  52 jou r s  à 

20 O C .  Ces observa t ions  r e jo ignen t  l e s  conclusions des  é tudes  menées s u r  

l ' i n c i d e n c e  des tempéra tures  s u r  l a  s u r v i e  de  Rhizobium dans d i v e r s  

i n o c u l a t s  (1, 102, 125,  165). 

Ces é tudes  ont  permis de met t re  en év idence ,  l e s  paramètres dont 

l ' i n f l u e n c e  est déterminante s u r  l a  longévi té  de  l ' inoculum. 

- De même que l e s  souches ont  des  taux de s u r v i e  t r è s  d i f f é r e n t s  l o r s  de 

l a  déshydra ta t ion ,  les souches n ' o n t  pas l a  même a p t i t u d e  à su rv iv re  

dans un é t a t  déshydraté.  La souche 3.32 p ré sen te  une m o r t a l i t é  beaucoup 

p l u s  f o r t e  que l a  souche 3.2 pour des  modal i tés  de  conserva t ion  

ident iques .  E l l e  e s t  e n  o u t r e ,  beaucoup p l u s  s e n s i b l e  à l a  présence 

d'oxygène. 

- Les f a i b l e s  humidi tés  r e l a t i v e s  de conserva t ion  s o n t  néces sa i r e s .  11 

s e r a i t  en  out re  s o u h a i t a b l e  de  conserver  l e s  inoculums à basse 

température,  e t  dans d e s  emballages hermétiques q u i  pe rme t t r a i en t  un 

s tockage d e s  c e l l u l e s  à l ' a b r i s  de  l 'oxygène e t  de  l 'humidi té .  

3  / INFLUENCE DU SUPPORT ET DE L'ADDITION DE SOLUTES, SUR LA 

CONSERVATION D'INOCULUMS DE LA SOUCHE 3.2, A 2°C ET HUMIDITE RELATIVE 

PROCHE DE O. 

Afin d ' i n d i v i d u a l i s e r ,  l ' i n f l u e n c e  du suppor t  s u r  l a  conservat ion 

des  c e l l u l e s  déshydra tées ,  les paramètres de conserva t ion  son t  

i den t iques  pour tous les i n o c u l a t s  : 

- température : 2°C 



Tableau XXXVIII 

Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un fnoculum de la 

souche 3.2 à dafférentes températures de conservation et faible humidité 

relative. Population initiale Y = 10,8. 

a ! !coefficient!résultat test!intervalle !nombre ! 
W tempé-Iéquation de régression !corrélation!signification!con£iance !de jours! 
rature ! ! 1 !de b; a=5% !où Y<9 ! 

* test de Hartley d'égalité des variances. 

6 populations, 6 degrés de liberté. 

SCE y.x max 
Hobs ------------ = 994 ; a 13,7  

SCE y.x min 

L'hypothèse d'égalité des variances est acceptée. 

* Comparaisons des coefficients de régression par le test t de Student. 



Figure 28 

• tu de de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentration 

initiale Y = 1 1 7  à faible humidité relative pour différentes 

températures de conservation. 

* conservation à une a,, égale à 0,03 

* conservation à une a égale à O,11 
W 

-20 O C  4-2" C 



- conserva t ion  SOUS azote  

- humidi té  r e l a t i v e  proche de O obtenue pa r  a d d i t i o n  de  s i l i c a g e l  dans 

l ' e n c e i n t e  de conserva t ion  d e  l ' inoculum. 

La mal todext r ine  e t  l e  l a i t  écrémé s o n t  u t i l i s é s  comme suppor ts  

d 'a tomisa t ion  à une concent ra t ion  de  10%; i l s  son t  employés s o i t  s e u l s ,  

s o i t  addi t ionnés  de  maltose ou de saccharose à 2%. 

3.1 / Résultats. 

Les courbes de  s u r v i e  r ep ré sen tan t  l e s  r é s u l t a t s  des  numérations 

s o n t  regroupées dans la  f i g u r e  29. Les modèles de régress ion  s o n t  de 

type  exponent ie l  (Tableau XXXIX, f i g u r e  30).  La comparaison des  

c o e f f i c i e n t s  de  r ég re s s ion  par  l ' a n a l y s e  de  l a  var iance  e t  la  recherche 

de  l a  p lus  p e t i t e  amplitude s i g n i f i c a t i v e  par  l a  méthode de  Newman e t  

Keuls ( 3 7 ,  129) permettent  d ' é t a b l i r  les conclus ions  suivantes .  

La présence de  saccharose ou de maltose q u i  in f luence  for tement  l e  

t a u x ' d e  su rv i e  au moment d e  l a  déshydra t ion ,  condi t ionne également l a  

conserva t ion  des  c e l l u l e s  déshydra tées ,  les c o e f f i c i e n t s  de r ég re s s ion  

é t a n t  s i g n i f  ica t ivement  d i f f é r e n t s .  On observe a i n s i ,  que l e  saccharose 

e t  dans une moindre mesure l e  maltose,  f a v o r i s e n t  l a  conservat ion des  

c e l l u l e s  déshydratées  en présence de  l a i t ,  a l o r s  q u ' i l s  dé favor i sen t  à 

l ' i n v e r s e  c e l l e  des  c e l l u l e s  déshydratées  avec l a  maltodextr ine-  

L ' i n t e r p r é t a t i o n  de c e s  r é s u l t a t s  paradoxaux e s t  d é l i c a t e .  Aucune 

c o r r é l a t i o n  n ' a  pu ê t r e  mise en évidence e n t r e  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d 'eau 

r e t enue  dans l e s  é c h a n t i l l o n s ,  déterminée par  étuvage (à llO°C, 24 

heu res )  e t  l a  s u r v i e  de Bradyrhizobium japonicum puisque pour les deux 

suppor ts  é t u d i é s ,  l ' a d d i t i o n  de saccharose e t  à un moindre degré de 

maltose augmente l a  teneur  en eau r é s i d u e l l e  des  échan t i l l ons  (Voir  

f i g u r e  31). Mügnier e t  Jung (124) suggèrent  un r ô l e  déterminant  du 

nombre de carbones,  du groupe fonc t ionnel  e t  du po in t  de  mob i l i s a t ion  de 

l a  molécule. Cependant, l e s  numérations de  c e l l u l e s  v i ab le s  r é a l i s é e s  

s u r  l e s  inoculums montrent que l ' i n f l u e n c e  des  s o l u t é s  s u r  l a  s u r v i e  e s t  

i nve r sée  su ivant  q u ' i l s  s o n t  a j o u t é s  au l a i t  ou à l a  maltodextr ine.  Ces 

observa t ions  nous amènent à rechercher  d ' a u t r e s  hypothèses s u s c e p t i b l e s  



Tableau XXXIX 

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobiura japonicum dans des 
inoculums additionnés de deux sucres différents. 

1 I 1 1 
! !coefficient! résultat du !intervalle ! 

NOEch.!équation de régression ! de ! test de !con£ iance ! 
! estimée !corrélation!signification!de b; u=5% ! 
! ! ! ! ! 
! .. ! ! ! ! 

Les numéros des échantillons correspondent aux supports suivants : 

l.........lait écrémé 4.........maltodextrine 
2.........lait écréme + maltose S.........maltodextrine + maltose 
3.........lait écrémé + saccharose 6.........maltodextrine + saccharose 

* Comparaison des coefficients de régression par l'analyse de la variance : 
test de parallélisme. 

source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! ! 
! liberté ! des écarts !moyens ! F ! 
! ! I ! ! 
! ! i ! ! 

régression linéaire ! ! ! ! 
moyenne ! 1 ! O ,19322 ! 0,19322 ! ! 

! ! ! I ! 
non parallélisme ! 5 ! O ,26063 ! 0,05213 !263,2***1 

! ! 1 ! ! 
écarts par rapport ! 30 ! O ,00593 ! 0,00023 ! ! 
aux régressions ! ! ! ! ! 

TOTAUX ! 3 6 ! O ,26656 ! 
! ! 

Le test de non parallélisme des droites de régression donne une valeur F 
hautement significative, ce qui signifie que les coefficients de régression 
estimés ne sont pas identiques. 



Figures 29 et 30 

Etude de la survie de la souche 3.2 B faible humidité relative et 2'C 
dans des inoculums à base de maltodextrine ou de lait écrém6,additiomés 
ou non de saccharose ou de maltose. 

* Bésultats des numérations 
Nombre de 
B;ao;;:F ium 

LSdïinoculum 
A Laic écrém6 + saccharose 

.Lait écr6mé + maltose 

Lait écrémé 

A Maltodextrine + saccharose 

0 Maltodextrine + maltose 

0 Maltodextrine 

1 
2a n tu 210 JOUR.? 

* Modélisation des courbes de survie. 
= 

]:ait - lait  - + naltose ~ ] a i ~ + s è L r ~ a r o s e  - a t f ~ ~  
!MD0 + maltose BMDO + saccharose 



Tableau XL 

Survie de Bradyrhizobium japonicuni dans des inoculuas additionnés de deux 
sucres différents. 

* Calcul de la plus petite amplitude significative. 
La plus petite amplitude significative est, pour un niveau de 

signification a, un nombre de moyennes donné, un nombre de degrés de liberté 
donné (relatif au carré moyen résiduel) et un nombre n d'observations 
intervenant dans chaque moyenne : q,-ol . d?GÏTl 

soit pour a = 1 % et pour 
2 populations..........: 0,0207 
3 populations..........: 0,0237 
4 populations..........: 0,0255 
5 populations..........: 0,0269 ...... 6 populations.. ..: 0,0279 

* Comparaison des régressions 

! ! 

nb populations ! comparaison ! résultat ! - - 

comparées. ! ! ! 
I ! ! 

! ! 

I - - 
! Y',. + 0,0269 = 0,8619 < Tl4. YI1. < Fr4. 
i 

- 
Les moyennes Y' sont respectivement 1 (log Yi)ln i. 

La comparaison des moyennes commence par la valeur la plus faible. 

Par la comparaison des moyennes au moyen de la méthode de Newman et Keuls 
(37, 94, 129), seules les courbes de survie relatives au lait et à Pa 
maltodextrine additionnée de maltose sont identiques sur la période 
considérée. 



d ' exp l ique r  l ' i nc idence  d e s  s o l u t é s  s u r  l a  s u r v i e  des  inoculums à t r è s  

f a i b l e  humidité r e l a t i v e .  

Une e x p l i c a t i o n  probable de c e s  phénomènes peut  v e n i r  de l ' a n a l y s e  

des  courbes d 'adsorp t ion  d e s  i n o c u l a t s  e t  des  p r o p r i é t é s  d e  l ' e a u  dans 

l e s  é c h a n t i l l o n s  déshydratés  (F igure  31) : 

La r é a l i s a t i o n  des i so thermes  d ' adso rp t ion ,  a permis de  déterminer  

l e s  t eneu r s  e n  eau  obtenues à une aw de  0,03, correspondant à l ' é t a t  

d  ' hyd ra t a t ion  des  inoculums t e l s  q u ' i l s  on t  é t é  conservés.  Les 

é c h a n t i l l o n s  se s i t u e n t  à un é t a t  de  déshydra ta t ion  s i t u é  en dessous du 

p o i n t  BET, puisque l e  p o i n t  d ' i n f l e x i o n  se s i t u e  e n t r e  l 'a ,  de 

l ' e n c e i n t e  e t  la  va leur  O , 1 1 .  

La même hypothèse que précedenment s e r a  admise e t  notamment qu 'à  un 

niveau de déshydratat ion é l e v é ,  s i t u é  en dessous du p o i n t  BET, il y a  

passage d'une f r a c t i o n  de l ' e a u  for tement  l i é e  à un é t a t  fa iblement  l i é .  

Les isothermes d 'adsorp t ion  e n t r e  les deux p o i n t s  d ' i n f l e x i o n  s o n t  à peu 

p r è s  l i n é a i r e s .  S i ,  en prolongeant  c e t t e  po r t ion  d e  d r o i t e ,  q u i  

correspond à 1 'adsorpt ion d 'eau faiblement  l i é e ,  jusqu 'à  l a  va l eu r  

d'a, 0 ,  une q u a n t i t é  d 'eau importante  par  r appor t  au p o i n t  théor ique  de 

c e t t e  d r o i t e  e s t  perdue dans  nos condi t ions  de conserva t ion ,  on admettra  

qu'une q u a n t i t é  vo is ine  d ' e a u  for tement  l i é e  e s t  é l iminée  du produi t .  

Dans l e  cas d e  matér ie l  v i v a n t ,  à une p e r t e  d 'eau de  c o n s t i t u t i o n  

é l e v é e ,  correspondent des  a l t é r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  importantes  e n t r a i n a n t  

éventuel lement  l a  mort des  c e l l u l e s .  

Avec l a  mal todext r ine ,  l e s  q u a n t i t é s  d 'eau é l iminées  par  r appor t  3 

ce  p o i n t  théor ique  a i n s i  d é f i n i ,  son t  dans un ordre  c r o i s s a n t  obtenues 

p o u r  l a  m a l t o d e x t r i n e  s e u l e ,  l a  m a l t o d e x t r i n e  + m a l t o s e ,  l a  

mal todext r ine  + saccharose;  Dans le cas  du l a i t  écrémé, e l l e s  son t  

obtenues avec l e  l a i t  + saccharose ,  l e  l a i t  + maltose e t  le l a i t .  Dans 

l e  cad re  de n o t r e  étude,  c e t t e  hypothèse, p o u r r a i t  expl iquer  valablement 

l ' i n c i d e n c e  de  t e l l e s  subs tances  s u r  l a  s u r v i e  de Bradyrhizobium 

japonicum. Ce t t e  hypothèse n ' e x c l u t  pas l e  r ô l e  de l a  n a t u r e  des groupes 

fonc t ionne l s  e t  de l a  s t r u c t u r e  de ces  o ses  (34 ,  124) ,  c a r  ces  

paramètres  sont  déterminants  des  p r o p r i é t é s  thermodynamiques du produi t .  
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Figure 31 

Isotùenees d'adsorption des inoculats à base d e  isaltodextrine et de  
lait ; Q : quantité d'eau retenue dans les inoculats (g d'eau/lOOg 
d'inoculum). 
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Des é tudes  physiques d e  RMN e t  l ' emplo i  d 'eau d e u t é r i é e  pour met t re  

e n  é v i d e n c e  l e s  p a s s a g e s  d ' e a u  d ' u n  é t a t  à l ' a u t r e  s e r a i e n t  

i n t é r e s s a n t e s  à mener pour confirmer ou non la  r e l a t i o n  e n t r e  s u r v i e  e t  

c a r t a c t é r i s t i q u e s  thermodynamiques du produi t .  

CONCLUSION. 

L'étude des  paramètres de  déshydra ta t ion  nous a permis de  mettre en 

évidence une s e n s i b i l i t é  v a r i a b l e  des  souches, a i n s i  que l ' i n f l u e n c e  

dé terminante  de l ' â g e  physiologique des c e l l u l e s  s u r  l e  taux de su rv i e  

l o r s  de  l a  des s i cca t ion .  La synthèse en  q u a n t i t é s  importantes  

d 'exopolysaccharides b a c t é r i e n s  n ' e s t  par  con t r e  pas responsable de l a  

t o l é r a n c e  é l evée  des c e l l u l e s  en f i n  de phase exponent ie l le .  Dans l e s  

cond i t i ons  opt imales ,  il e s t  poss ib l e  d ' o b t e n i r  des  poudres déshydratées  

contenant  p l u s  de 1011 b a c t é r i e s  par  gramme. 

Les f a c t e u r s  abou t i s san t  à l a  d é t é r i o r a t i o n  de  l ' inoculum en 

conserva t ion  son t  nombreux. La s u r v i e  des  c e l l u l e s  e s t  a l t é r é e  par  l a  

présence  d'oxygène, e t  par  des  modi f ica t ions  d e  l 'environnement physique 

( tempéra ture  e t  humidité r e l a t i v e ) .  L a  conserva t ion  à basse température 

e s t  à p r é f é r e r ,  l e s  températures  é levées  a c c é l é r a n t  l e  processus de 

d é t é r i o r a t i o n  de  l ' inoculum. L ' inf luence  de l ' humid i t é  r e l a t i v e  s u r  l a  

conserva t ion  des  c e l l u l e s  déshydratées  e s t  déterminante n a i s  l e s  

r e l a t i o n s  e n t r e  c e t t e  d e r n i è r e  e t  l a  s u r v i e  des  c e l l u l e s  e s t  . 

complexe. L'a, imposée par  1 ' ence in t e  i n t e r v i e n d r a i t  pr incipalement  en 

modi f ian t  l a  d i s p o n i b i l i t é  de l ' e a u  dans l ' inoculum. Une déshydra ta t ion  

extrême e s t  favorable  à l a  s u r v i e  de Bradyrhizobium japonicum bien  

qu'une mise à l ' é q u i l i b r e  rap ide  s o i t  nocive. Par  con t r e ,  l ' e a u  

fa ib lement  l i é e  e s t  t r è s  r é a c t i v e  e t  une augmentation de  l 'a ,  au d e l à  de 

O ,  11 provoque une m o r t a l i t é  c ro i s san te .  Les va l eu r s  d'a, supér ieures  à 

0,75  où l ' e a u  l i b r e  e s t  p ré sen te  s o n t  en géné ra l  p lus  favorables  qu'une 

v a l e u r  de  0,43. La p r o t e c t i o n  des  Rhizobiums par  d i f f é r e n t e s  substances 

serait l i é e  aux i n t e r a c t i o n s  suppor t -ce l lu les  dépendant de l a  na tu re  du 

p r o d u i t  e t  aux modi f ica t ions  de l a  d i s p o n i b i l i t é  de l ' e a u  au vois inage 

des  c e l l u l e s  imposées par  l e u r  présence. Dans nos expérimentat ions,  les 

inoculums à base de l a i t  Êcrémé addi t ionné  de saccharose permettent  l a  

s u r v i e  l a  p l u s  importante ,  e t  pour une conserva t ion  à 2 ° C  e t  à une 

humiditB r e l a t i v e  i n f é r i e u r e  à 23% l a  populat ion excède 10' b a c t é r i e s  

pendant p lus  de 4 mois en moyenne pour l a  souche 3.2. 



3ème P A R T I E  

ESSAIS  B E  B A C T E R I S A T I O N  

PAR 

ENROBAGE DE G R A I N E S  



Cet te  p a r t i e  du t r a v a i l  a  pour bu t  d e  procéder  à une p ré inocu la t ion  

des  semences de  s o j a  par  b a c t é r i s a t i o n  e t  enrobage des  g ra ines .  

Les expérimentat ions v i s e n t  donc à s é l e c t i o n n e r  e t  é t u d i e r  : 

- un ou p l u s i e u r s  agents  adhés i f s  f a v o r i s a n t  l a  s u r v i e  de  la  b a c t é r i e  

s u r  l a  gra ine .  

- l e s  paramètres  de conserva t ion  permet tan t  une s u r v i e  optimale.  

- l e s  modal i tés  de b a c t é r i s a t i o n  : l ' i n f l u e n c e  de  l ' inoculum employé 

l o r s  de l ' a p p l i c a t i o n  des  Rhizobiums est  é t u d i é e  ( tou rbe ,  concent ré  

c e l l u l a i r e ) .  

1 / "SCREENING1a DES AGENTS COLLANTS. 

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL. 

Des p r o d u i t s  de d i f f é r e n t e s  na tu re s  on t  é t é  u t i l i s é s  : 

- eau (témoin) 

- saccharose 

- substances hu i l euses  (Tween , & o d o r s i l ,  Gens i l  420) 

- gommes (gomme de g u a r ,  gomme arabique)  

- a l g i n a t e s  ( S a t i a l g i n e  S 550, d 'une v i s c o s i t é  de 400-750 cPo e t  

S a t i a l g i n e  S 1100, d 'une  v i s c o s i t é  de 1000-1200 cPo) 

- hydroxypropylméthylcel lulose (H.P.M.C)(Pharmacoat 606) 

Les d é r i v é s  d e  la  c e l l u l o s e ,  l e s  a l g i n a t e s ,  s o n t  employés 

classiquement pour l e s  enrobages i n d u s t r i e l s  (pharmacie notamment). Les 

h u i l e s  de s i l i c o n e  a i n s i  que le Tween 80 e n t r e n t  fréquemment dans l a  

formulat ion des  enrobages en t a n t  que p l a s t i f i a n t s .  Les gommes s o n t  

d ' e x c e l l e n t s  h y d r o r é t e n t e u r s  e t  c e t t e  p r o p r i é t é  p o u r r a i t  ê t r e  

i n t é r e s s a n t e  pour p réven i r  l e s  Rhizobiums d 'une déshydra ta t ion  

rap ide  n é f a s t e  à l e u r  s u r v i e .  

Les é c h a n t i l l o n s  s o n t  préparés  su ivan t  l e  protocole  d é c r i t  dans 

Matér ie l s  e t  Méthodes. Les q u a n t i t é s  des  d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  s o n t  

200g de g r a i n e s ,  2 à 5 m l  d ' agent  c o l l a n t  e t  2 g  d' inoculum tourbe 

(Bioprox). Les g ra ines  enrobées s o n t  conservées sous a i r ,  en  chambre 



f r o i d e  à 6°C. Des numérations d e s  c e l l u l e s  v i a b l e s  s o n t  e f f e c t u é e s  3 

i n t e r v a l l e s  d e  temps r é g u l i e r s  avec mi l i eu  s é l e c t i f .  

Deux expérimentat ions ont  é t é  menées indépendamment, l ' une  avec 

l ' inoculum tourbe ,  l ' a u t r e  avec le  même inoculum addi t ionné  de carbonate  

de calcium. C e  d e r n i e r  e s t  souvent employé pour n e u t r a l i s e r  l e s  tourbes 

d e s t i n é e s  à l a  confec t ion  d'inoculums. 11 p o u r r a i t  en  o u t r e  s e r v i r  à l a  

r é t i c u l a t i o n  d 'un enrobage à base d ' a l g i n a t e  appl iqué s u r  l ' inoculum 

tourbe  ; l a  r é t i c u l a t i o n  en g e l  e s t  obtenue par  échange des  i ons  Ca++ e t  

H+, au  s e i n  d'une s o l u t i o n  d ' a l g i n a t e  a l c a l i n .  

Mugnier e t  Jung (124) ,  soul ignent  en  e f f e t  l ' i n t e r ê t  des  a l g i n a t e s ,  

pour l a  p r o t e c t i o n  des  Rhizobiums e t  d ' a u t r e s  b a c t é r i e s ,  l o r s  de  l a  

déshydra t a t ion  ; i ls  permettent  de même, d e  diminuer l a  m o r t a l i t é  

i n d u i t e  par  une r éhydra t a t ion  rap ide .  Auss i ,  à t i t re  compara t i f ,  des  

enrobages base d ' a l g i n a t e  on t  é t é  confect ionnés.  

2 / RESULTATS. 

2.1 / Enrobages réalisés avec l a  tourbe  seule .  

2.1-1 / Modélisat ion des  courbes de su rv i e .  

Les r é s u l t a t s  des  numérations d e s  c e l l u l e s  v i a b l e s  s o n t  r é c a p i t u l é s  

dans l e  t ab l eau  XLI. La première obse rva t ion ,  e s t  que c e t t e  façon simple 

de  procéder permet de  main ten i r  dans c e r t a i n s  ca s  une populat ion 

bac tér ienne  éga le  ou supé r i eu re  aux normes (105 Rhizobiums/graine),  

pendant p lus  de 7 mois. Le but  pour su iv i  dans c e t t e  é tude ,  e s t  de 

s é l e c t i o n n e r  pa r  l ' a n a l y s e  des  r é s u l t a t s  des  numérations,  l e s  substances 

permettant  une longév i t é  maximale des  c e l l u l e s  de Bradyrhizobium 

j aponicum. 

Les modèles de r ég re s s ion  r e l a t i f s  aux courbes de p e r t e  de 

v i a b i l i t é  o n t  é t é  recherchés.  Ils son t  de type exponent ie l  : 

log Y = a +  b * X ou Y = A * B' avec A = l oa  e t  B = lob  (Tableau XLII). 

Après v é r i f i c a t i o n  de  l ' é g a l i t é  des  va r i ances ,  l e s  c o e f f i c i e n t s  de 

r ég re s s ion  obtenus son t  soumis au t e s t  de  pa ra l l é l i sme  par  l ' a n a l y s e  de 



Tableau XLI 

"Screening" d e s  a g e n t s  c o l l a n t s  : enrobages réalis8s avec la  tourbe  
seule. Etude d e  la  s u r v i e  d e  Bradyrhizobium japonicum s u r  la  g r a i n e ,  
conservation à + 6'C 

! ! 

! Durée de  s tockage en  jours .  
Numéro e t  n a t u r e  ! ! 
l ' enrobage .  ! ! ! ! ! ! ! 

! 1 ! 8  ! 1 5  2 2  2 9  4 3  69 ! 2 1 0 !  
! ! ! ! ! ! ! 
! ! ! ! ! 1 ! ! 

1 eau ! 6 ,3  ! 6 , l  ! 5,9  ! 5,9  ! 5 ,8  ! 5 , 6  ! 5 , 5  ! 4,9 ! 
! (6 ,0 ) !  (6 ,0 ) !  (6 ,0) !  (5 ,9 ) !  (5 ,8) !  ( 5 , 6 ) !  (5 ,6 ) !  (4 ,8) !  
! ! ! ! ! ! ! ! ! 

2  Tween80 ! 4 ,8  ! 4 ,5  ! 3,9  ! 3,6  ! 3 ,4  ! 3 ,3  ! 2,5 ! 1, l  ! 
! (4 ,4 ) !  (4 ,2 ) !  (4 ,0 ) !  (3 ,8 ) !  (3 ,6) !  (3 ,3 ) !  (2 ,8) !  (1 ,1 ) !  
! ! ! ! ! ! ! 

3  h u i l e  s i l i c o n e !  6 ,8  ! 6,7 1 6,4  ! 6 , 2  ! 6 ,2  ! 6 ,2  ! 6 ,2  ! 5,5 ! 
Rhodors i l  ! (6 ,6) !  (6 ,5 ) !  ( 6 , 5 ) !  (6 ,4 ) !  (6 ,4) !  ( 6 , 3 ) !  (6 ,2 ) !  (5 ,5 ) !  

! ! ! ! ! i ! ! 
4  h u i l e s i l i c o n e !  5 , 9 !  5 , 6 !  5 , 3 !  5 , l  ! 4 , 8 !  4 , 8 !  4 , 3 !  2 , 7 !  

Bevaloid 6675 ! ( 5 , 6 ) !  ( 5 , 5 ) !  ( 5 , 3 ) !  (5 ,2) !  (5 ,1 ) !  (4 ,8 ) !  ( 4 , 4 ) !  (2 ,7) !  
! ! ! ! ! ! ! ! 

5  saccharose  25%' 6 ,6  ! 6 , 3  ! 6 , l  ! 6,O ! 6,O ! 6,O ! 5 , 8  ! 5,2 ! 
! (6 ,3 ) !  ( 6 , 2 ) !  (6 ,2 ) !  (6 ,1) !  (6 ,1) !  (6 ,0) !  ( 5 , 9 ) !  (5 ,1) !  
! ! ! ! ! ! 1 ! '-7, 

-\ . 
6  gomme d e  guar  ! 6 ,5  ! 6,4  ! 6,2 ! 5 ,9  ! 6,O ! 5,8  ! 5,7  ! 5 , l  ! , 

Viscogum 1  % ! ( 6 , 2 ) !  (6 ,2 ) !  (6 ,1)!  (6 ,1 ) !  (6 ,0 ) !  ( 6 , 0 ) !  (5 ,8 ) !  (5 ,0) !  
- 

! ! ! ! ! ! ! ! ! / 

7  H.P.M.C. 10 % ! 6,7 ! 6,7  ! 6,6 ! 6 , 5  ! 6 ,5  ! 6 ,8  ! 6 6  ! 5 , 5  ! 
Pharmacoat 606! ( 6 , 8 ) !  (6 ,7 ) !  (6 ,7) !  ( 6 , 6 ) !  (6 ,6) !  ( 6 , 5 ) !  ( 6 , 4 ) !  (5 ,6)!  

! ! ! ! ! ! ! ! ! 
8  a l g i n a t e  1  % ! 6 ,2  ! 6,O ! 5,7 ! 5,7 ! 5,8  ! 5,4  ! 5 ,4  ! 4,7 ! 

S a t i a l g i n e  550! (5 ,9 ) !  (5 ,8 ) !  (5 ,8 ) !  (5 ,8 ) !  ( 5 , 7 ) !  (5 ,6 ) !  (5 ,4 ) !  (4 ,6) !  
! ! ! ! ! ! ! ! ! 

9 a l g i n a t e l %  ! 6 , 5 !  6 , 2 !  6 , 1 !  6 , 1 !  5 , 9 !  6 , 0 !  5 , 8 !  5 , 0 !  
SatiaPginellOO! (6 ,3 ) !  (6 ,2 ) !  (6 ,2 ) !  ( 6 , 1 ) !  (6 ,1 ) !  (6 ,0)!  (5 ,8 ) !  (5 ,0) !  

! ! ! ! ! ! ! ! ! 
10 gomme arabique!  7,O ! 7,O ! 6,8  ! 7,O ! 6,7 ! 6 ,8  ! 6 , 3  ! 5,6 ! 

30 % ! (7 ,0 ) !  (6 ,9 ) !  (6 ,9 ) !  (6 ,8) !  (6 ,8 ) !  (6 ,7 ) !  (6 ,5 ) !  (5 ,6) !  ' ! ! ! ! ! ! ! 

Les v a l e u r s  c a l c u l é e s  par  les modèles de r ég re s s ion  estimés s o n t  no tés  e n t r e  
paren thèses .  
Les r é s u l t a t s  des  numérations s o n t  exprimés en  logari thme décimal. 



Tableau XLII 

"Screening" des agents collants : enrobages réalisés avec la tourbe 
seule. Modélisation, recherche des QodiSles de régression. 

! ! 1 ! ! 1 
! !coefficient!résultat test!intervalle!nombre ! 

NoEch.!équation de régression !corrélation!signi£ication!con£iance !de jours! 
! ! ! !de b; a=5%!0ù Y < 5  ! 

Les numéros d'échantillons correspondent aux enrobages suivants : 

l........témoin eau 
2........tween 
3........huile silicone Rhodorsil 
4........huile silicone Bevaloid 6675 
5........saccharose 25 % 
6........gomme de guar, Viscogum 2 % 
7........H.P.M.C. pharmacoât 604 10 % 
8........alginate, Satialgine S 550 
9........alginate, Satialgine S 1100 
10.. .... .gomme arabique 30 % 



Tableau XLIII 

screening des agents collants, analyse de la variance. 

* test  de  Hartley d'égalité des variances. 

10 popu la t ions ,  6 degrés  de  l i b e r t é .  

SCE Y.X IMX 
Hobs = ------------ = 1435 ; Ho,g5 =1 18,6 

SCE y.x min 

L'hypothèse d ' é g a l i t é  des  va r i ances  e s t  acceptée. 

* . t e s t  de parallélisme : tableau d'analyse de la  variance. 

source  de v a r i a t i o n  ! degrés  de ! somme des  c a r r é s  ! c a r r é s  ! 1 

! l i b e r t é  ! des  é c a r t s  ! moyens ! F ! 
! ! ! ! ! 

--- - -- 

! ! ! ! ! 
r ég re s s ion  l i n é a i r e  ! ! ! ! 
moyenne ! 1 ! O ,211 ! 0,211 ! ! 

! ! ! ! ! 

non pa ra l l é l i sme  ! 9 ! O ,202 ! 0,022 ! 100*** ! 
! ! ! , l - '  

\ L I  r 1, 
é c a r t s  % aux régres-! 6 O ! O ,01343 ! 0,00022 ! !,, 
s i o n  ! ! ! ! ! 

TOTAUX ! 70 ! ! ! 
! ! ! I 

Le t e s t  de non pa ra l l é l i sme  des  d r o i t e s  d e  régress ion  donne une 
v a l e u r  F hautement s i g n i f i c a t i v e ,  ce  qu i  s i g n i f i e  que l e s  c o e f f i c i e n t s  
de r ég re s s ion  es t imés  ne son t  pas dans l e u r  ensemble ident iques .  



l a  variance (Tableau XLIII). La va l eu r  F r e l a t i v e  au non p a r a l l é l i s m e  

d e s  d r o i t e s  de r ég ré s s ion  e s t  hautement s i g n i f i c a t i v e .  Ceci nous am2ne à 

rechercher  l e s  régressions l e s  mei l leures .  

2.1 .2 / In f luence  e t  comparaison d e  10 subs tances  c o l l a n t e s  

appl iquées  à la b a c t é r i s a t i o n  et  à l ' enrobage  de semences d e  s o j a  : 

méthode d e  Newman et  Keuls (37, 94, 129 1. 

Les r ég re s s ions  es t imées  son t  comparées e n t r e  e l l e s  par  la  méthode 

de Newman e t  Keuls ,  ap rè s  c a l c u l  d e s  p lus  p e t i t e s  ampli tudes 

s i g n i f i c a t i v e s .  Les moyennes des va l eu r s  observées s e rven t  de  base de 

comparaison, puisque l e  po in t  moyen passe  pa r  l a  courbe de r ég re s s ion  

est imée.  

Il s ' a g i t  des  p o i n t s  = Z X. . I n ,  = t ( l og  Y.  . ) i n .  
i. j 1 3  i 3. J 

i : numéro de l ' é c h a n t i l l o n .  

La comparaison des  groupes d 'observa t ions  commence par  l a  moyenne 
.- 

l a  p lus  f a i b l e ,  Y 1 2 , .  L 'amplitude r e l a t i v e  à 10 populat ions e s t  a j o u t é e  

(Tableau XLIV). S i  c e l a  conduit  à une v a l e u r  i n f é r i e u r e  3 Fi , il en 

i r a  de même en  a j o u t a n t  l e s  ampli tudes r e l a t i v e s  à un nombre de 

populat ions i n f é r i e u r  q u i  on t  des  va l eu r s  p l u s  f a i b l e s  ; on a b o u t i r a  à - - 
l a  conclusion Y ' 2 . < Y ' i .  e t  à t o u t e s  l e s  va l eu r s  supér ieures  à Y f i . .  

Toutes l e s  comparaisons e f f ec tuées  s o n t  r é c a p i t u l é e s  dans l e  tab leau  

XLIV. Les v a l e u r s  q u i  doivent  ê t r e  cons idérées  comme é g a l e s  sont  

soul ignées  ci-dessous. 

- 
Les va l eu r s  moyennes Y f i .  observées se c l a s s e n t  comme s u i t .  

La gomme arabique ,  l ' h u i l e  de s i l i c o n e  Rhodorsi l ,  e t  l e  Pharmacoat 

permettent  une s u r v i e  s ign i f i ca t ivemen t  me i l l eu re  que l e  témoin enrobé 

avec de l ' e au .  Le saccharose ,  l ' a l g i n a t e  S1100, l a  gomme de  guar  e t  



Tableau XLIV 

Comparaison d e s  enrobages réalisés avec 10 subs tances  c o l l a n t e s  : 
méthode d e  Newman et Keuls.(37,94, 129) 

* C a l c u l  d e  la  p l u s  p e t i t e  ampli tude s i g n i f i c a t i v e .  

La p lus  p e t i t e  ampli tude s i g n i f i c a t i v e  es t ,  pour un niveau de 
s i g n i f i c a t i o n  ci, un nombre d e  moyennes donné, un nombre d e  deg rés  de  
l i b e r t é  donné ( r e l a t i f  au c a r r 6  moyen r é s i d u e l  : CMr) e t  un nombre n 
d ' obse rva t ions  i n t e r v e n a n t  dans  chaque moyenne : q l_  . d m  

s o i t  pour a = 5 % e t  pour 
2 populat ions. .  ........ : 0,015 
3 populations..........: 0,019 
4 populations..........: 0,020 
5 populat ions. .  ........ : 0,021 
6 populat ions. .  ........ : 0,022 
7 populations. .  ........ : 0,023 
8 populations. .  ........ : 0,023 
9 populations. .  ........ : 0,024 
10populations. .  ........ : 0,024 

* Comparaison d e s  r é g r e s s i o n s  

! I 

nb popula t ions  ! comparaison 
comparées. ! 

I ! ! 
! ! - ! 

10 ! Tt2. + 0,024 = 0,520 < ! Y I 2 .  < Tl4. ! 
! - ! - ! 

9 ! Y I 4 .  + 0,024 = 0,696 < Fr8. ! Y I 4 .  < Tl8. ! 
! - ! - ! 

8 ! Y t 8 .  + 0,023 = 0,769 < Yia.  ! Y I 8 .  < Y'6. ! 
! - ! - ! 

2 1 Y f 8 .  + 0,015 = 0,761 > Yil .  ! Y I 8 .  = Tll. ! 
! - ! - ! 

7 Y I 1 ,  + 0,023 = 0,782 < Tl3. ! Y f l .  < TV3. ! 
! - ! - ! 

4 ! Y I 1 .  + 0,020 = 0,779 = TT5. ! Y I 1 .  = ! 
1 ! - ! 

4 ! Tl5. + 0,020 = 0,799 < Y',. ! YIg,  < ut7. ! 
I - ! - 

2 1 Y'5.  + 0,015 = 0,793 < Yf3.  I Y I 5 .  < Tt3. ! 
! - ! - ! 

3 ! Y',. + 0,019 = 0,816 < pllO.f Y I 3 .  < ! 
! - ! 

2 7 '  + 0,014 = 0,811 = Tl7. ! Y I 3 .  = Tl7. 1 
! ! - ! 

2 TT7. + '0 ,014  = 0,825 > Y I 7 .  = Y'1o. ! 
! ! 



l ' a l g i n a t e  S500 sont  équ iva l en t s  au témoin, l ' h u i l e  de  s i l i c o n e  B 6 6 7 5  et 

l e  tween 80 s o n t  défavorables  à l a  s u r v i e  de  Rhizobium. 

2.2 / Enrobages réalisés avec la tourbe additionnée de carbonate de 

calcium. 

Le pro tocole  expérimental  adopté e s t  l e  même que précédemment. Le 

carbonate  d e  calcium e s t  a j o u t é  à r a i s o n  d e  0 , 4  g pour 200 g de  g ra ines .  

La s u r v i e  d e s  b a c t é r i e s  s u r  l a  g r a i n e  e s t  con t rô l ée  avec l a  même 

p é r i o d i c i t é  que précédemment, l e s  r é s u l t a t s  des  numérations son t  

rassemblés dans  l e  t ab l eau  XLV. 

Les modèles de r ég re s s ion  l e s  mieux a j u s t é s  à l ' o b s e r v a t i o n ,  son t  

de  type exponent ie l  ou a l lomét r ique  ; a u s s i  l e s  méthodes de comparaison 

de va leurs  moyennes ne s e r o n t  pas employées ( t a b l e a u  XLVI) .  

L ' i n c i d e n c e  du CaC03 s u r  l a  s u r v i e  d e  Rhizobium e s t  

vraisemblablement t r è s  f a i b l e .  E l l e  i n t e r v i e n t  pr incipalement  au moment 

du p e l l i c u l a g e  ca r  s a  présence diminue l a  q u a n t i t é  de tourbe f i x é e  su r  

l e s  g ra ines  avec l e s  f a i b l e s  volumes d 'adhés i f  employés. 

Les a d h é s i f s ,  pour l e sque l s  on a v a i t  p récedement  m i s  en  évidence 

une inc idence  favorable  s u r  la  s u r v i e  de  Bradyrhizobium iaponicum à 

savo i r  l a  gomme arabique ,  l e  pharmacoat, l ' h u i l e  de s i l i c o n e  Rhodorsi l  

permettent  dans  c e t t e  expérimentat ion des  taux  de s u r v i e  importants  par  

rappor t  au témoin. La gomme de Guar e t  l e  saccharose p ré sen ten t  

également d e s  p r o p r i é t é s  i n t é r e s s a n t e s ,  quelques uns de  ces  adhés i f s  

s e r o n t  employés pour une é tude  p lus  approfondie des  paramètres  de  

conservat ion.  D e  l a  même manière que précédemment, il e s t  p o s s i b l e  de 

main ten i r  un nombre de  b a c t é r i e s  s u r  l e s  semences, supé r i eu r  aux normes 

pendant p l u s  de  7 mois pour l e s  subs tances  l e s  p lus  favorables .  



Tableau XLV 

Screening des  agents  c o l l a n t s  : enrobages réalisés avec la  tourbe 
addit ionnée de carbonate d e  calcium. 
Etude de  la s u r v i e  de  Bradyrhizobium japonicum s u r  la gra ine ,  
conservation a +6"C 

No e t  nature  de 
l 'enrobage. 

! Durée de  stockage en jours.  ! 
! ! 
! ! ! ! ! ! ! ! 1 

11 eau 

12 Tween 80 

! ! ! ! ! ! ! ! ! 
13 h u i l e  s i l i cone1  6 ,2  ! 6,O ! 5,9  ! 5 , 8  ! 5,8  ! 5,7 ! 5 , 5  ! 5,O ! 

Rhodorsil ! (6 ,0) !  (5 ,9) !  (5 ,9)!  (5 ,9)!  (5 ,8) !  (5 ,8) !  (5 ,6) !  (4 ,9) !  
! ! ! ! ! ! ! ! 

14 h u i l e s i l i c o n e !  5 ,5  ! 5 , l  ! 4,6 ! 4 ,4  ! 4,6 ! 4,3 . !  3 ,7  ! 3 , 3  ! 
Bevaloid 6675 ! (5 ,9) !  (4 ,8 ) !  (4,5)! (4 ,4) !  (4 ,3) !  (4 ,1 ) !  (3 ,9 ) !  (3 ,5 ) !  

! ! ! ! ! ! ! ! ! 

15 saccharose 2521 6 ,8  i 6 , 2  ! 5,9 ! 5 , 8  ! 5 ,8  ! 5 , 4  ! 5 , 3  ! 4 ,9  ! 
t (7 ,0) !  (6,111 (5 ,9) !  (5 ,7 ) !  (5 ,6) !  (5 ,5) !  (5 ,3 ) !  (5 ,0 ) !  
! ! ! i ! ! ! ! ! 

16 gomme de guar ! 6,6 ! 6,O ! 5,9 ! 5 , 6  ! 5 ,4  ! 5,7  ! 5 , 3  ! 5,O ! 
Viscogum 1 % ! (6,711 (6 ,0 ) !  (5 ,8)!  (5 ,7) !  (5 ,6) !  (5 ,5) !  (5 ,3) !  (5 ,0 ) !  

! ! ! ! ! ! ! ! ! 
17 H.P.M.C. 10 X 1 5,2 1 5,O ! 4,9 ! 4 , 9  ! 4,7 ! 4,6 ! 4,5  ! 4 ,2  ! 

Pharmacoat 606! (5,411 (4 ,9 ) !  (4 ,8)!  (4 ,7) !  (4 ,7 ) !  (4 ,6) !  (4 ,5 )1  (4 ,3 ) !  
! ! ! ! ! ! ! ! 

18 a l g i n a t e 1 X  1 5 , 9 !  5 , 3 !  4 , 9 !  4 , 7 !  4,7 ! 4 , 2 !  4 , 2 !  3 , 5 !  
Sa t i a lg ine  5501 (6,2)!  (5 ,1) !  (4,811 (4,6)!  (4 ,5) !  (4 ,3 ) !  (4 ,1) !  (3 ,7 ) !  

! ! ! ! ! ! ! ! 
19 a l g i n a t e  1 % ! 6 ,3  ! 5 , 6  ! 5 ,4  ! 5 , 3  ! 5 ! 4 , Ï  ! 4 ,4  ! 4,C ! 

SatialgineilOO! (6 ,6 ) !  ( 5 , 5 ) !  (5 ,2) !  ( 5 , 0 ) !  (4 ,9 ) !  ( 4 , 8 j !  ( 4 , 6 ) !  (4 ,1 ) !  
! ! ! ! ! ! ! ! 1 

20 gomme arabique! 7,O ! 6,7  1 6,6  ! 6 , 3  ! 6 , 3  ! 6 ,4  ! 6 ,2  ! 5,7 ! 
30 X ! (7 ,0) !  (6,611 (6 ,5) !  ( 6 , 4 ) !  (6 ,3 ) !  (6 ,2 ) !  (6 ,1 ) !  (5 ,9) !  

! ! ! ! ! ! ! ! 

Les valeurs  ca lcu lées  par les modèles de régression estimés sont  notés  
e n t r e  parenthèses. 
Les r é s u l t a t s  des numérations son t  exprimés en logarithme décimal. 



Tableau XLVI: 

Screening des agents collants : enrobages réalisés avec la tourbe 
additionnée de carbonate de calcium. Modélisation, recherche des modèles 
de régression. 

I ! ! ! ! 
! !coefficient!résultat testIintervalle!nombre 

NOEch.!équation de régression !corrélation!signification!confiance !de jou 
! ! ! Ide b; ù=5%Ioù Y<5 

- 

! r ! 1 ! I 4,0874 19 ! Y = 6 , 6 * X  ! 0,964 ? 79,82*** !b+0,0098! 24 ! 
I 

- 
! I ! ! ! 

20 1 Y = 7 , 1 * X  ! 0,941 ! 46,73*** !b + 0,00531 nd* I 
I 

- 
! ! ! ! 

Les numéros d'échantillons correspondent aux enrobages suivants : 

Il ........ témoin eau 
12........tween 
13........huile silicone Rhodorsil 
14........huile silicone Bevaloid 6675 
15........saccharose 25 % 
16 ........g omme de guar, Viscogum 2 % 
17.. ..... .H.P.M.C. pharmacoat 606 10 % 
18........alginate, Satialgine S 550 
19 ........ alginate, Satialgine S 1100 
20 .......g omme arabique 30 % 



II / INFLUENCE DU SEL DE CALCIUM EMPLOYE POUR LA RETICULATION 

DES GELS D'ALGINATE SUR LA SURVIE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM". 

Afin de d é c e l e r  une in f luence  éven tue l l e  du s e l  de  calcium employé 

pour l a  r é t i c u l a t i o n  des  g e l s  d ' a l g i n a t e ,  d i f f é r e n t s  s e l s  de  calcium ont  

é t é  t e s t é s  à c e t  e f f e t .  

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL. 

L'enrobage des  g r a i n e s  e s t  e f f e c t u é  comme dans l e s  c a s  précédents .  

L 'adhésif  employé e s t  l e  Gensi l  420 à r a i son  de  2 m l  par  l o t  de  200g de 

gra ines .  0 ,5  g des  sels de calcium s o n t  a j o u t é s  à 4g de l ' inoculum 

tourbe. Après ob ten t ion  d 'un  enrobage uniforme avec l a  t ou rbe ,  5 m l  

d ' a l g i n a t e  s o n t  a j o u t é s  dans l e s  g r a i n e s  sous a g i t a t i o n .  La r é t i c u l a t i o n  

en g e l  e s t  i n s t a n t a n é e .  Deux a l g i n a t e s  de  v i s c o s i t é  d i f f é r e n t e  ont  é t é  

employés dans c e t t e  é tude  : S a t i a l g i n e  550 e t  S a t i a l g i n e  1100. Les 

é c h a n t i l l o n s  obtenus s o n t  conservés sous a i r ,  à 2°C e t  à 20°C, e t  l a  

s u r v i e  de  Bradyrhizobium japonicum est é tud iée  s u r  p lus  de  6 mois. 

2 / RESULTATS. 

L'ensemble des  va l eu r s  des  numérations e f f e c t u é e s  pour l e  s u i v i  de 

ces  deux expérimentat ions e s t  r appor t é  dans l e  tab leau  XLVII. De même 

que pour t o u t e s  les expérimentat ions r é a l i s é e s  jusqu 'à  p r é s e n t ,  les 

températures  basses  permettent  une longév i t é  supér ieure  des  Rhizobiums. 

A l ' e x c e p t i o n  du ch lo ru re  de calcium, q u i  i n d u i t  une m o r t a l i t é  immédiate 

e t  t o t a l e  e n  moins d ' u n e  s e m a i n e ,  l e s  c o u r b e s  d e  s u r v i e  d e  

Bradyrhizobium japonicum, su iven t  d e s  r ég re s s ions  exponen t i e l l e s  à 6"C, 

e t  l i n é a i r e s  déc ro i s san te s  à 20°C ( t ab l eaux  XLVIZI & L). 

Pour l e s  deux températures d e  conserva t ion ,  ap rè s  v é r i f i c a t i o n  de 

l ' é g a l i t é  des  va r i ances ,  l e s  c o e f f i c i e n t s  de  régress ion  s o n t  comparés 

e n t r e  eux par  l ' a n a l y s e  de  l a  va r i ance  ( t ab l eaux  XLIX 6r LI).  Le t e s t  de 

non p a r a l l é l i s m e  des  d r o i t e s  de r ég re s s ion  es t imées ,  donne une va l eu r  F 

non s i g n i f i c a t i v e  pour LX = 5 Z. Les c o e f f i c i e n t s  de  r ég re s s ion  es t imés  

doivent  donc ê t r e  cons idérés  comme égaux. A l ' excep t ion  du ch lo ru re  de  

calcium, l e s  qua t r e  a u t r e s  s e l s  u t i l i s é s  on t  une incidence iden t ique  s u r  



Tableau XLVII 

Survie de Bradyrhizobium japoaicum dans des enrobages à base d'alginate 
confectiop~.és avec différents sels de calcium. 
Conservation à +6"C et à 20°C; résultats des numérations exprimés en log. 

! 
! Durée d e  s t o c k a g e  e n  j o u r s  ! 

numéro, n a t u r e  ! ! 
d e  ! ! 

l ' e n r o b a g e  ! O 15 2  9  50 7  O 200 ! 
! 2°C 20°C! 2°C 20°C! 2°C 20°C! 2°C 20°C! 2°C 20°C! 

! ! ! ! ! ! ! 
! ! ! ! ! ! ! 

21..S 1100, ! 6 , 3  ! 5 , 5  4 , 5  ! 5,O 3 , 3  ! 5 , 5  2 , l  ! 3 , 9  O ! 2 , 8  O ! 
CaC03 ! ! ! ! ! ! ! 

! ! ! ! 
22..S 1100, ! 6 ,6  ! 6 , l  4 ,8  ! 5 , 5  3 , 6  ! 5 , 4  2 ,6  ! 4 , 3  1 , 2  ! 3 , 3  O ,,,i 
CaS04, 2H20 ! ! ! ! ! % 

! ! ! ! ! 
1 

< ! '  1;; 
23..S 1100, ! 6 , 6  ! 5 , 9  4 , 9  ! 5.5 4.5 ! 6,O 2,7 ! 4 , 2  1.9 ! 3 , l  O ('f;, 
C a ( P 0 4 ) 3 0 ~  1 ! ! ! ! ! ! 

! ! 1 1 

24..S 1100, ! < 2 ! 0  O ! O  0 1 0  O ! O  O ! O  O !  
C a C 1 2  ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! 
25..S 1100,  ! 6 , 4  ! 5 ,7  4 ,5  ! 4 , 9  2,7 ! 5,O 2,O ! 3 , 6  1 , 2  ! 3 , 4  O ! 
Ca l a c t a t e  ! I ! ! 
---------------f-----l----------f----------!---------f---------!---------- ! 
26...S 550, ! 6 , 1 ! 5 , 4  4 , 2 ! 5 , 1  2 , 4 ! 4 , 7  0 , 8 ! 3 , 9  O ! 2 , 8  O ! 
CaC03 1 ! ! ! ! 

! ! ! ! ! ! 

27...S 550, ! 6 , 6  ! 6,O 4 , 9  ! 5 , 4  3 , 9  ! 5 , 6  2 ,8  ! 4 , 5  2 , l  ! 3 , 6  O ! 
CaS04, 2H20 ! ! ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! 
28...S 550, ! 6 , 6  ! 5 , 7  4 ,6  ! 5 , 4  3 , 6  ! 5 , 2  2 ,9  ! 4,9 1 , 8  ! 3,O O ! 
Ca(P04)30H ! ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! ! 
29...S 550, ! 3 , 3 ! 0  O 0  O 0  O 0  O 0  O !  
CaC12 ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! ! 
30...S 550, ! 6 , 4  ! 5 , 8  4 , l  ! 5 ,7  3 , l  ! 4 , 7  1 , 9  ! 3 , 4  1 , 2  ! 2 , 9  O ! 
Ca l a c t a t e  ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! 



Tableau XLVIII 

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium japonicun dans des 
enrobages à base d'alginate confectio~és avec différents sels de 
calcium. Conservation à +6"C. 

! I ! ! ! 
! !coefficient! résultat du ! intervalle I 

NOEch.!équation de régression ! de ! test de ! confiance I 
! estimée !corrélation?significationI de b; &=5% ! 

28 ! Y = 6,2 * (0 ,99639)" ! 0,989 ! 230,46*** !b - + 0,00024 ! 
! 

X 
! ! I ! 

30 ! Y = 5,9 * (O ,99595) ! 0,912 ! 24,86* !b - + 0,00082 ! 
! ! ! ! i 

témoin! Y = 6,8 * (0,996281~ ! 0,999 ! 4949,3*** Ib - + 0,00005 ! 
! ! ! I 

Les n d r o s  d'échantillons correspondent aux enrobages suivants : 

21.. ...... S 1100, CaC03 
22 -...... .S '1100, Cas0 , 2H O 
23.. ...... s 1100, ca(p8 04 
24 ........ S 1100, ~ a ~ 1 ~ ~ : ~ a p r è s  24 H, Y.1; 1 sem.,Y=O 
25........S 1100, Ca lactate 
26.. ...... S 550, CaC03 
27 ....... .S 550, Cas0 , 2H O 
28.. ...... s 550, ~ a ( ~ 8  ) 04 
29.. ..... .S 550, ~ a ~ 1 ~ ~ : ~ a p r è s  24 H, Y-3; 1 sem. ,Y=O 
30........S 550, Ca lactate 
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Tableau XLUl 

Survie de Bradyrhizobium japonicuia dans des enrobages il base d'alginate 
confectionnés avec différents sels de calcium. Conservation i3 + 
6'C.Tableau d'analyse de la variance 

* test de Eartley d'égalité des variances. 

8 popula t ions ,  5  degrés  de  l i b e r t é .  

SCE y.x max 
Hobs = ----------- = 97 ; H O y g 5  .. 22,9 

SCE y.x min 

L'hypothèse d ' é g a l i t é  des  va r i ances  est acceptée. 

* comparaison des coefficients de régression par l'analyse de la 
variance. 

source de v a r i a t i o n  ! degrés  de ! somme d e s  c a r r é s  ! c a r r é s  ! ! 
! l i b e r t é  I des  é c a r t s  ! moyens ! F ! 

régress ion  moyenne ! 1 ! O ,53406 ! O ,53406 !277,1***! 
non pa ra l l é l i sme  ! 7 ! O ,00650 ! 0,00093 !O ,4816NS! j '  
e c a r t s  par r appor t  à! 32 ! O ,06169 ! 0,00193 ! ' \  I 

régress ion  moyenne ! ! ! ! 
! ! I ! 
! f ! ! 

TOTAUX ! 40 ! O ,60229 ! ! 
! I ! ! 

La va leur  F du t e s t  d e  non pa ra l l é l i sme  n ' e s t  pas  s i g n i f i c a t i v e ,  l e s  
c o e f f i c i e n t s  d e  r ég re s s ion  doivent  ê t r e  cons idé ré s  corne égaux. 



Tableau L 

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium iaponicum dans des 
enrobages B base d'alginate confectiods avec différents sels de 
caLciunl Conservation à + 20°C. 

! r ! I I 
I !coefficient! résultat du I intervalle ! 

NOEch.!équation de régression ! de ! test de ! confiance ! 
! estimée !corrélation!signification! de b; &=5% ! 

Les numéros deéchantillons correspondent aux enrobages suivants : 

21........S 1100, CaC03 
22.. ...... S 1100, Cas0 , 2H O 
23........S 1100, c~(P$ ) 06 
24.. ..... .S 1100, ~ a ~ 1 ~ ~ : ~ a ~ r è s  24 8, Y=1; 1 sem. ,Y=O 
25........S 1100, Ca lactate 
26.. ..... .S 550, CaC03 
27 ....... .S 550, Cas0 , 2H O 
28........~ 550, c~(P$ ) 06 
29.. ...... S 550, ~ a ~ 1 ~ ~  :3après 24 R, Y13 ; 1 sem. ,Y=O 
30........S 550, Ca lactate 



Tableau LI 

Survie de Bradyrhizobium japonïcum dans des enrobages B base d'aiginate 
confectionnés avec différents sels de caîcium. Conservation + 20°C. 
Analyse de la variance. 

* test de Hartley d'égalité des variances. 

8 popu la t i ons ,  3 deg ré s  de l i b e r t é .  

SCE y . ~  max 
Hobs = ------------ = 5979 ; = 83,5 

SCE y.x min 

L'hypothèse d ' é g a l i t é  des  va r i ances  e s t  acceptée.  

* comparaison des coefficients de régression par l'analyse de la 
variance . 

source  de  v a r i a t i o n  ! degrés  de ! somme d e s  carrés ! c a r r é s  ! ! 
! l i b e r t é  ! des  é c a r t s  ! moyens ! F 
1 I ! ! ! 

! 1 
! . !  ! I' 

r é g r e s s i o n  moyenne ! 1 ! 119,978 ! 119,978 !436,7***! 
non pa ra l l é l i sme  1 7 ! 1,0241 ! 0,1463 !O ,5325NS! 
e c a r t s  par  rappor t  à! 24 ! 6,5938 ! O ,2747 I ! 
r é g r e s s i o n  moyenne ! ! ! ! ! 

! ! I ! ! 
! I ! ! 

TOTAUX 

La v a l e u r  F du tes t  de non p a r a l l é l i s m e  n ' e s t  pas s i g n i f i c a t i v e ,  l e s  
c o e f f i c i e n t s  de r é g r e s s i o n  do iven t  ê t r e  cons idé ré s  comme égaux. 



l a  su rv i e  de  Bradyrhizobium japonicum dans l e s  enrobages à base 

d ' a lg ina t e .  

III / INFLUENCE DE L'HUHIDITE RELATIVE DE CONSERVATION SUR LA 

SURVIE DE w ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ u ~  JAPONICUM", DANS DES ENROBAGES DE 

DIFFERENTES NATURES. 

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL. 

Tro is  des  a d h é s i f s  précedemment s é l ec t ionnés  comme e x c e l l e n t s  

agents  p r o t e c t e u r s  o n t  é t é  u t i l i s é s  dans c e t t e  étude: l a  gomme arabique ,  

l a  gomme de gua r ,  l ' h u i l e  de s i l i c o n e  Rhodorsil .  Chaque adhés i f  e s t  

addi t ionné  de  saccharose à 25 X .  Pour chacun des  3 l o t s  d e  g ra ines  

obtenus,  on é tud ie  l ' i n f l u e n c e  des  modal i tés  d ' a p p l i c a t i o n  des  

Rhizobiums, e t  l ' i n f l u e n c e  de d i f f é r e n t e s  humidités r e l a t i v e s  de 

conservat ion.  Chaque observa t ion  est c o n s t i t u é e  des  numérations 

e f f ec tuées  s u r  des  é c h a n t i l l o n s  i s s u s  de  chacun de ces  t r o i s  l o t s .  

Tro is  modal i tés  d ' a p p l i c a t i o n  de &'inoculum son t  t e s t é e s .  Le p e l l i c u l a g e  

des  microorganismes e s t  r é a l i s é  s o i t  : 

- par  ad jonc t ion  d e  Rhizobiums c u l t i v é s  s u r  tourbe (souche G49). 

- par  ad jonc t ion  de  Rhizobiums c u l t i v é s  s u r  tourbe (souche G49) e t  

confec t ion  d 'un deuxième enrobage à base d ' a l g i n a t e  ( r é t i c u l a t i o n  

obtenue par  Capo4) 

- par  a p p l i c a t i o n  de  concentrés  c e l l u l a i r e s  de c e t t e  même souche, 

e t  r é a l i s a t i o n  d ' u n  enrobage à base d ' a l g i n a t e .  

Les d i f f é r e n t s  l o t s  de  g r a i n e s  enrobées a i n s i  ob tenus ,  s o n t  

r é p a r t i s  par  é c h a n t i l l o n s  de 20 g r a i n e s  dans des tubes (50 x 20 mm) ,  

pu i s  p lacés  à l ' i n t é r i e u r  d ' ence in t e s  à d i f f é r e n t e s  %, e t  s tockés  à 

20°C. 

Des numératians de  c e l l u l e s  v i a b l e s  s c n t  e f f ec tuées  à i n t e r v a l l e  de 

temps r é g u l i e r s  a f i n  de  su iv re  la  v i a b i l i t é  des  Rhizobiums, e t  de met t re  

en évidence l ' i n c i d e n c e  des  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  : 



- temps 

- modal i té  d'enrobage. 

2 / RESULTATS 

Les q u a n t i t é s  moyennes de b a c t é r i e s  v i a b l e s  pa r  g r a i n e ,  obtenues 

p a r  n u m é r a t i o n ,  s o n t  r é c a p i t u l é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  L I I .  Af in  

d ' i n d i v i d u a l i s e r  l e  r ô l e  des  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s ,  les r é s u l t a t s  son t  

soumis à l ' a n a l y s e  de l a  var iance  à t r o i s  c r i t è r e s  de c l a s s i f i c a t i o n  

(Tableau LIII). 

Les t e s t s  F de  s i g n i f i c a t i o n  des  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  ont  des  

v a l e u r s  hautement s i g n i f i c a t i v e s .  Ceci s ' i n t e r p r è t e  f ac i l emen t ,  c a r  

- l a  v i a b i l i t é  de l ' inoculurn b a i s s e  e n  fonc t ion  du temps, 

- l a  v i a b i l i t é  des  c e l l u l e s  e s t  déterminée par  l 'humidi té  r e l a t i v e  

de  conserva t ion ,  l e s  humidi tés  r e l a t i v e s  i n f é r i e u r e s  à 43% é t a n t  

l e s  p l u s  favorables .  Les humidités r e l a t i v e s  supé r i eu re s  à 0,75 

permettent  des  taux  de s u r v i e  nettement i n f é r i e u r s .  

- C e t t e  expérimentat ion permet de  met t re  en évidence qu'un 

deuxième enrobage à base d ' a l g i n a t e  n 'améliore pas l a  longévi té  

des  b a c t é r i e s ,  e t  que l e s  Rhizobiums appl iqués avec un support  t e l  

que la  tourbe permettent  d ' o b t e n i r  un enrobage dans l e q u e l  l a  

v i a b i l i t é  des  c e l l u l e s  e s t  t r è s  bonne. 

D e  même, l e s  t e s t s  r e l a t i f s  aux i n t e r a c t i o n s  des  d i f f é r e n t s  

f a c t e u r s  s o n t  s i g n i f i c a t i f s ,  c e  q u i  nous permet de t i r e r  l e s  conclusions 

su ivan te s  : 

- L a  m o r t a l i t é  en fonc t ion  du temps e s t  d ' a u t a n t  p l u s  importante  

que 1's e s t  élevée.  

- L 'app l i ca t ion  d'inoculum tourbe permet de diminuer sensiblement 

les e f f e t s  l é t a u x  des  humidi tés  r e l a t i v e s  de  conserva t ion  élevées.  

- De mgme, e l l e  permet une longév i t é  des  c e l l u l e s  supé r i eu re  à 

c e l l e  obtenue en appl iquant  des  concent rés  c e l l u l a i r e s .  



Tableau LI1 

In f luence  d e  l 'humidi té  relative de conserva t ion ,  du mode d ' app l i ca t ion ,  
e t  du temps s u r  la  s u r v i e  d e  Bradyrhizobium japonictm su r  la graine : 
conserva t ion  B 20°C- r é s u l t a t s  d e s  numérations exprimés e n  log  du  nombre 
d e  b a c t é r i e s  / g r a i n e  

humidi té  ! t e m p s d e  ! Numéro de l ' é c h a n t i l l o n  ! 
r e l a t i v e  ! conservat ion!  

de ! en  semaines ! ! ! 
conserva t ion  ! ! 1 2  3 4  5  6 7  8 9 !  

! ! ! ! 
popula t ion  ! ! ! ! ! 
i n i t i a l e  ! O ! 7,O 7,O 6 ,9  ! 6 , 9  6 ,7  6 ,9  ! 6,7  7 ,2  6 , 9  ! 
------------!------------l-------------!--------------!---------------l 

! 2  ! 6 ,2  6 , 9  6 ,8  ! 6 , 5  6 , 5  6 , 7  ! 5 , 8  5 , 4  6,O ! 
H.R. = 3% ! 4  ! 6,2  6 ,7  6 , 8 !  6 , 3  6 ,2  6 , 3 !  5 ,6  5 , 2  5 , 7 !  

! 8 ! 5,6 6 , l  6,O ! 5 , 8  5 , 5  5 , 9  ! 3,9  3,7 2,9 ! 
-------------Iy-------,-----f---------------l-------------l--------------f 

! 2  ! 6 , 4  7,O 6,7  ! 6 , 6  6 , 7  6 ,7  ! 5 , 7  5 , 5  5 , 9  ! 
K.R. - 11% ! 4  ! 6 , 3  7 , O  6,7  ! 6 , 5  6 , 2  6 , 8  ! 5 , 5  5 ,6  6,O ! 

! 8 ! 5 , 6  6 , 4  6,O ! 5 , 9  5 , 5  5 ,7  ! 4,O 3 , 7  3 , 6  ! 
------------l-------------i-----------------!------------!--------------! 

! 2  ! 6 ,5  7 , l  6 , 9  ! 6 , 5  6 , 4  6 , 6  ! 5 ,7  5 ,4  6 , l  ! 
H.R. = 23% ! 4  ! 6 , 2  6 ,8  6 ,5  ! 6 , 5  6 , 4  6 ,6  ! 5 ,2  5,O 5 , 5  ! 

! 8 ! 5 , 3  6 , l  6 , l  ! 5 , 8  5 , 4  6 , 2  ! 3 ,7  3 , 6  3 , l  ! 
-------------f-------------l-------------!--------------r---------------l 

! 2  ! 6,6  7 , 2  6 , 8  ! 6,7  6 , 5  6 ,7  ! 5 ,7  4 ,7  5 , 6  ! 
H.R. = 43% ! 4  ! 6 ,4  6 ,8  6 , 7  ! 6 , 5  5 , 9  6 ,7  ! 4,7  3 , 3  5 , 2  ! 

! 8 ! 5 , 5  6 , 2  6 , 2  ! 5 , 4  5 , 3  5 , 9  ! 1 , 8  2 ,9  2 ,6  ! 
-------------i-------------r--------------f--------------!---------------! 

! 2  ! 6,7  6 , 8  6,7 ! 6 , 6  6 ,4  6 , 4  ! 5 ,5  4 , 2  5 ,6  ! 

H.R. = 75% ! 4  ! 6 , l  6 ,7  6 , 2  ! 5 , 9  6,O 6,O ! 4,O 3 ,2  4 ,7  ! 
! 8 ! 3 , 7  5 ,4  4 , 5 ! 3 , 9  4 ,5  3 , 7 !  O O O ! 

-------------r---------,rl--------,--------------!-------------!----------*----! 
! 2  ! 6 , 5  6 ,7  6 , l  ! 6 , 5  6 , l  6 , l  ! 4,9  4 ,2  4 , 9  ! 

H.R. - 86% ! 4  ! 5 , 5  6 ,6  5 ,7  ! 5 , 9  5 , 8  5 , 6  ! 4 , l  3 , 3  3 , 5  ! 
, 8 ! 3,2* 4,6* 4,8*! 1 ,O* 2,6* 1 ,O*! O* O* O* ! 

-------------!------------!--------------!-------------!---------------! 

é c h a n t i l l o n s  ! 2  ! 7 , l  7,O 7 , l  ! 6 ,7  6 ,6  6 , 8  ! 6 , l  5 , 9  6 , 3  ! 
conservés à ! 4  ! 7 , l  7 , l  7 , l  ! 7,O 6 , 6  6 , 8  ! 5 , 9  5 ,9  5 ,9  ! 
6"C, en  ! 8 ! 6 ,5  6 , 5  6 , 5  ! 6,O 6,O 6 , l  ! 3 , l  3 , 6  4 , 0 !  
l ' é t a t .  ! 2  8  J 6 ,2  6 , 5  6 , l  ! 5 , 6  5 ,7  5 , 6  ! 2,9 2 , 3  2,9 ! .......................................................................... 
l e s  numéros des  é c h a n t i l l o n s  correspondent aux enrobages su ivants  : 

gomme arabique  3 û X  saccharose  25% * Numérations e f f e c t u é e s  en présence 
+ inoculum tourbe Bioprox 4g... 1 de 10 uglml d e  Benlate (Benomyl) 
+ tourbe  e t  alginate........... 4 
+ conc. c e l l u l a i r e  e t  a l g i n a t e .  7 Rhodorsi l ,  saccharose 25% ... + inoculum tourbe Bioprox 4g 2 
Viscogum 2%, saccharose  25% + tourbe  e t  alginate........... 5 
+ inoculum tourbe Bioprox 4g... 2 + conc. c e l l u l a i r e  e t  a l g i n a t e .  8 
+ tourbe  e t  alginate........... 5 
+ conc. c e l l u l a i r e  e t  a l g i n a t e .  8 



Tableau LI11 

Influence de l'humidité re la t ive  de conservation, du d e  d'application, e t  du temps 
sur l a  survie de Bradyrhizobium japonlcum sur  la graine : tableau d'analyse de la  
variance. 

! ! ! ! ! 
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! ! 

! l i b e r t é  ! des écar t s  ! moyens ! F ! 
! ! ! 
! ! ! 

temps 

enrobage 
interaction 
a temps 
W 

interaction 
a enrobage 
W 

interaction 
temps enrobage 
interaction a 

W 
temps enrobage 

résiduelle 

a !  5 
! 

b ! 3 
! 

c ! 2 

ab ! 15 
1 

ac ! 10 

bc ! 6 

abc ! 3 O 
! 
! 144 

TOTAUX ! 215 I 517,954 ! ! 
! 1 ! 



- L ' i n t e r a c t i o n  s i g n i f i c a t i v e  d e s  t r o i s  f a c t e u r s  montre, que 

l ' e f f e t  conjugué de l 'humidi té  r e l a t i v e  e t  du temps d i f f è r e  

su ivan t  l e s  modal i tés  d ' a p p l i c a t i o n  : l e s  enrobages r é a l i s é s  à 

base de  tourbe  s e u l e  supportent  l e  mieux l e s  e f f e t s  d é l é t è r e s  du 

temps e t  de l 'humidi té .  

C e t t e  expérimentat ion permet d e  montrer que cont ra i rement  à 

l ' emplo i  de concent rés  c e l l u l a i r e s  q u i  ne permettent  pas une longév i t é  

s u f f i s a n t e  des  b a c t é r i e s ,  le's inoculums s u r  tourbe  s e  p r ê t e n t  t r è s  bien 

au pe l l i cu l age .  I ls  permettent  au moins aux humidités r e l a t i v e s  

i n f é r i e u r e s  à 75 X ,  de  main ten i r  l a  concen t r a t ion  en  Rhizobium largement 

au dessus  des  normes pendant au moins 2 mois à 20°C. 

Pour des  températures  de s tockage i n f é r i e u r e s ,  l ' expér imenta t ion  

nous a  montré qu 'à  6"C, l a  v i a b i l i t é  d e  Bradyrhizobium japonicum dans 

l e s  enrobages r é a l i s é s  avec l a  tourbe e s t  encore largement au  dessus  
5 de  10 b a c t é r i e s  par  g r a i n e  au bout de  7 mois. (Tableau L I I )  

I V  / ESSAIS COMPLEMENTAIRES. 

1 / AUTRES SUBSTANCES PROTECTRICES. 

Pour compléter l ' é t u d e  des  d i v e r s  adhés i f s  des  subs tances  

p ro t é iques  on t  é t é  t e s t é e s  e t  notamment pour s e  rapprocher des  e s s a i s  de 

l a  deuxième p a r t i e ,  le  l a i t  écrémé a é t é  employé. Des subs tances  

g luc id iques  , l e  Methocel (méthylce l lu lose)  , 1 'explotab ( g l y c o l a t e  

sodique d'amidon), on t  é t é  c h o i s i s  d 1 a p r 6 s  l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

thermodynamiques (31 ,  166) e t  i l s  sont  d 'un  emploi f réquent  en enrobages 

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

Des l o t s  de  300 g de  g ra ines  ont  é t é  enrobés avec 4 g  d'inoculum 

tourbe  e t  5 m l  de s  p rodu i t s  cho i s i s .  L e s  l o t s  s o n t  e n s u i t e  f r a c t i o n n é s  

a f i n  de l e s  s t o c k e r  à température ambiante (20°C) e t  à 6°C. Un a u t r e  

é c h a n t i l l o n  e s t  conservé à humidité r e l a t i v e  proche de 0% e t  20°C. La 

gomme arabique addi t ionnée  de saccharose a  s e r v i  de  témoin. Les 

r é s u l t a t s  des  numérations de c e l l u l e s  v i a b l e s  s o n t  r é c a p i t u l é s  dans l e  

t ab l eau  LIV. 



Tableau LIV 

"Screening" des agents collants, essais complémentaires : enrobages réalisés 
avec inoculum sur tourbe. Etude de la survie de l a  souche G49 de 
Bradyrhizobium japonicuia sur l a  graine, conservation B + 6°C e t  20°C. 

! 1 

! Durée de s tockage e n  jours .  ! 

n a t u r e  de  ! 
l ' enrobage .  !modal i té  de ! ! ! ! ! 

!conserva t ion  ! 1 ! 14 ! 27 ! 50 ! 190 ! 
! ! ! ! ! ! ! 
! ! ! ! ! 

c a s é i n e  IO%, 6ml ! 4°C ! 6 , 4  ! 5 , 9  ! 5 , 9  ! 5 ,6  ! 5 , 3  ! 
! 20°C ! 6 , 4 !  5 , 5 !  5 , 2 !  4 , 8 !  2 , 8 !  
! 20°C, H.R=O ! 6 , 4  ! 5 , 2  ! 4 , 8  ! 4 , 3  ! 2 ,2  ! 
! ! ! ! ! ! 

l a i t  écrémé IO%, ! 4°C ! 6 , 9 !  7,O ! 6 , 9 !  6 , 9 !  6 , 2  ! 
6  ml ! 20°C ! 6 , 9 !  5 , 9 !  5 , 2 !  5 , 1 !  

! 20°C, H.R=O ! 6 , 9  ! 5 , 8  ! 5 , 5  ! 5 , 4  ! 4 , l  ! 
! r ! ! ! ! 

g é l a t i n e  A IO%, ! 4°C ! 6 , 8 !  6 , 3 !  6 , 3 !  6 , 8 !  6 , 1 !  
6  rhb ! 20°C ! 6 , 8  ! 5 , 9  ! 5 ,6  ! 5 , 1  ! 3 ,5  ! 

! 20°C, H.R=O ! 6 , 8  ! 5,7  ! 5 , 3  ! 5 , 2  ! 3 , 5  ! 
! ! ! 1 ! ! ! 

Methocel IO%, 6  ml. ! 4°C ! 7 , 2  ! 7,O ! 6,7  ! 6 , 5  ! 5 , 9  ! 
6  m l  ! 20°C ! 7 , 2 !  5 , 7 !  5 , 1 !  4 , 8 !  2 , 6 !  

! 20°C9 H.R=O ! 7 , 2  ! 5 , 6  ! 5,O ! 5 , 2  ! 2 ,8  ! 
! ! ! ! ! ! 

Explotab 5%,  6ml ! 4°C ! 6 ,5  ! 6 , 6  ! 6 , 3  ! 6 , l  ! 5 , 4  ! 
! 20°C ! 6 , 5 !  5 , 4 !  4 , 7  ! 4 , 4 !  3 , 0 !  
! 20°C, H.R=O ! 6 , 5  ! 5 ,4  ! 5 , l  ! 4 , 9  ! 3 , 2  ! 

0==~0ls~~=91~11f0==!===1.i=ff=~==f!1==f3:=:!=====~!=~====!===1==!======! 

gomme arabique  30% ! 4°C ! 7,O ! 7,O ! 7 , l  ! 6,6  ! 5 , 9  ! 
saccharose 25%, 4ml! 20°C ! 7,O ! 6,O ! 5,O ! 4 , 9  ! 2 , 8  ! 

! 20°C, H.R=O ! 7,O ! 6 ,2  ! 5 , 8  ! 5 ,3  ! 2 , 9  ! 
PIDP~~IPI=~~PP~PPID!=II==~::~IP~==!==I==~!======!======!S==~==!======! 

gomme arabique  30% ! 4°C ! 7 , 1 !  7 , 2 !  6 , 8 !  6 , 9 !  6 , 3 !  
saccharose 252, 4ml! 20 O C  ! 7 , l  ! 5 , 8  ! 5,O ! 4 ,9  ! 2,5  ! 
Benlate  : lmg ! ! ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! ! ! 
gomme arabique 30% ! 4°C ! 7 , l  ! 6 , 8  ! 6,7  ! 6 , 9  ! 6 , 5  ! 
saccharose 252, 4ml! 20°C ! 7 , l  ! 6,O ! 5,O ! 4,7 ! 1 , 5  ! 
Benlate  : 5% ! ! ! ! ! ! 

! ! ! ! ! 
gomme arabique 30% ! 4°C ! 7 ,2  ! 7,O ! 6 , 8  ! 7 , l  ! 6 , 4  ! 
saccharose 25%, 4ml! 20°C ! 7 , 2 !  6 , 0 !  5 , 0 !  4 , 9 !  1 , 9 !  
Benlate  : lOmg ! ! ! ! ! ! 

! ! ! 

Les r é s u l t a t s  des  numérations son t  exprimés en  logari thme décimal. 



La conservat ion à 6°C permet de main ten i r  une populat ion t r è s  

é l evée  pendant 6 mois. A 20°C, l a  conservat ion à une a, proche de O ,  ou 

dans l ' é t a t  i n i t i a l  de  déshydra ta t ion  donne des  r é s u l t a t s  vo i s in s .  Les 

c inq  a d h é s i f s  t e s t é s  permet ten t  une t r è s  bonne conservat ion.  La 
5 v i a b i l i t é  e s t  t r è s  é l e v é e  (aux a l en tou r s  de  10 ) pendant 2 mois ; ap rès  

6 mois de stockage, il s u b s i s t e  environ 1000 b a c t é r i e s  par  g r a i n e ,  

q u a n t i t é  cependant i n s u f f i s a n t e  pour des  a p p l i c a t i o n s  agronomiques. Le  

l a i t  écrémé e t  l a  g é l a t i n e  son t  pa r t i cu l i è r emen t  appropr iés  à c e t  usage; 

l a  g é l a t i n e  présente  l a  p a r t i c u l a r i t é  i n t é r e s s a n t e  de f i x e r  des  

q u a n t i t é s  importantes  d' inoculum s u r  l a  gra ine .  

Ces é tudes  ont  permis de  mettre en évidence l e s  f a c t e u r s  pr incipaux 

q u i  c o n d i t i o n n e n t  l a  s u r v i e  d e  Bradyrh izob ium japonicum. Les 

températures  de conserva t ion  é l evées  ont  une in f luence  n é f a s t e  e t  

a c c é l è r e n t  l e  processus de d é t é r i o r a t i o n  d e  l 'enrobage.  Cependant à 

20" C , de nombreuses subs tances  p r o t e c t r i c e s  permettent  de main ten i r  l a  

popula t ion  bac tér ienne  au dessus  des  normes agronomiquement acceptab les  

pendant p l u s  de 2 mois. D e  p l u s ,  un l é g e r  si-chage ap rès  confec t ion  de 

l 'enrobage e s t  s u f f i s a n t  pour p l a c e r  l e s  b a c t é r i e s  dans des  condi t ions  

t o u t  à f a i t  acceptab les  pour l e u r  s u r v i e  ; cependant il s e r a i t  

p r é f é r a b l e  de  c o n t r ô l e r  que l ' humid i t é  r e l a t i v e  de s tockage n'excède pas 

43%. En e f f e t ,  Davidson (42)  a montré qu 'à  une humidi té  r e l a t i v e  de 502, 

l a  s u r v i e  s u r  l a  g ra ine  d e s  Rhizobiums e s t  mauvaise pour d i v e r s  adhés i f s  

t e s t é s ,  e t  ap rè s  3 semaines de  conserva t ion ,  il s u b s i s t e  au maximum 14% 

de  l ' inoculum i n i t i a l  à 15°C e t  1% à 30°C. 

2 / AJOUT D'UN ANTIFONGIQUE. 

Des pub l i ca t ions  r écen te s  (79  b i s  e t  81  b i s )  on t  montré une 

p réda t ion  ou une compét i t ion  fmportantes  par  les microorganismes 

t e l l u r i q u e s  s u r  l e s  Rhizobiums. Des t e n t a t i v e s  d ' amél iora t ion  de  

l ' i m p l a n t a t i o n  de Bradyrhizobium japonicum dans l e s  s o l s  ont  pu abou t i r  

par  1 'emploi d ' an t i fongiques  appropr iés ,  q u i  permettent  de main ten i r  des  

concen t r a t ions  bac tér iennes  é l evées ,  au moins jusqu 'à  l 'émergence des 

r ac ines .  



Pour g a r a n t i r  les chances de  succès  d e  l a  b a c t é r i s a t i o n  d e s  

g r a i n e s ,  une t e l l e  démarche p ré sen te  un i n t é r ê t  p ra t ique .  Du bénomyl 

(Ben la t e )  a  a i n s i  é t é  a j o u t é  dans l e s  enrobages r é a l i s é s  à p a r t i r  d e  

gomme arabique 30% e t  d e  saccharose 25%. Afin d e  t e s t e r  s a  t o x i c i t é  v i s  

à v i s  des  Rhizobiums, l a  s u r v i e  des  b a c t é r i e s  dans l e s  enrobages e s t  

s u i v i e  pendan t  7 mois  à 6°C e t  3 20°C. Dans n o s  c o n d i t i o n s  

expér imenta les ,  l a  présence de  bénomyl, n ' a l t è r e  pas s ign i f i ca t ivemen t  

l a  s u r v i e  de Rhizobium dans les enrobages q u ' i l  s o i t  employé à une 

concen t r a t ion  de 1, 5 ou lOmg par  l o t  d e  g r a i n e s  (300 g) .  Des mutants 

des  souches 3.2 e t  G49 r é s i s t a n t ,  en mi l ieu  l i q u i d e  à une concent ra t ion  

de 20 ug par  m i  o n t  é t é  i s o l é s  a f i n ,  s i  l e  beso in  s ' en  f a i t  s e n t i r ,  

d'augmenter l e s  concent ra t ions  de  Benlate dans les enrobages. 



CONCLUSION 



L'ensemble de ce t r a v a i l  nous a amené à envisager  d i f f é r e n t s  

problèmes, intimement l i é s  à la  r é u s s i t e  de l ' i n o c u l a t i o n  du so j a .  

Lors d e  1 ' étude d e s  performances symbiotiques d'une t r e n t a i n e  de  

souches, nous avons mis en évidence l ' e x i s t e n c e  de deux types 

symbiotiques phénotypiquement d i f f é r e n t s .  11 s e r a i t  i n t é r e s s a n t  de 

rapprocher ces observa t ions  avec l e s  t ravaux de  Stanley e t  a l  (166 Bis )  

q u i  soul ignent  l ' e x i s t e n c e  de deus types symbiotiques de  Bradyrhizobium 

japonicum p résen tan t  une o rgan i sa t ion  génét ique  a i n s i  que de nombreuses 

c a r a c t é r i s t i q u e s  physiologiques e t  métaboliques d i f f é r e n t e s .  

L 'analyse de c e r t a i n s  c a r a c t è r e s  p o u r r a i t  u t i lement  a i d e r  à 

comprendre les mécanismes de compéti t ion e n t r e  souches. On conna i t  bien 

à l ' h e u r e  a c t u e l l e  l e  processus d ' i n f e c t i o n  des  p o i l s  r a c i n a i r e s  par  l e s  

Rhizobiums e t  l a  n o t i o n  de compétence des  c e l l u l e s .  D e  nombreux 

changements q u i  a f f e c t e n t  directement  l e u r  i n f e c t i v i t é ,  i n t e rv i ennen t  

l o r s  du v i e i l l i s s e m e n t  des  c e l l u l e s ,  notamment au niveau de  l a  

composition e t  des r écep teu r s  membranaires (78) .  S t r e e t e r  (170) a a i n s i  

é t a b l i  q u ' i l  e x i s t e  une c o r r é l a t i o n  négat ive  e n t r e  l 'accumulat ion de 

t r é h a l o s e ,  v a r i a b l e  e n  f o n c t i o n  du  temps e t  d e s  s o u c h e s ,  e t  

l ' i n f e c t i v i t é  des  Rhizobiums ; il suggère que c e t  a spec t  p o u r r a i t  ê t r e  

en  r e l a t i o n  avec l a  t o l é r a n c e  des  souches à l a  des s i cca t ion .  

D e  f a i t ,  nos t ravaux ont  m i s  en évidence que la  souche 3 .2  

r é s i s t a n t e  à l a  déshydra ta t ion  p ré sen te  une nodulat ion peu abondante e t  

est peu compéti t ive p a r  rappor t  à l a  souche 3.32  ; c e t t e  d e r n i è r e ,  par  

c o n t r e  t r è s  i n f e c t i v e  e t  compéti t ive p ré sen te  une f o r t e  s e n s i b i l i t é  à l a  

des s i cca t ion .  De même, l e s  expérimentat ions au champ on t  montré qu 'à  

populat ion é g a l e ,  l e s  inoculums déshydra tés  i ndu i sen t  une moins bonne 

nodulat ion que l e s  inoculums non déshydra tés  à base de tourbe.  A c e t  

égard ,  t o u t e  étude pouvant é t a y e r  l 'hypothèse de r é s i s t a n c e  à l a  

d e s s i c c a t i o n  par  l 'accumulat ion de  me tabo l i t e s  t e l s  que l e  t r é h a l o s e  e t  

l e  mannitol,  s e r a i t  i n t é r e s s a n t e  à mener. 

Dans c e t t e  op t ique ,  il s e r a i t  également u t i l e  de  déterminer  s i  

l 'accumulat ion de t e l s  mé tabo l i t e s ,  a b o u t i t  nécessairement à une p e r t e  

de  l ' i n f e c t i v i t é  des  c e l l u l e s ,  ou s ' i l  e s t  poss ib l e  de  p l a c e r  l e s  



c e l l u l e s  dans l e s  cond i t i ons  opt imales  de  r é s i s t a n c e  à l a  déshydra ta t ion  

( synthèse  ou p r o t e c t i o n  e x t é r i e u r e  par  d e  t e l l e s  substances dans l e s  

inoculums) t o u t  en préservant  l e u r  i n f e c t i v i t é .  

Grâce aux t ravaux ayant t r a i t  à l a  déshydra ta t ion ,  l e s  paramètres 

physiques favorables  au maint ien d e s  p o t e n t i a l i t é s  v i t a l e s  des  inoculums 

déshydra tés  o n t  pu ê t r e  cernés.  

L 'é tape de  l a  déshydra ta t ion  a b o u t i t  à l a  des t ruc t ion  de 40 à plus  

de 99% des  c e l l u l e s  su ivant  l e s  souches,  l e s  suppor ts ,  l ' â g e  

physiologique des  c e l l u l e s  ; l e s  changements rapides de  s t r u c t u r e  des 

membranes l i é s  à l a  p e r t e  d'eau e t  l a  f u i t e  du ma té r i e l  i n t r a c e l l u l a i r e  

s o n t  vraisemblablement responsables  de l a  m o r t a l i t é  t r è s  importante  

observée à ce  s tade.  La d e s s i c c a t i o n  par  a tomisa t ion  permet cependant 

d ' a t t e i n d r e  des  concent ra t ions  t r è s  importantes  a l l a n t  jusqu 'à  1012 

b a c t é r i e s  pa r  gramme. Le maintien de  t e l l e s  concent ra t ions  passe par  l a  

m a î t r i s e  des  f a c t e u r s  a f f e c t a n t  l a  s u r v i e  d e  Bradyrhizobium japonicum en 

l ' é t a t  déshydraté .  

La présence d'oxygène se révè le  à c e t  égard pa r t i cu l i è r emen t  

nocive. E l l e  provoque en  géné ra l  une p e r t e  de v i a b i l i t é  l i n é a i r e  en 

fonc t ion  du temps, c e  q u i  t r a d u i r a i t  que 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  ont  

l i e u  en cours  de conserva t ion  probablement par  oxydation d e  s i t e s  

démasqués pa r  l ' é l i m i n a t i o n  de l ' e a u .  

Toutes l e s  expérimentat ions mettant  en  jeu l e  f a c t e u r  température 

abou t i s sen t  aux mêmes conclusions. L'augmentation de l a  t enpé ra tu re  de 

conserva t ion  accé l è re  l a  dégradat ion de  l ' inoculum. 

L'emploi d ' ence in t e s  à d i f f é r e n t e s  humidités r e l a t i v e s  pour 

app réc i e r  l ' i n f l u e n c e  de  ce  paramètre s u r  l a  conservat ion des  Rhizobiums 

a mis en évidence des  r e l a t i o n s  complexes e n t r e  ce f a c t e u r  e t  l a  s u r v i e  

d e s  c e l l u l e s  d é s h y d r a t é e s .  En e f f e t ,  d a n s  l e  c a s  d ' i n o c u l u m s  

déshydra tés ,  l a  conservat ion à une a, de O ,11 e s t  l a  p lus  f avo rab le ,  

mais on peut  cons idé re r  que l e s  a, 0 , O ,  O , I l ,  0 ,23 son t  s a t i s f a i s a n t e s .  

Il en va de même, pour l e s  enrobages r i a l i s é s  avec l e s  c e l l u l e s  en 



mil i eu  l i q u i d e .  Par c o n t r e ,  dans l e s  enrobages r é a l i s é s  à p a r t i r  d e  

tou rbe ,  l e s  va l eu r s  0 , O ,  O 1 0,23 e t  0 ,43  donnent des  r é s u l t a t s  

vo i s in s .  

La va l eu r  d'a, n ' e s t  donc pas l e  f a c t e u r  déterminant  de l a  su rv i e .  

Par  con t r e  chaque v a l e u r  d ' a ,  impose des  modi f ica t ions  de l a  

d i s p o n i b i l i t é  de l ' e a u  dans  le  produi t .  Nous avons mis en évidence par  

l ' é t u d e  des  isothermes d 'adsopt ion  que la  s u r v i e  optimale se s i t u e  

vraisemblablement au premier  changement d e  pente  des  isothermes,  p o i n t  

q u i  correspond à une couver ture  monomoléculaire d 'eau  fortement l i é e  s u r  

l e  s u b s t r a t .  L 'é l imina t ion  d'une p a r t i e  de  c e t t e  f r a c t i o n  d 'eau par  un 

séchage extrême condui t  à une d é t é r i o r a t i o n  d e  l ' inoculum. La présence 

d 'eau  faiblement  l i é e  au  d e l à  de c e  p o i n t  d ' i n f l e x i o n  e s t  t r è s  r é a c t i v e ,  

e t  l a  m o r t a l i t é  de l ' inoculum augmente avec des  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de  

c e t t e  f r a c t i o n  d'eau. La m o r t a l i t é  s e r a i t  l a  p l u s  f o r t e  au deuxième 

p o i n t  d ' i n f l e x i o n ,  q u i  t r a d u i t  l a  présence d 'eau  l i b r e  d ' i n t e r a c t i o n  

avec l e  s u b s t r a t .  Au d e l à  d e  ce po in t  l a  m o r t a l i t é  e s t  en géné ra l  un peu 

moins f o r t e ,  mais la d é t é r i o r a t i o n  de l ' inoculum r e s t e  t r è s  rap ide .  

L ' é t a t  de l ' e au  dans l e  p rodu i t  déshydraté  dépend des va l eu r s  d'a,, e t  

e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  du suppor t  employé. 11 s e r a i t  à ce t i tre i n t é r e s s a n t  

de  comparer l a  su rv i e  d e s  Rhizobiums pour p l u s i e u r s  va l eu r s  d'a,, dans 

d e s  suppor ts ,  dont l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  thermodynamiques son t  é t a b l i e s ,  

a f i n  d ' é t a y e r  c e t t e  hypothèse. 

De m ê m e ,  des  é tudes  v i s a n t  à expl iquer  l e s  processus responsables  

de  l a  mort des  c e l l u l e s  s e r a i e n t  u t i l e s .  En e f f e t ,  l e s  é tudes  de 

conserva t ion  des  denrées  a l imen ta i r e s  ont  montré que de  nombreuses 

r é a c t i o n s  s o n t  d i rec tement  dépendantes de  l ' e a u  (15).  Des r é a c t i o n s  

d ' autooxydation des l i p i d e s  i n t e rv i ennen t  aux humidités r e l a t i v e s  

i n f é r i e u r e s  à 11% ; l e s  r é a c t i o n s  de  brunissement q u i  abou t i s sen t  à la  

dégrada t ion  des  ac ides  nuc lé iques  son t  l e s  p l u s  i n t enses  à une K.R. 

s i t u é e  au tour  de 50% ; l e  fonctionnement enzymatique commence dès qu'une 

humidi té  r e l a t i v e  de 20% environ e s t  a t t e i n t e .  On ne s a i t  par  cont re  pas  

grand chose de l ' e x i s t e n c e  e t  de l ' i n t e n s i t é  de  c e s  r éac t ions  chez des  

b a c t é r i e s  v ivantes  conservées à humidités r e l a t i v e s  cont rô lées .  D e  

t e l l e s  r é a c t i o n s ,  s i  e l l e s  on t  l i e u ,  pour ra i en t  causer  des  dommages 

sévè res  aux c e l l u l e s .  



Des dommages physiques aux membranes, l i é e s  à l ' é l i m i n a t i o n  de 

l ' e a u ,  peuvent également i n t e r v e n i r  dans l ' a l t é r a t i o n  des  f o n c t i o n s  

v i t a l e s  de l a  c e l l u l e  (34) .  Des é tudes  d e  microscopie é l ec t ron ique  

a i d e r a i e n t  en c e l a  à l a  compréhension de c e s  phénomènes. 

Cependant, pa r  l ' emplo i  de l a i t  écrémé addi t ionné  de  saccharose,  l a  

conserva t ion  à basse température (2"C), absence d'oxygène e t  f a i b l e  

humidi té  r e l a t i v e  ((0,231 permet de  main ten i r  une populat ion bac tér ienne  

supé r i eu re  à 10' b a c t é r i e s / g  pendant p lus  d e  4 mois pour l a  souche 3.2. 

Ces condi t ions  s o n t  r e l a t i vemen t  f a c i l e s  à rempl i r  pa r  l ' u t i l i s a t i o n  

d 'emballages imperméables aux échanges gazeux e t  à l 'humidi té .  Un c o u r t  

séchage éventuel  en chambre de séchage à la  s o r t i e  de  l ' a tomiseu r ,  

s u f f i r a i t  à é l imine r  l ' e a u  faiblement  l i é e  q u i  s u b s i s t e  dans l e s  

inoculums. En o u t r e ,  il est poss ib l e  de d i f f é r e r  production d e  la  

biomasse e t  déshydra t a t ion ,  par  congélat ion des  concentrés  c e l l u l a i r e s ,  

sans  p e r t e  de v i a b i l i t é  d e s  c e l l u l e s .  

L 'é tape u l t é r i e u r e  d e  p e l l i c u l a g e  des  microorganismes su r  l a  g r a i n e  

e s t  t r è s  prometteuse. En e f f e t ,  l e  respec t  des  c o n t r a i n t e s  l i é e s  à l a  

s u r v i e  des  c e l l u l e s  déshydra tées  de Bradyrhizobium japonicum s u f f i t  à 

prése rve r  des q u a n t i t é s  d e  b a c t é r i e s ,  au dessus  des  normes agronomiques, 

pendant p lus  de deux mois à 20°C e t  p lus  de  7 mois à 6°C. L'emploi de  

Rhizobiums c u l t i v é s  s u r  tourbe  e t  de subs tances  p r o t e c t r i c e s ,  s e  r é v è l e  

à c e t  égard pa r t i cu l i è r emen t  approprié .  La s u r v i e  des  c e l l u l e s  n ' e s t  que 

peu a f f e c t é e  par  l a  déshydra ta t ion  q u i  s u i t  l e  p e l l i c u l a g e ,  a l o r s  que l a  

m o r t a l i t é  des  Rhizobiums appor tés  sous forme d e  concentrés  c e l l u l a i r e s  

est importante.  D'un p o i n t  de vue p ra t ique ,  l ' e n t r e p r o s a g e  des semences 

enrobées ,  à des  températures  basses  de p ré fé rence  e t  à une humidi té  

r e l a t i v e  i n f é r i e u r e  ou é g a l e  à 43%, permet une e x c e l l e n t e  conservat ion 

des  b a c t é r i e s  s u r  l a  g ra ine .  Au dessus de 75% d'H.R. e t  à 20°C, l a  

s u r v i e  n ' e s t  acceptab le  que pour de c o u r t e s  pér iodes  (1 mois). 

Cependant, il n ' e s t  pas  envisable  de s t o c k e r  des  semences à des  

humidi tés  r e l a t i v e s  a u s s i  é levées  sans p e r t e  importante  de pouvoir 

germina t i f .  La r é a l i s a t i o n  de ces  enrobages e s t  simple e t  u t i l i s e  l e s  

techniques c l a s s iques  de  p e l l i c u l a g e  en tu rb ine .  



ANNEXES 

EXPERIMENTATIONS AU CHAMP. 



Pour é t u d i e r  l e  comportement des  souches en symbiose dans des 

cond i t i ons  se rapprochant des  condi t ions  r é e l l e s  de  c u l t u r e ,  des  

expér imentz t ions  au champ ont  é t é  r é a l i s é e s  durant  deux années 

consécut ives .  

L'expérimentation de  1985 a pour but  de comparer les performances 

d e  p lus i eu r s  souches de  Bradyrhizobium iaponicum appor tées  s o i t  sous 

forme de c u l t u r e s  l i q u i d e s ,  s o i t  sous forme d'inoculums déshydratés .  La 

v a r i é t é  E f f i  du groupe 00 obtenue par  Tourneur a é t é  u t i l i s é e  pour c e t t e  

é t u d e ,  l a  v a r i é t é  Mapple arrow a s e r v i  de témoin. 

1  - - M O D E  D '  I M P L A N T A T I O N .  

Les essais ont  é t é  r é a l i s é s  en t r o i s  l i e u x  : Coulommiers, 

Pouy-Roquelaure , e t  Vil leneuve d ' Ascq . 
Les semis ont  é t é  e f f e c t u é s  à l a  main, en p a r c e l l e s  de 3 l i g n é e s  de 

5 mètres  (50 cm d 'écar tement )  à r a i son  de 450 g ra ines  envi ron ,  c e  q u i  

correspond à un peuplement de 600 000 pieds/ha. 

Les d a t e s  des  semis s u r  l e s  t r o i s  s i t e s  s o n t  respect ivement  : 24, 

25,  26 Avr i l  ; 24, 25, 26 A v r i l  ; 4 M a i  85. 

I I -  - P R O D U C T I O N  D E S  I N O C U L A T S .  

Les i n o c u l a t s  l i q u i d e s  son t  c o n s t i t u é s  de  10 m l  de  c u l t u r e  en  f i n  

de  phase exponent ie l le  (envi ron  10' bac té r ies /ml) .  

Les i n o c u l a t s  déshydra tés  son t  produi t s  comme s u i t  : 2 1 de c u l t u r e  

s o n t  cen t r i fugés .  Le c u l o t  c e l l u l a i r e  e s t  r e p r i s  dans 200 m l  de l a i t  

écrémé à 100g/l  de ma t i è r e  sèche addi t ionné  de  2g de  saccharose.  Le 

concent ré  c e l l u l a i r e  e s t  e n s u i t e  atomisé. Les i n o c u l a t s  d e s t i n é s  aux 

p a r c e l l e s  on t  é t é  p rodu i t s  e n t r e  l e  12 Mars e t  l e  10 Avr i l  1985, e t  

conservés  à 4°C sous v ide  p a r t i e l  jusqu 'à  l ' expéd i t i on .  

Le tab leau  LV indique  le nombre de  b a c t é r i e s  r e v i v i f i a b l e s  

déterminé l o r s  de l a  d e r n i è r e  numération e f f ec tuée .  Ces va l eu r s  doivent  

ê t r e  p r i s e s  à t i t r e  i n d i c a t i f .  En e f f e t ,  l e s  semis i n t e rv i ennen t  après  

l e s  d a t e s  des  dénombrements c e l l u l a i r e s ,  e t  l a  p e r t e  d e  v i a b i l i t é  peut 
. . 



Tableau LV 

déterminé par numération (c-E.u.)- 
Nombre de Bradyrhizobium japonicum survivant dans les inoculats 

Souches Date de Numération initiale Date dernière Numération Inoculum 
production bactéries / g MS numération finale des apporté 1 

Rhizobium/ parcelle ( g 

9 g MS 
3.41 10.04.85 7,5.10 10.04.85 7,5.109 1 

10.04.85 
9 10.04.85 9,4.10 

9 en mélangc 
55 9,4.10 0 ,  5 

en mélange 
O,  5 

9 12.02.85 
7 

CB1809 14.12.84 2,1.10 6.105 en mélang 
22.03.85 3.10 

7 
CB1809 14.12.84 ND 12.02.85 1. I O 6  en melang 

22.03.85 2.10 



Tableau LVI 
Villeneuve dVAscq : semis du 04/05/1985 ; liste des inoculations 
effectuées. 

No essais Souche 

3.1 Liq EFFI 

3.2 Liq EFFI 

3.15 Liq EFFI 

3.15 b3 Liq EFFI 

3.28 Liq EFFI 

3.30 Liq EFFI 

3.32 Liq EFFI 

3.41 Liq EFFI 

3.55 Liq EFFI 

3.4.3 Liq EFFI 

3.1 Poudre EFFI 

3.2 Poudre EFFI 

3.15 Poudre EFFI 

3.15 b3 Poudre EFFI 

3.28 Poudre EFFI 

3.30 Poudre EFFI 

3.32 Poudre EFFI 

3.41 Poudre EFFI 

19 3.55 Poudre EFFI 

20 T83005 Poudre EFFI 

Me1 1 Liquide EFFI 

Me1 2 Liquide EFFI 

Me1 3 Liquide EFFI 

Me1 1 Poudre EFFI 

Me1 2 Poudre EFFI 

Me1 3 Poudre EFFI 

Me1 1 Liquide Mapple A 

Me1 2 Liquide Mapple A 

Me1 3 Liquide Mapple A 

Me1 1 Poudre Mapple A 

Me1 2 Poudre Mapple A 

Me1 3 Poudre Mapple A 

Bioprox EFFI 

Lipha EFFI 

Naninoc.EFF1 

Bioprox M.A. 

Lipha M.A. 

Naninoc. M.A. 

Mei 1 : = Inoc 83 T83005 5 ml 

J 5 5rn!  

Mélanges souches du pourtour du champ. 

10 ml de chaque 

Me1  3 Poudre 3.15 l 



Tableau LVII 
Analyse de terre effectuee 3 Villeneuve dlAscq ; 07/05/1985 

p H K C 1  .......................................................................... 5,2 

C organique .................................................................. 1,09 g C % g t e r r e  

Matière organique ......................................................... 1,87 % 

Azote  to ta l  Ans te t  ......................................................... 0,116 g N % g t e r r e  

Azote  ammoniacal  ....................................................... 0,85 mg NH3 % g t e r r e  

. . 
Azote  nltr lque .............................................................. 1,29 mg NO3 % g t e r r e  

Calcai re  t o t a l  .............................................................. e non es t imable  

Calcai re  act i f  ............................................................... 3.7 g C a C 0 3  O/., g d e  terr 

Phosphore f rac t ion  ac ide  ............................................... 0,433 mg P205/g  d e  t e r r e  

............................................ Phosphore f ract ion basique 0,412 mg P 2 0 5 / g  d e  t e r r e  

............................................................ Phosphore t o t a l  0,845 m g  P203/g  d e  t e r r e  

Potassium échangeable ................................................ 16, 26 mg K 2 0  % g t e r r e  



Figure 33 

Plan des parcelles de Villeneuve d'Ascq. 



.an des  

Figure 34 

parcel les  de Pouy-Roquelaure. 



ê t r e  importante,  s u i t e  à l ' expos i t ion  des poudres à l 'oxygène, e t  à des 

températures p lus  élevées.  

L ' inoculat ion par  l e s  poudres a é t é  ef fec tuée  par  mise en 

suspension d 'un gramme d'inoculum dans l ' e a u ,  e t  mélange avec l e s  

semences. 

I I I .  - O B S E R V A T I O N S  E F F E C T U E E S .  

A Villeneuve d1Ascq, ?O plantes  par  pa rce l l e  ont  é t é  prélevées deux 

mois après  le  semis. Certaines observations e t  mesures ont  é t é  

ef fec tuées  s u r  ces p lan tes  : 

- pourcentage de p lantes  noduléeso 

- nombre moyen de nodules par  plante.  

- es t imat ion  de l ' a c t i v i t é  ni trogénasique des nodules par  mesure 

de 1'A.R.A. 

La mesure de 1'A.R.A. n ' a  pas pour but  de comparer l e s  souches 

e n t r e  e l l e s ,  mais de comparer à une même d a t e ,  inoculum f r a i s  e t  

inoculum déshydraté. En e f f e t ,  l ' é chan t i l lonage  e s t  r é a l i s é  s u r  une 

semaine e t  1 ' a c t i v i t é  n i  trogénasique l i é e  au s tade  de développement de 

l a  p lan te ,  v a r i e  de manière importante su r  c e t t e  période.  Css 

observations sont  récapi tu lées  dans l e  tableau LVIZI. 

D'autres nota t ions  ont é t é  e f fec tuées  en cours de c u l t u r e  e t  à l a  

r éco l t e  : 

- La couleur du f e u i l l a g e  a é t é  appréciée s u r  l e s  t r o i s  l ieux.  

- La d a t e  de chute des f e u i l l e s  a é t é  notée à Pouy-Roquelaure. 

- Enfin,  l e s  rendements en g r a i n s  ont  é t é  mesurés à l a  r éco l t e .  

I V .  - R E S U L T A T S .  

Les d ive r ses  observations r é a l i s é e s  à Villeneuve drAscq permettent 

de t i r e r  les conclusions suivantes quant-à l a  q u a l i t é  des inocu la t s  

produits .  

- nodulat ion : l e s  inoculums f r a i s  e t  tourbe induisent  tous deux une 

nodulat ion abondante. Par con t re ,  l e s  inoculums déshydratés ne 

permettent une nodulation s a t i s f a i s a n t e  que dans deux cas  (souches 

3.2 e t  3.30). Dans l e s  a u t r e s  p a r c e l l e s ,  l e  pourcentage de p lantes  

nodulées 



Tableau L YI11 
Résultats des parcelles expérimentales de Villeneuve d18scq 1985. 

! ! I ! 1 1 I 
No p a r c e l l e  ! ! nodulat ion !A.R.A.! poids à !rendement! couleur ! 
souche ! d a t e  ! % - nb moyen!pmoles! 14% !estimé ! 1/09/85 ! 

! ! ! ! ! ! ! 
! ! ! ! ! ! ! 

1 .3.1 LIQ.  ! 1/07 ! 100% - 10,4 ! 2,5 ! 2,00 kg ! 27 qx ! v e r t  foncé ! 
! ! ! ! ! ! ! 

11 3.1 SEC. ! 1/07 ! 80% - 2,O ! 2,2 ! 1,65 kg ! 22 qx ! v e r t  c l a i r  ! 
! ! ! ! ! ! 

2 3.2 LIQ. ! 1/07 ! 100% - 10,2 ! 5,6 ! 2 , 0 5  kg ! 27 qx ! v e r t  foncé ! 
! ! ! ! ! 

12 3.2 SEC. ! 1/07 ! 100% - 11 ,O ! 7,8 ! 2 ,O3 kg ! 27 qx ! v e r t  foncé ! 
! ! ! ! ! ! ! 

3 3.15 LIQ,  ! 1/07 ! 100% - 12,O ! 5,4 1 1,76 kg ! 24 qx ! v e r t  foncé ! 
! ! ! ! ! ! ! 

13 3.15 SEC. ! 1/07 ! 80% - 4,8  ! 3,8 ! 1,81  kg ! 24 qx ! v e r t  c l a i r  ! 
------------~----I------------~------I---------I--------!----------- ! 

4 3.15b3 LIQ! 2/07 ! 100% - 4,8 ! 11,2 ! 1,86  kg ! 25 qx ! v e r t  foncé ! 
I ! ! ! ! ! 

14 3-15b3 SEC! 2/07 ! 83% - 5,O ! 5,2 ! 2,02 kg ! 27 qx ! v e r t  c l a i r  ! , 

! ! ! ! f ! 0 ' 1  * +  

5 3.28 LIQ.  ! 2/07 ! 100% - 21 ,O ! 22,2 ! 1,65 kg ! 22 qx ! v e r t  c l a i r  '\, 
-.- ' ! ! I ! ! ! 

15 3.28 SEC. ! 2/07 I 40% - 7,O ! 3 , l  ! 1,59 kg ! 21 qx ! jaunat re  ! 
! ! ! 

6 3.30 LIQ. 1 2/07 ! 100% - 13,O ! 10,O ! 1,91  kg ! 26 qx ! v e r t  foncé ! 
! ! ! ! ! ! ! 

16 3.30 SEC. ! 2/07 ! 100% - 4,5  1 6,5  ! 1,59 kg ! 21 qx ! v e r t  c l a i r  ! 
,-----,-----r-,---l------l-i------~------f---------!---------f------------f 

7 3.32 LIQ. ! 3/07 ! 100% - 18,O ! 21,5 ! 2,08 kg ! 28 qx ! v e r t  foncé ! 
! ! ! ! ! ! ! 

17 3.32 SEC. ! 3/07 ! 37% - 2,O ! 1,9  ! 1 ,73  kg ! 23 qx ! jaunat re  ! 
! ! ! ! ! ! ! 

8 3.41 LIQ. ! 3/07 ! 100% - 20,O ! 13,O ! 1,93 kg ! 26 qx ! v e r t  foncé ! 
! ! ! ! ! ! ! 

18 3.41 SEC. 1 3 / 0 9  ! 25% - 3,O ! 3,2 ! 1,39 kg ! 19 qx ! jaune ! 
! ! ! ! ! ! ! 

9 3.55 LIQ.  1 3/07 ! 100% - 4,2  ! 4,3 ! 1,90 kg ! 25 qx ! v e r t  1 
! ! ! ! ! ! ! 

19 3.55 SEC. ! 3/07 1 43% - 1 ,O ! 2,2 ! 1,64 kg ! 22 qx ! jaune 
,------,----f-----f---------I----!------l---------f---------l------------l 

10 3.4.3 LIQ.! 8/07 ! 100% - 8 ,3  ! 10,4 ! 2 ,O4 kg ! 27 qx ! v e r t  ! 
! ! ! ! ! ! ! 

20 T83005 SEC! 8/07 ! O % - 0,O ! O ! 1,15 kg ! 15 qx ! jaune ! 
! I ! ! ! ! 



Tableau L V I I I  (suite) 
Résultats Ces parcelles expérimentales de  Villeneuve dlAscq 1985. 

No p a r c e l l e  ! ! nodulat ion !A. R.A. ! poids à !rendement! couleur  ! 
souche ! d a t e  ! % - nb moyenlumles t 14% !estimé ! 1/09/85 ! 

1 ! ! I 1 ! ! 
v a r i é t é  E f f i  ! I i 1 1 
21 MEL.l LIQ.! 8/07 1100% - 16,O ! 19,4 ! 2,10 kg 1 28 qx 1 v e r t  foncé ! 

! 1 ! ! l 1 ! 
22 MEL.2 LXQ.! 8/07 ! 100% - 18,O ! 17,7 ! 2,10 kg ! 28 qx ! v e r t  foncé ! 

! ! ! ! ! ! ! 
23 MEL.3 LIQ.! 8/07 ! 100% - 15 ,O ! 20 ,O 1 1,95 kg 1 26 qx ! v e r t  foncé ! 

! ! ! 1 1 ! ! 
24 MEL.1 SEC.! 8/07 1 22% - 2,5 ! 3,l ! 1,46 kg 1 20 qx ! jaune 1 

! 1 1 ! ! ! ! 
25 MEL.2 SEC.l 8/07 ! 89% - 2,O 1 4,O ! 1,47 kg ! 20 qx 1 j auna t r e  ! 

! ! 1 ! 1 ! ! 
26 MEL.3 SEC.! 8/07 ! 50% - 2,O 1 7,8 ! 1,52 kg 1 20 qx 1 j auna t r e  ! 
-------------1-----l----------1----]------!---------!---------1------------l 

v a r i é t é  Mapple arrow ! 1 ! ! 
27 MEL.1 LIQ.! 9/07 ! 100% - 16,O ! 17,O ! 3,07 kg ! 41 qx ! v e r t  £oner/) ' \  , 

! ! ! 1 1 1 , " 1  
28 MEL.2 LIQ.1 9/07 ! 100% - 20 ,O ! 16,6 ! 2,99 kg ! 40 qx ! v e r t  foncg! !' ..- . , 

! 1 1 1 ! 1 ! 
29 MEL.3 LIQ.! 9/07 1 100% - 33,O ! 13,3 ! 2,75 kg 1 37 qx ! v e r t  foncé ! 

! 1 1 ! ! 1 ! 
30 MEL.l SEC.! 9/07 ! 67% - 2,O ! 5,9 1 1,52 kg ! 20 qx ! v e r t  c l a i r  1 

1 ! ! ! 1 1 ! 
31 MEL.2 SEC. ! 9/07 1 100% - 2,7 1 5,l ! 2,09 kg 1 28 qx ! v e r t  1 

1 1 1 1 ! ! ! 
32 MEL.3 SEC. ! 9/07 1 100% - 5,7 ! 9,3 ! 2,01 kg ! 27 qx ! v e r t  c l a i r  ! 
===I=PP===I==P=PfrDIIZ3==3====~3====s=i=====I=================~=================! 

1 ! ! ! ! ! 1 
v a r i é t é  E f f i  ! 
33 BIOPROX !11/07 ! 100% -21,O ! 19,l ! 2,17 kg ! 29 qx ! v e r t  foncé ! 

! ! ! ! ! 1 ! 
34 LIPHA 111/07 ! 100% - 13,4 ! 19,5 ! 2,22 kg 1 30 qx ! v e r t  foncé 1 

1 ! ! ! ! 1 ! 
35 NONINOC. !11/07 1 O % - O ! O ! 1,30 kg 1 17 qx 1 jaune ! 
----------1------t-------------t------l---------]--------t------------! 

v a r i é t é  Mapple arrow ! 
36 BIOPROX !11/07 ! 100% - 23,O ! 9,7 1 2,77 kg ! 37 qx ! v e r t  foncé ! 

! ! ! ! ! ! ! 
37 LIPHA !11/07 1 100% - 25,O 1 11,6 ! 2,57 kg ! 34 qx ! v e r t  foncé ! 

! ! ! ! ! ! I 
38 NONINOC. !11/07 ! O % - O ! O ! 1,93 kg ! 26 qx ! v e r t  c l a i r  ! 

! ! ! ! ! ! ! 



est i n f é r i e u r  à 100% e t  l e  nombre moyen de  nodules pa r  p l a n t e  t r è s  

souvent i n f é r i e u r  à 5 ,  c o n t r e  une moyenne de 15 à p l u s  de 20 dans 

l e  cas  des  inoculums l i qu ides .  Les numérations de c o n t r ô l e  

e f f e c t u é e s  peu de temps avant  expédi t ion  r évè l en t  de f a i t  que 

c e r t a i n s  inoculums ont  une f a i b l e  concent ra t ion  bac t é r i enne ,  c e  qu i  

expl ique  l ' é c h e c  p lus  ou moins prononcé de l ' i n o c u l a t i o n  de 

nombreuses p a r c e l l e s .  

- activit6 nitrogénasique : les mesures d ' e f f i c i e n c e  e f f e c t u é e s  par  l e  

test de réduct ion  de l ' a c é t y l è n e ,  confirment les observa t ions  

précédentes .  Les p l a n t e s  pré levées  dans l e s  p a r c e l l e s  ou l a  

nodula t ion  e s t  peu abondante ont  une a c t i v i t é  n i t rogénas ique  

i n f é r i e u r e  à c e l l e  observée avec le  témoin inoculé  pa r  une c u l t u r e  

l i q u i d e  de l a  souche. Les p a r c e l l e s  pour l e s q u e l l e s  les d i f f é r e n c e s  

s o n t  peu importantes  concernent  l e s  souches 3.1, 3.2 e t  3.30. 

- L'observat ion de  la  couleur du f e u i l l a g e  au début  septembre, r évè l e  

une carence azotée  typique ( f e u i l l a g e  v e r t  c l a i r  à jaune)  dans l e s  

p a r c e l l e s  où l a  nodula t ion  e s t  peu abondante. 

A Pouy-Roquelaure (Tableau LIX) , l e s  observa t ions  de  f e u i l l a g e  e t  

d e  p récoc i t é  soul ignent  que les inoculums déshydratés  ne permettent  

pas  d ' appor t e r  aux p l a n t e s  les q u a n t i t é s  de b a c t é r i e s  s u f f i s a n t e s  

pour  une bonne couverture azotée.  La végéta t ion  de  ces  p a r c e l l e s  

est dans l 'ensemble jaune. Les p a r c e l l e s  inoculées  avec l e s  

inoeulums l i q u i d e s  s o n t  de  couleur  v e r t e ,  mais d'un v e r t  moins 

fonce  que l e s  inoculums commerciaux s u r  tourbe.  Des d i f f é r e n c e s  de 

p r é c o c i t é  peuvent également ê t r e  remarquées e n t r e  p a r c e l l e s .  E l l e s  

pour ra i en t  ê t r e  en r appor t  d i r e c t  avec une balance azotée  

d é f i c i t a i r e  pour l e s  p a r c e l l e s  où l a  chute  des  f e u i l l e s  a l i e u  l e  

p l u s  t ô t .  

A Coulommiers, l a  couleur  du f e u i l l a g e ,  jaune en g é n é r a l ,  r évè l e  

une carence azo tée  importante .  Seuls l e s  inoculums commerciaux s u r  

t o u r b e ,  e t  quelques except ions  donnent une couleur  v e r t e  au 

f e u i l l a g e .  



Tableau LIX 
Résultats expérimentaux des parcelles de Pouy -Roquelaure. 

( 
( 
( 
( E f f i  N . l  
I 

: Aspect végéta t ion  : Jaunissement : Chute f e u i l l e s  : Poids à 15 ) 
: --- - : -- : -- 

Jaune : 17/8 : 21/8 : 2.35 ) 
) 

i E f f i  Liphe : Vert foncé : 16/8 : 21/8 : 2.45 ) 
( 1 
( ~ f f i  : : 16/8 : 21/8 : 3.25 
( , 

( E f f i  3.1 sec  Jaune : 16/8 : 21/8- : 2,lO ) 
( 
( E f f i  3.2 sec  
( 
( E f f i  3.15 sec  
( 
( E f f i  3.15 b3 sec  : 
( 
( E f f i  3.28 sec  
( 
( E f f i  3.30 sec  
( 
( E f f i  3.32 sec  
( 
( E f f i  3.41 sec  
( 
( E f f i  3.55 
( 
( E f f i  T83.005 sec  : 
( 
( E f f i  Mélange 1 sec  : 
( 
( E f f i  Mélange 2 sec  : 
( 
( E f f i  Mélange 3 sec  : 
( 
( E f f i  3.1 l i qu ide  : 
( 
( E f f i  3.2 l iquide  : 
( 
( E f f i  3.15 l i qu ide  : 
( 
( E f f i  3.15b3 l i qu ide  : 
( 
( Ef f i  3.28 l i qu ide  : 

( E f f i  3.30 l i qu ide  : 
( 
( E f f i  3.32 l i qu ide  

( E f f i  3.41 l i qu ide  : 
( 
( E f f i  3.55 l i qu ide  : 
( 
( Effi  3.43 l i qu ide  : 
( 
( E f f i  Mélange 1 l i q .  : 
( 
( E f f i  Mélange 2 l i q .  : 
( 
( E f f i  Mélange 3 l i q .  : 
( 
( M.ARROW N . 1  
( 
( I.ARROW Liphe 
( 
( M.ARROW Portex 
( 

Jaune 

Jaune 

Jaune 

Jaune 

Jaune 

Jaune 

Jaune 

Jaune 

Jaune .- 
Jaune 

Jaune : 

Jaune 

Vert l é g t  foncé : 

Vert l é g t  foncé : 

Vert foncé 

Vert foncé : 

Vert l é g t  foncé : 

Vert l é g t  foncé : . 
Vert foncé : 

Vert l é g t  foncé : 

Vert l é g t  foncé : 

Vert l é g t  foncé : 

Verit l é g t  foncé : 

V e r t f o n c é  : 

Vert l é g t  foncé : 

Jaune 

Vert foncé : 

Vert foncé : 



Tableau LX 
Résultats exp6riieatrux des parcelles de Couloaiiers. 

C O D &  E S S A I :  5 f l G  



- En termes d e  rendeeaeats, les conclusions son t  i den t iques  (Tableau 

LXbis). 

A Vil leneuve d'dscq, l e s  rendements l e s  p l u s  f a i b l e s  ont  é t é  obtenus 

dans l e  cas  des  p a r c e l l e s  faiblement  nodulées. Ainsi des  écarts 

extrêmes de  15 à 30 qxlha o n t  é t é  observés ,  avec l a  v a r i é t é  E f f i .  

La v a r i é t é  Mapple arrow f o u r n i t  des  rendements en g r a i n e s  p lus  

importants compris e n t r e  25 qxlha pour  l e  témoin non inocu lé  e t  

41 qx/ha. L 'observat ion des  rendements en g r a i n e s  des p a r c e l l e s  

inoculées  par  les c u l t u r e s  l i q u i d e s  de  f o r t e  concent ra t ion  

bac tér ienne  montre que l e s  souches ayant une f o r t e  a c t i v i t i  

n i t rogénas ique  i n  v i t r o ,  p résenten t  également aux champs des 

performances i n t é r e s s a n t e s .  Les souches 3.32, 3.2, 3.1, e t  3.4.3 

donnent l e s  rendements l e s  p l u s  é levés .  

A Pouy, l a  r é c o l t e  des  g r a i n e s  ne met pas e n  évidence d ' é c a r t s  

importants  e n t r e  l e s  v a r i é t é s .  L'inoculum tourbe Bioprox f o u r n i t  de 

t r è s  bons rendements* Les p lus  f a i b l e s  rendements correspondent ,  

pour les inoculums déshydra tés ,  à ceux où l a  popula t ion  bac t é r i enne  

e s t  faable .  Les inoculums l i q u i d e s  ne permet ten t  pas des rendements 

en  moyenne supé r i eu r s  à ceux observés avec l e s  poudres a tomisées ,  

contrairement  au c a s  de Villeneuve d ' Ascq . Ceci p o u r r a i t  témoigner 

d'une mauvaise s u r v i e  des  b a c t é r i e s  en  c u l t u r e  l i q u i d e ,  au cours  du 

t r anspor t  e t  du temps de stockage précédant  l e  semis e t  p o u r r a i t  

expl iquer  l a  couleur  v e r t  c l a i r  des  p a r c e l l e s .  

A Coulcnmders, l e s  rendements de  l a  quas i  t o t a l i t é  des  p a r c e l l e s  son t  

f a i b l e s  e t  en moyenne i n f é r i e u r s  à ceux observés s u r  l e s  deux 

a u t r e s  l i eux .  Les inoculums commerciaux s u r  t ou rbe ,  donnent l e s  

me i l l eu r s  rendements. Quelques p a r c e l l e s  inoculées  avec des  

inoculums l i q u i d e s  ont  des  rendements supé r i eu r s  à l a  moyenne. Ces 

r é s u l t a t s  témoignent vraisemblablement d 'une mauvaise nodula t ion  

dans les p a r c e l l e s  i nocu lées  avec les c u l t u r e s  l i qu ides  e t  l e s  

poudres atomisées q u i  p o u r r a i t  comme dans l e  ca s  précédent p roven i r  

d'une concent ra t ion  bac tér ienne  t rop  f a i b l e  dans l e s  i nocu la t s .  



Tableau LXbis 
Rendements observés 14X, sur les parcelles expérimentales des tro is  
stations. 

1 1 1 1 
No parcelle 1 rendement estimél rendement estimél rendement estimé 1 
souche 1 Pouy-Roquelaure 1 Coulommiers 1 Villeneuve d'Ascql 

1 
1 3.1 LIQ. ! 

1 
11 3.1 SEC. 1 

1 
2 3.2 LIQ. ! 

1 
12 3.2 SEC. 1 

1 
3 3-15 LIQ. 1 

1 
13 3.15 SEC. 1 

1 
4 3.15b3 LIQI 

1 
14 3.15b3 SECI 

1 
5 3.28 LIQ. ! 

1 
15 3.28 SEC. ! 

! 
6 3.30 LIQ. ! 

1 
16 3.30 SEC. 1 

1 
7 3.32 LIQ. 1 

1 
17 3.32 SEC. 1 

1 
8 3.41 LIQ. 1 

1 
18 3.41 SEC. 1 

1 
9 3.55 LIQ. 1 

1 
19 3.55 SEC. 1 

1 
10 3.4.3 LIQ.1 

1 
20 T83005 SEC1 



Tableau LXbis ( suite ) 
Bende~ents observés à 14X, sur les parcelles exp6rimentales des trois 
stations. 

! 1 1 ! 
No parcelle 1 rendement estimé! rendement estimé! rendement estimé 1 
souche 1 Pouy-Roquelaure ! Coulommiers 1 Villeneuve dlAscql 

1 1 1 1 
var ié té  E f f i  ! 
21 MEL 1 LIQ.! 27 qx/ha ! 14 qx/ha ! 28 qx/ha ! 

! 1 1 1 
22 MEL 2 LIQ.! 27 qxlha 1 15 qxlha ! 28 qxlha ! 

1 1 1 1 
23 MEL 3 LIQ.1 29 qx/ha ! 13 qx/ha 1 26 qx/ha ! 

1 1 1 1 
24 MEL 1 SEC. ! 28 qx/ha 1 8 qx/ha ! 20 qx/ha 1 

1 1 ! 1 
25 ELEL 2 SEC 1 27 qx/ha ! 10 qx/ha 1 20 qx/ha 1 

1 1 ! 1 
26 MEL 3 SEC 1 27 qx/ha ! 13 qx/ha 1 20 qx/ha ! 
-------------,----------------]---------------]------------------ 1 

va r ié té  Mapple arrow 1 
27 MEL 1 LIQ.! ND 1 ND ! 4 1  qx/ha ! 

1 1 1 ! 
28 MEL 2 LIQ. ! ND 1 ND 1 40 qx/ha 1 

1 1 1 1 
29 MEL 3 LIQ.! ND 1 ND 1 37 qx/ha !,.- . 

1 1 1 !' - . ,  
30 MEL 1 SEC 1 ND 1 5 qx/ha - 1 20 qx/ha 1. ,' 

1 1 1 1 
31 MEL 2 SEC 1 ND 1 6 qx/ha 1 28 qx/ha ! 

1 ! 1 1 
32 MEL 3 SEC 1 ND ! 6 q x l h a  1 27 qx/ha 1 
-----------1-----------------]---------------]------------------l 

var ié té  E f f i  1 
33 BIOPROX 1 43 qx/ha 1 2 1  qx/ha ! 29 qx/ha 1 

1 1 1 1 
34 LIPHA ! 33 qx/ha ! 18 qx/ha 1 30 qx/ha 1 

1 1 1 1 
35 NON INOC. 1 31  qx/ha ! 7 qx/ha ! 17 qx/ha ! 
------------]-----------------i------------------l-----------------l 

var ié té  Mapple arrow 1 
36 BIOPROX 1 39 qx/ha 1 15 qx/ha 1 37 qx/ha 1 

1 1 1 ! 
37 LIPHA ! 37 qx/ha ! 14 qx/ha 1 34 qx/ha ! 

1 1 1 ! 
38 NON I N O C .  1 30 qx/ha ! 8 qx/ha 1 26 qx/ha 1 

1 1 1 1 



11 n ' e s t  pas p o s s i b l e  de comparer e n t r e  elles l e s  performances des  

souches s u r  l e s  t r o i s  s i t e s .  Les problèmes de s u r v i e  rencont rés  a u s s i  

b ien  dans l e s  inoculums l i q u i d e s  à Pouy e t  à Coulommiers que dans l e s  

inoculums déshydratés  f a u s s e r a i e n t  complètement t o u t e  i n t e r p r é t a t i o n  des 

r é s u l t a t s .  11 semble  i m p o r t a n t  d ' é t u d i e r  l e s  p a r a m è t r e s  q u i  

f a v o r i s e r a i e n t  l a  s u r v i e  des  Rhizobiums dans l e s  inoculums déshydratés .  

D e  m ê m e ,  l e s  témoins l i q u i d e s  ne son t  pas app ropr i é s  é t a n t  donné que l a  

m o r t a l i t é  e s t  é levée  lo r sque  l e s  c u l t u r e s  ne s o n t  p l u s  ag i t ée s .  

On peut  cependant n o t e r  l e s  performances i n t é r e s s a n t e s  des  souches 

3.1, 3.2, 3.32 e t  3.15b3. 



E X P E R I M E N T A T I O N  A U  C H A M P  1986 

Au regard des  r é s u l t a t s  de 1985 e t  des  d i f f é r e n c e s  marquées e n t r e  

les performances des i n o c u l a t s  déshydratés  e t  appor tés  s u r  tourbe ,  nous 

avons jugé i n t é r e s s a n t  d e  comparer d'un p o i n t  de vue q u a l i t a t i f  ces deux 

types  d'inoculum en employant t r o i s  souches du l a b o r a t o i r e  e t  deux 

témoins commerciaux (souches i s o l é e s  des  inoculums Bioprox e t  Lipha). 

1. P R O D U C T I O N  D E S  I B O C U L U M S .  

1 / INOCULUMS SUR TOURBE.  ......................... 
I ls  ont  é t é  r é a l i s é s  début  a v r i l ,  s u r  tourbe pu lvé r i s ée  i s s u e  d'une 

dose d'inoculum commercial. Après r é p a r t i t i o n ,  pa r  q u a n t i t é  de v ingt  

grammes envi ron ,  en f l a c o n  de 125 uii, s t é r i l i s a t i o n  2 x 30 min, ces  

é c h a n t i l l o n s  s o n t  ensemencés par  2  m l  de  c u l t u r e  en  phase exponen t i e l l e  

des  souches dés i r ées .  Après incubat ion  à 29°C pendant 15 j o u r s ,  l e s  

i n o c u l a t s  s o n t  conservés à température ambiante jusqu 'à  l ' emplo i .  C ' e s t  

à c e  moment que l ' o n  e f f e c t u e  un con t rô l e  s u r  l a  pu re t é  e t  l a  d e n s i t é  de 
l a  popula t ion  bac tér ienne .  

2 / INOCULUMS D E S H Y D R A T E S .  
---------------------me--- 

Ils s o n t  p rodu i t s  comme s u i t  : 2 1 de c u l t u r e  en phase 

exponen t i e l l e  des  souches s o n t  c e n t r i f u g é s ,  pu i s  r e p r i s  dans 100 m l  de 

m i l i e u  TY addi t ionné  de l a i t  écrémé à 10% (w/v). Ces suspensions sont  

e n s u i t e  déshydratées  dans un atomiseur puis  s tockées  sous azote  à 4"C, à 

une humidité r e l a t i v e  proche de O par  add i t i on  de  s i l i c a g e l  dans 

l 'emballage de conservat ion.  

11- I M P L A N T A T I O N  D E S  P A R C E L L E S .  

A Vil leneuve dlAscq, l e s  e s s a i s  on t  dû ê t r e  r é a l i s é s  à deux r e p r i s e s  : 

- l e  premier e s s a i  a  é t é  e f f e c t u é  l e  7 Mai ; mais l a  na tu re  t r è s  

a r g i l e u s e  du s o l  e t  l e s  f o r t e s  p l u i e s  consécut ives  au semis, ont  é t é  

responsables  de  l a  formation d'une c roû te  de ba t tance .  Ce t t e  de rn i è re  

l i é e  à une prépara t ion  g r o s s i è r e  du s o l  a  for tement  i nh ibé  l a  

germinat ion des  gra ines  (10% en moyenne, de 7 à 24%) ; 



- l ' e s s a i  a é t é  recommencé l e  11 Ju in  86. 11 e s t  à noter  que l a  

proximi té  immédiate d 'un  massif d ' a r b r e s  e t  l l ex iguXté  du t e r r a i n  m i s  à 

n o t r e  d i s p o s i t i o n ,  on t  é t é  responsables  d'une diminut ion de  la vigueur  

e t  d 'un l é g e r  ét iolement  d e s  p l a n t e s  des  p a r c e l l e s  de bordure, ce  q u i  a 

f a v o r i s é  l a  ve r se  de c e r t a i n e s  p a r c e l l e s  (1 e t  3)  à l a  f i n  Août. 

Les t r a i t emen t s  appl iqués  à chaque p a r c e l l e ,  a i n s i  que l e s  

r é s u l t a t s  des  con t rô l e s  e f f e c t u é s  s u r  l e s  i n o c u l a t s  f i g u r e n t  dans l e  

t a b l e a u  LXI. 

III- N O T A T I O N S  E F F E C T U E E S .  

Conformément au programme préalablement é t a b l i ,  l e s  n o t a t i o n s  

r e l a t i v e s  aux c a r a c t è r e s  s u i v a n t s  on t  é t é  e f f e c t u é e s  : 

- pourcentage de  g e r a f n a t i o n  au s t ade  deux f e u i l l e s  t r i f o l i é e s  ; 

n o t a t i o n  de  1 à 9 ; 

- vigueur au s t ade  jeune : é c h e l l e  de 1 à 9 ; 

- nodula t ion  : pourcentage de p l an te s  nodulées ,  l o c a l i s a t i o n  e t  nombre 

de  nodules ; no ta t ion  de  1 à 9 ; 

- cou leu r  du f e u i l l a g e  : mi-août, éche l l e  de 1 à 9 ; 

- p r é c o c i t é  : à l a  f l o r a i s o n ,  en cours e t  en f i n  de  végé ta t ion  ; 

n o t a t i o n s  e f f e c t u é e s  d ' a p r è s  l a  n o m e n c l a t u r e  a m é r i c a i n e  s u r  

é c h a n t i l l o n s  de 10 p l a n t e s  à chaque passage ; 

- r é c o l t e  : l a  r é c o l t e  e t  l ' é cossage  ont  é t é  f a i t s  manuellement pour 

l ' e s s a i  n O l .  Etant  donné l e  f a i b l e  peuplement des  p a r c e l l e s ,  nous 

n'avons e n r e g i s t r é  que l e  poids des  m i l l e  g r a i n s  e t  l 'humidi té  à l a  

r é c o l t e .  La matur i té  t a r d i v e  e t  l e s  cond i t i ons  c l imat iques  d e  f i n  

oc tobre  début  novembre n ' o n t  pas permis d ' a s s u r e r  la  r é c o l t e  des  

p a r c e l l e s  du deuxième e s s a i .  

L'ensemble de c e s  données e s t  résumé dans l e  tab leau  LX11 pour 

l ' e s s a i  n O l ,  L X I I I  pour l ' e s s a i  n 0 2 ,  LXIV pour l ' e s s a i  de Coulommiers. 



Tableau LX1 
Désignation des parcelles et populatim bactérienne dans les inoculats. 

Tableau - Population bactérienne dans les inocula 

r 

No Variété Inoculum 

1 Mapple Arrow Bioprox Tourbe 
2 Mapple Arrow Bioprox ~ t o m i s é  
3 Mapple Arrow Lipha Tourbe 
4 Mapple Arrow Lipha Atomisé 
5 Mapple Arrow 3.2 Tourbe 
6 Mapple Arrow 3.2 Atomisé 
7 Mapple Arrow 3.4.3 Tourbe 
8 Mapple Arrow 3.4.3 Atomisé 
9 Mapple Arrow 3.32 Tourbe 

10 Mapple Arrow 3.32 Atomisé 
11 Mapple Arrow Non inoculé 

A 

* 



Tableau LX11 
Résultats expérimentaux de l'essai nOl réalisé à Villeneuve d'Ascq. 



Tableau LXIfI 
Résultats expérimentaux de l'essai n02 réalisé à Villeneuve d'Ascq. 

Nodulation 

No 
rcelle 

I 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

1 O 

I I  

% plantes 
nodiilées Notc 

Nb nodules 
loralisation 

Stade 2 F. trifoliées 
26/06 

% levée vcgiieur 

87 4 

9 1 6 

90 7 

90 9 

9; 9 

93 6 

94 4 

90 7 

90 9 

88 9 

9 3 3 

100 O 6  

> 20 9 
rollet 

70 96 
< 5 6 
collet 

100 % 
20 9 

collet 

50 % 
5 5 

R.I. 

75 % 
5-10 7 

collet 

100 % 
5-10 8 

collet 

100 1 
1 O 8 

collet 

70 46 
c 5 6 

collet-R.I. 

80 46 
= 10 7 
c-ol let 

70 % 
5 6 

rollct 

5 % 
1 I 

Date d'apparition des stades : 

Jau- Chute 
RI R2 R3 R4 R5 R6 R7 nisse- des 

ment fcuilles 

06/08 12/08 14/08 22/08 25/08 06/10 17/10 17/10 
verse 

04/08 08/08 12/08 18/08 22/08 06/10 06/10 06/10 13/10 

04/08 12/08 14/08 22/08 25/08 06/10 13/10 13/10 

04/08 08/08 12/08 18/08 22/08 06/10 09/10 06/10 13/10 

01/08 04/08 08/08 12/08 18/08 IS/09 06/10 06/10 09/10 

01/08 04/08 08/08 14/08 18/08 18/09 06/10 06/10 13/10 

06/08 06/08 12/08 18/08 22/08 06110 06/10 26/09 09/10 

01/08 04/08 12/08 18/08 22/08 26/09 06/10 26/09 09/10 

04/08 08/08 12/08 22/08 25/08 06/10 09/10 09/10 23/10 

G1/û8 06/08 12/08 18/08 22/08 26/09 091 10 26/09 09/10 

04/08 08/08 08/08 18/08 22/08 18/09 06/10 26/09 06/10 

Notation 
couleur 

15/08 



Tableau LXIV 

Résultats expérimentaux des parcelles de Coulommiers : 1986. 

Code Essai : SAG 953 
Année 1986 
Lieu : COULOMMIERS 
Surface parcel la ire  : 7,5 m2 
INOCULATION SUR MAPPLE ARROW 

""7---"--------"--- """"""--"' ----------------- 
l- i 

NOMS 
T TNbre de nodules r"'-"' lJaunisst I DENSITE I;/plte I I 5/8 des 

I I I 'feuilles 1 PETITS 1 GROS 1 l/g +----+-----------------+-----------+--------+--------+------ 
1 1 1 3-2 TOURBE 1 45 1 10,2 1 3 ,1 1 1 
I I I 1 1 I 
1 2 1 3-3-2 TOURBE 1 54 1 11.4 1 7,9 1 1 
1 I I I I 
1 3 1 3-4-3 TOURBE 1 43 

1 
1 7 ,1  1 3 ,1 1 3 

I I I I I I 
1 4 1 LIPHA TOURBE 1 39 1 13,2 1 6 ,2  1 1 
I I I I I 1 
1 5 1 BIOPROX TOURBE 1 44 1 11,8 1 2 , s  1 2 
1 I I I I 1 
1 6 1 T E M O I N N . 1 .  1 38 1 0 , 2 1  0 1 4 
I I I I l I 
1 7 1 3-2 SEC 1 37 1 2 ,1 1 1.4 1 3 
1 I I t I 1 
1 8 1 3-3-2 SEC 1 49 1 2,3 1 1 , 2  1 4 
I I I I I I 
1 9 1 3-4-3 SEC ' 1 36 1 3 ,4 1 0 ,4 1 4 
1 I I I 1 .  
1 10 1 LIPHA SEC 

I 
1 33 1 5,2 1 0 , s  1 4 

I I I I l I 
1 il 1 BIOPROX SEC 1 35 1 3,4 l 1 ,2  1 4 
I I I I I I ......................................................... 

,, . 
*- > \ 

Q 

sec/  LIPHA 1 
Parcelle TOURBE 1 

g '24 6Qx/ha .--------+--Lw---- 4 
1785 1 97 1 

I I 
1947 1 105 1 

1 I 
1647 1 89 1 

1 I 
1845 1 100 1 

I I 
1764 1 96 1 

I I 
1479 1 80 1 

I 1 
1616 1 88 1 

I I 
1410 1 76 1 

I 1 
1308 1 7:! 1 

I 1 
1418 1 77 1 

I I 
1468 1 80 ( 
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I V .  R E S U L T A T S  - D I S C U S S I O N .  

1 / D E N S I T E ,  ------------ 
E s s a i  1.  

La l e v é e  des semences a é t é  t r è s  hétérogène à l ' i n t é r i e u r  des 

p a r c e l l e s  e t  le  taux de germinat ion t r è s  f a i b l e  de 7 à 24%. 

Levée r égu l i è r e  avec f o r t  taux de germinat ion,  de  130 à 143 

p l a n t e s l r a n g  s u r  150 théoriquement semées, ce  q u i  correspond à une 

d e n s i t é  de 26 à 29 p l an te s lmè t r e  l i n é a i r e .  

d e n s i t é  au mètre l i n é a i r e  é levée .  

2 / V I G U E U R .  ------------ 
E s s a i  1. 

Plan te s  germées t r è s  vigoureuses,  pas de d i f f é r e n c e  observable 

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

Vigueur moindre pour  l e s  p a r c e l l e s  1 ,  6 ,  7 ,  11 au s t a d e  deux 

f e u i l l e s  t r i f o l i é e s ,  c e  q u i  p o u r r a i t  correspondre à l e u r  p o s i t i o n  en 

bordure de champ. Ces d i f f é r e n c e s  de vigueur  s e  sont  estompées en  cours 

de végé ta t ion ,  

3 / NODULATION.  --------------- 
La nodulat ion a é t é  con t rô l ée  s u r  quelques p l a n t e s  ( ( 5 )  pour 

l ' e s s a i  1 e t  s u r  12 p l a n t e s  pour l ' e s s a i  2. 

Essai 1. 

Nodulation importante ,  l o c a l i s é e  au c o l l e t  mais nombre de p lan tes  

observables  t r o p  f a i b l e  pour tirer des  conclusions.  



- Inf luence  du  type d'inoculum. 

* Inoculum s u r  tourbe : p a r c e l l e s  1,  3 ,  5 ,  7 e t  9 

- nodula t ion  au c o l l e t  

- f o r t  pourcentage de  p l a n t e s  nodulêes'  (>go%) 

- nombre de nodules  é l e v é  : >20 pour l e s  p a r c e l l e s  1, 3 e t  9 ; 

e n t r e  5 e t  10 pour  l e s  p a r c e l l e s  5 e t  7 

* Inoculum déshydraté  : p a r c e l l e s  2 ,  4 ,  6, 8 e t  10 

- nodula t ion  au c o l l e t  

- pourcentage de p l a n t e s  nodulêes p l u s  f a i b l e  : en moyenne 75% (de 

50 à 100%) 

- nombre de nodules  par  p l a n t e  : e n t r e  5 e t  10 

* Inoculum s u r  tourbe : 

- nombre de nodules  par  p l a n t e  : e n t r e  10 e t  20 

* Inoculum déshydraté  : 

- nombre de nodules  p lus  f a i b l e  : <5 

- Différences  en t r e  souches. 

Les expérimentat ions s u r  c u l t u r e s  asept iques  de p l a n t u l e s  r é a l i s é e s  

au p r é a l a b l e ,  ont mis en  évidence deux phénotypes d i s t i n c t s  parmi l e s  

souches de  l a  c o l l e c t i o n  : 

- les souches 3.2 e t  3.4.3 sont  c a r a c t é r i s é e s ,  e n t r e  a u t r e ,  par  : 

- une d i f f é r e n t i a t i o n  l e n t e  des  nodules s u r  p l a n t u l e s  ( 3  semaines) 

- un nombre f a i b l e  des  nodules (envi ron  5 )  e t  une e f f i c i e n c e  

é levée  

- une production d 'exopolysaccharides f a i b l e  

- les souches Lipha, Bioprox e t  3.32 sont  c a r a c t é r i s é e s  par  : 

- une formation r ap ide  des  nodules s u r  p l a n t u l e s  (8 jou r s )  

- un nombre é l evé  de  nodules e t  une f o r t e  e f f i c i e n c e  

- une abondante product ion  d 'exopolysaccharides 



Ces observations pourra ient  avoi r  comme or ig ine  l 'appartenance de 

ces  deux types de souches à deux types symbiotiques d ivergents  de 

Rhizobium japonicum (166bis)  à savo i r  divergence d 'organisa t ion  

génomique de gènes connus (ni£, nod), de voies de métabolisme. 

* Au champ, l e s  d i f f é r e n c e s  e n t r e  souches r e l a t i v e s  à l'abondance de l a  

nodulat ion sont  confirmées. 

* D'autre p a r t ,  l e  mode d ' inocula t ion  joue un r ô l e  important pour l e s  

souches 3.32, Bioprox e t  Lipha. Malgré des populations élevées de 10' à 

1011 bac té r i e s  par gramme, une nodulation de moindre abondance a é t é  

cons ta tée  pour l e s  i n o c u l a t s  déshydratés s u r  les deux s t a t i o n s .  Pour les 

souches 3.2 e t  3.4.3, l a  nodulation n ' e s t  pas a f f e c t é e  par l e  mode 

d ' inocula t ion  à Villeneuve dfA.cq.  El le  est moins abondante pour les 

inoculums déshydratés à Coulommiers. 

4 / C O U L E U R  ----------- 
E s s a i  2 

Les pa rce l l e s  inoculées  avec l 'inoculum tourbe son t  d'un v e r t  p lus  

soutenu que c e l l e s  inoculées  avec l 'inoculum déshydraté pour l e s  souches 

Bioprox, Lipha e t  3.32 ; pour l e s  souches 3.2 e t  3.4.3 on n'observe pas 

de con t ras te  e n t r e  p a r c e l l e s .  

5 / P R E C O C I T E  ------------- 
E s s a i  1 

Les p lantes  é t a n t  très clairsemées, il e s t  d i f f i c i l e  d'observer l e s  

é c a r t s  de précoci té  e n t r e  pa rce l l e s  (Tableau LXII) 

- pas d ' éca r t s  importants  e n t r e  l e s  deux modes d ' inoculat ion.  

- l ége r s  décalages e n t r e  pa rce l l e s  inoculées avec des souches 

d i f f é r e n t e s  . 



Les décalages observés portent  s u r  quelques jours en cours de 

végéta t ion  e t  s ' a l longen t  jusqu'à 10 jours en f i n  de végétat ion (Tableau 

LXIII). L'augmentation des  é c a r t s  d o i t  en p a r t i e  être imputée à l a  verse  

p a r t i e l l e  ou t o t a l e  d e s  pa rce l l e s  1, 3 e t  9 ,  consécutive à de f o r t e s  

p lu ies .  

- souches 3.2 e t  3.4.3 : pas d ' éca r t s  de précoci té  en t re  les deux 

modes d ' inocula t ion .  

- souches 3.32, Bioprox e t  Lipha : les pa rce l l e s  inoculées avec 

les inocula ts  déshydratés ont  un g a i n  de précoci té  de 3 à 4 jours 

en cours de végéta t ion  (s tades  R3, R4). Les é c a r t s  r e s t e n t  

sensiblement ident iques  au s tade  R7 (sauf pa rce l l e s  versées)  e t  

pourraient  ê t r e  imputés à une balance azotée légèrement d i f f é r e n t e  

e n t r e  l e s  deux modes d ' inocula t ion  (nodulat ion plus ou moins 

abondante ) . 
Coulommiers 

Comme à Villeneuve d 'Ascq , l e  jaunissement des  f e u i l l e s  i n t e r v i e n t  

p lus  t ô t  s u r  l e s  p a r c e l l e s  inoculées avec les inoculums déshydratés 

(balance azotée légèrement d é f i c i t a i r e ) .  

6 / RECOLTE ----------- 
La r é c o l t e  d ' échan t i l lons  dans l e s  pa rce l l e s  de l ' e s s a i  1 nous a 

permis de mettre en évidence un poids de m i l l e  g ra ins  : 

- supérieur au témoin dans tous l e s  c a s ,  e t  var iable  e n t r e  

souches, 

- pour l e s  souches Bioprox , Lipha e t  3.32, un poids des mille 

g ra ins  meil leur  dans le  cas  des inocula t ions  par  l a  tourbe, 

- pour l e s  souches 3.2 e t  3.4.3, les poids des  mil le  g r a i n s  l e s  

p lus  élevés dans l e  cas des inocula t ions  par l e s  poudres 

atomisées. 

A Coulommiers, l a  r é c o l t e  des g ra ines  met en évidence des  

d i f fé rences  de rendement importantes e n t r e  l e s  deux modes d ' inocu la t ion  

part icul ièrement pour l e s  souches 3.32 e t  Lipha. L'inoculation par les 

tourbes permet l e s  rendements l e s  plus élevés.  



C O N C L U S I O N  

Les expérimentat ions d e  1986 nous o n t  permis de confirmer l e s  

performances i n t é r e s s a n t e s  des  souches 3.32 e t  3.2 c u l t i v é e s  s u r  tourbe  

e n  compara ison  a v e c  l e s  souches  u t i l i s é e s  d a n s  l e s  i nocu lums  

commerciaux. 

En o u t r e ,  l ' i n c i d e n c e  de l ' emplo i  d'inoculums déshydra tés  s u r  

l ' i n f e c t i v i t é  des souches est manifeste  ; l a  nodulat ion e s t  moins 

abondante malgré des  popula t ions  t r è s  é l e v é e s  dans les inoculums. Ce 

phénomène e s t  t r è s  marqué pour l e s  souches telles que l a  souche 3.32 q u i  

e s t  t r è s  s e n s i b l e  à la  déshydra ta t ion .  A c e  s u j e t  l a  mise en suspension 

dans l ' e a u  pour l ' i n o c u l a t i o n  se révè le  peu t  ê t r e  n é f a s t e  à l a  s u r v i e  

dans l e  s o l  des  b a c t é r i e s  déshydratées  e t  i l s  s e r a i t  peut  ê t r e  

souha i t ab l e  d ' app l ique r  la  poudre directement  dans l e  rang de semis. 

Tro i s  f a c t e u r s  peuvent ê t r e  déterminants  pour  expl iquer  ce  phénomène : 

- l e  f a i t  que l e s  b a c t é r i e s  s o i e n t  adsorbées  s u r  l a  tourbe c e  q u i  

f a v o r i s e  l a  formation d e  p i l i  ; 

- l a  déshydra ta t ion  q u i  met en oeuvre des  adapta t ions  métaboliques 

n é f a s t e s  à l ' i n f e c t i v i t é  des  c e l l u l e s  comme il e s t  suggéré par 

S t r e e t e r  (170). 

- une f o r t e  m o r t a l i t é  consécut ive à l a  r éhydra t a t ion  des  c e l l u l e s  

déshydratées  par  a tomisa t ion  à p a r t i r  d 'une  phase l i qu ide .  

Nos t ravaux u l t é r i e u r s  de b a c t é r i s a t i o n  par  enrobage ont  montré 

l ' i n c i d e n c e  déterminante de l a  tourbe s u r  l a  s u r v i e  des  b a c t é r i e s  

déshydratées  n o t z m e n t  dès  que l ' humid i t é  r e l a t i v e  d e  conserva t ion  

dépasse 43%. Dans c e  c a s ,  pour un m ê m e  adhés i f ,  l e s  c e l l u l e s  

déshydratées  sans suppor t  s o l i d e  meurent très rapidement, a l o r s  que l e s  

Rhizobiums c u l t i v é s  s u r  tourbe surv ivent  s u r  de p l u s  longues périodes.  

Il s e r a i t  t r è s  i n t é r e s s a n t  de poursu ivre  dans ce  sens ,  l ' emplo i  

d'inoculums déshydra tés  présentan t  de nombreux avantages : l e  maint ien 

de l a  s t é r i l i t é  n 'y est pas nécessa i re  a t  l e s  b a c t é r i e s  déshydra tées  

son t  à même de s u r v i v r e  à une expos i t ion  à des  températures é l evées  s u r  

de cou r t e s  pér iodes a l o r s  que l a  m o r t a l i t é  est t o t a l e  dans l e s  inoculums 

tourbe  hydra tés  dès  qu'une température d e  40°C e s t  a t t e i n t e .  A c e t t e  

f i n ,  il e s t  ind ispensable  d ' é t u d i e r  l e s  mécanismes q u i  abou t i s sen t  à l a  

p e r t e  d ' i n f e c t i v i t é  des  c e l l u l e s  dans l e s  inoculums déshydra tés  par  

a tomisat ion.  
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ANNEXES 

CALCUL STATISTIQUE- 



REALISATION DES CALCULS RELATIFS A L'ANALYSE DE LA VBR3ULIW=E A UN CRITERE 
DE CLBSSTPTCATION. 

- Analyse de la variance à un critérc de classificstion: 
réalisation des e;ilculr dans le cas d'échantillons d'eSectifs inégaux. 

1. Les calculs peuvent être réalisés conformément au tableai. - 
l a  notations et les formules suivantes : 

pour yenetif total: 11. = zl , 

pour les totaux par échantillon: X, ,f x, (pour tout i ) .  
k-1 

pour IC total géiiérii~ : x.. = f .x1. (i). 
1- 1 

pour la somme d a  carrtr ginirale: T = f f x i ,  
1-1 k.1 

pour les somma des carrés des écarts par échantillon : 

SCE, 2 x i  - x3ni (pour tout il, 
k.1 

pour la somme d s  car[& d a  h r t r  rCsiduelle: SC& = f: X E l ,  
1- i 

pour les variances estimées: 8: = SCEt/(n, - 1) (pour tout i). 

et pour les moyennes est imk: 

.FI - XtJnl (pour tout i )  et X - X../n. . 

Pout pouvoir dresser le tableau d'analyse de la variance , il 
reste 1 calculer: 

en utiliwiit 

le terme corrcctir: C P X~/II,. 

la so.nme des carrés des écarts totale : SCE, = T - C ,  

Ir somme dm carrés des écarts factorielle : SCE. = SCE, - SCE,. 

.VI 2 XZ 2 ... XP2 

.TI., 

(') Lp q u a n e  XI. et X.. son< donc d a  tomma de nicun obrntea n non d a  vowbksaidatoirn. les carrés : CM' SCEJ(p - I) et CM' SCEl(n. - ') ' 
û e  m&ne, T u  Csont la w m m d a u n k  d a  n i c m  obae~~Can un terme corrœ~if. CI WM d e  nnsbla ainsi que leur rapport : F, = CM JCM.. altoimm .- - --  - --.-. - - - -  

2. On peut alors realiser le test de I'hypothésc nulle. par comparaison de F,, 
avec la valeur F,-,, dont les nombres de degrés de libertt sont k ,  = p - 1 et 
k2 = 11 - p. 

Analyse de la variance B un critère de c l a s s i f i c a t i o n  : tableau 
d'analyse de la variance dans le cas d ' e f f e c t i f s  inégaux. 

source de var ia t ion  ! degrés de ! somme des ca r rés  ! car rés  ! ! 
! l i b e r t é  ! des  écar t s  ! moyens ! F I 

Facteur contrôlé ,  varia!  ! ! ! ! 
t ion  en t r e  populations ! p-l ! SCEa ! CMa ! F o b s !  

! ! ! ! ! 
er reur  rés idue l le  entre!  ! I ! ! 
observations dans l e s  ! n.-p ! SCEr 1 CMr ? ! 

populations ! ! ! ! ! 

TOTAUX l n. -1 ! SCEt ! 
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LA BEBLISATION ET L' ZNTBRPRETAlTûN DE L'âNALYSE DE Lâ 

V-E A DEUX CBITEBES DE CLASSIFICATION (37) : 

MODELEFS CROISES ET EClUlBTZLLONS DE LIENn EFFECTIF. 
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La méthode de NEWMAN e t  KEULS e s t  basée s u r  l a  comparaison des  

amplitudes observées pour des  groupes de deux, t r o i s ,  .. . , p moyennes, 

avec l ' ampl i tude  maximale a t tendue  à un niveau de  s i g n i f i c a t i o n  donné. 

Pour e f f e c t u e r  c e t t e  comparaison, on d o i t  d 'abord c a l c u l e r  la p l u s  

p e t i t e  amplitude s i g n i f i c a t i v e  r e l a t i v e  à des  groupes de 2 ,  3 ,  ..., P 

moyennes. Ce c a l c u l  n é c e s s i t e  l 'emploi  de t a b l e s  p a r t i c u l i è r e s ,  d e s  

va l eu r s  ql,, . La p lus  p e t i t e  amplitude s i g n i f i c a t i v e  e s t ,  pour un 

niveau de s i g n i f i c a t i o n c u ,  pour un nombre de degrés  de l i b e r t é  donné e t  

pour un nombre de moyennes donné : 

l e s  va l eu r s  41-, ayant  é t é  ca l cu lées  de t e l l e  s o r t e  que, pour p 

popula t ions  normales de même moyenne e t  de  même va r i ance ,  l a  p r o b a b i l i t é  

de dépasser  l a  p l u s  p e t i t e  amplitude s i g n i f i c a t i v e  s o i t  précisément 

éga le  à cu . 

Après avo i r  déterminé de c e t t e  manière les amplitudes maximales 

admiss ib les  r e l a t i v e s  aux d i f f  é r e n t s  nombres de  moyennes, on compare 

l ' ampl i tude  observée des  p moyennes cons idé rées ,  à l a  p l u s  p e t i t e  

amplitude s i g n i f i c a v e  correspondante,  p u i s  on t r a i t e  de l a  même manière 

l ' ampl i tude  des d i f f é r e n t s  groupes de p-1 moyennes, de p-2 moyennes, 

e t c . ,  jusqu'au moment où l ' ampl i tude  de c e r t a i n s  groupes de moyennes ne  

dépasse p lus  l a  l i m i t e  admissible  correspondante.  Les moyennes de c e s  

groupes s o n t  a l o r s  cons idérées  comme non s ign i f i ca t ivemen t  d i f f é r e n t e s .  

Le c a r r é  moyen r é s i d u e l  d o i t  éventuel lement  ê t r e  remplacé par  l e  

c a r r é  moyen ayant s e r v i  de  base de comparaison, e t  l ' e f f e c t i f  n par  l e  

nombre d 'observa t ions  q u i  i n t e rv i ennen t  dans l e  c a l c u l  de chacune d e s  

moyennes. De m ê m e ,  le nombre de degrés  de  l i b e r t é  e s t  d'une façon 

géné ra l e ,  c e l u i  du c a r r é  moyen servant  de base de  comparaison. 



TABLE DES VbLEDBS CRITIQUES BU TiSST DE NENUH ET gEmtS : 

a =O ,O5 

Valeurs  critiques q ,  -. 
pour a = 0.01. p = 2(1)'-0 et k = 2(l)2O, 24.30,40.60, 120, m. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 IO Il 2 13 14 5 16 17 18 19 20 

Valeurs critiques ql -, 
pour a = 0.05, p - 2(1)20 e t  k = 2(1)20,24.30.40,60, 120, m. 

2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 0 1  

2 
3 
4 
5 

6 

6.08 8.33 9.80 10.88 11.74 1244 13.03 13.54 13.99 14.39 14.75 15.08 1538 15.65 15.91 4614 1637 1657 16V 
4.50 591 6.82 7.50 8.04 8.45 8.85 9.18 9.46 9.72 9.95 lQl5 10.35 1052 10.69 1 0 : ~  10,911 11:11 II>* 
3.93 5.04 5.76 629 6.71 7.05 7.35 7.60 7.83 8.03 8.21 8.37 8.S 8.66 8.79 891 903 913 933 
3.64 4.60 5,22 167 6.03 633 658 6.80 6.99 7.17 7.32 7.47 7.60 7.72 7.83 7:93 8.03 8:12 821 

3-46 4.34 4,90 5.30 5.63 5.90 6.12 432 6.49 6.65 6.79 6.92 7.03 7.14 734 734 743 751 759 
7 3.34 4,16 4.68 5,M 1.36 5.61 5.82 6.00 6.16 6.30 6.43 455 6.66 676 6.85 6'M ;OZ ;IO iI7 

3.26 4.04 4.53 4.89 5.17 5.40 5.60 5.77 5.92 6.05 6,l8 6.29 6.39 6:4 6.57 6:65 6:73 6:80 6:87 
3 3  3.95 4141 4.76 :,O2 A24 5.43 5.59 5.74 5,87 5.98 6.09 6.19 638 6.36 6.44 651 6.58 6.64 

l i  1 3.15 3.88 4°3 4.65 4-91 LI2 5.30 5,46 5.60 5.72 5.83 5.93 6.01 6-11 6.19 6,21 6 3  6,* 6.47 
LI 
12 
13 
14 
15 

16 
17 
18 
19 
20 

24 
30 
40 
60 

120 
m 

3.11 3,82 4-16 4.57 4.82 5.03 5.20 5.33 5.49 5-61 5.71 5.81 5.90 5.98 6.06 6.13 6.20 637 633 
3.08 3.77 4.20 4.51 4,*5 4.95 5.12 5.27 5.39 5.51 5.61 5.71 5.80 5.88 5.95 602 609 615 6*1 
3.06 3.73 4,15 4.45 4.69 4.88 5.05 5,19 5.32 5,43 5.33 5.63 5.71 5.79 186  5193 i 9 9  6105 651 3.03 3.70 4.11 4.41 4,t4 4.83 4.99 5.13 5.25 5.36 5.46 5.55 5.64 5.71 5.79 5.85 5.91 5.97 6.03 
3.01 3.67 6-08 4.37 4,>9 4.78 4 9  5.08 5,20 5.31 5.40 5.49 5.57 5.65 5.72 5.78 5.85 5.90 5.96 

3,00 3.65 4.05 4.33 4,56 4-74 4.90 5,03 5.15 5.26 5.35 5,44 5.52 5.59 5.66 5.73 5-79 5.81 5.90 
298 3.63 4.02 4.30 4.52 4.70 4.86 4.99 5.11 521 531 539 547 554 561 5.67 5.73 5.79 5.81 
297 3.61 4,00 4.28 4.49 4.67 4.82 4.96 5.07 5:17 5127 5:35 5143 i50 5.63 5.69 574 579 
296 3.59 398 425 4.47 4.65 4.79 4.92 5.04 5.14 533 5.31 539 5.46 5.53 559  565 5:70 5175 
295 3.58 3,% 4,23 4.45 4.62 4.77 4.90 5.01 5.11 5.20 5.211 5.36 5.43 5.49 5.55 i 6 1  5.66 5.71 

292 3.53 3.90 4.17 4.37 4.54 4.68 4.81 4.92 5.01 5,lO 5.18 535 532 5.38 5.44 5.49 5.55 5.59 
289 3.49 3,85 4.10 4.30 4,46 4,60 4.72 4.82 4.92 5 00 5 08 5 15 5 21 5 27 5 33 5 38 543 5 17 
286 3.44 3.79 4.04 4.23 4.39 4.52 4.63 4.73 4.82 490 4198 5:04 5:ll 5116 J'z 537 5131 iJ6 
283 3.40 3+74 3-98 4.16 4.31 4.44 4.55 4d5 4.73 4.81 4.88 4.94 5.00 5.06 ;II 5.15 5.20 554 
2.80 3.36 3168 3,92 4,10 4.24 4 36 447 4 56 4 64 4 71 4 78 4.84 4 90 4 95 5.00 iW 5.09 5.13 2,77 3.31 3,63 3.86 4.03 4.17 429 4:39 4:47 4:55 '4;62 428 4.74 4:80 4:85 4.89 4,993 4.9'1 5.01 

Excmpie: qo5. - 3.96 pour P - 4 P O P U ~ ~ ~ I O M  et k - 20 d*pçs de Iibcrtt. 



Rela t ion  de type Y = a + b*x 

X : v a r i a b l e  indépendante 

Y : v a r i a b l e  dépendan t e  

d r o i t e  de r ég re s s ion  au s e n s  des  moindres c a r r é s  

n 2 va r i ance  de x : s2 = 2 x i  - l / n  ( Z xi) 
X i= 1 i= 1 

2 2 2 va r i ance  de y : s = Z yi - l / n  ( Z yi) 
Y i=l i= 1 

* Calcul du c o e f f i c i e n t  d e  r é g r e s s i o n  b : 

* Calcul d e  la var iance  r é s i d u e l l e  d e  Y 

On appe l l e  r é s i d u  de y pa r  r appor t  à x ,  l e s  é c a r t s  y - y(xi) 
La var iance  r é s i d u e l l e  de  Y e s t  l a  var iance  de ces  r é s idus .  

n 
S 

2 2 2 2 = l / n  * z (yi - y(x i ) )  = s - cov ( x , y ) I s X  
Y * X  i= 1 Y 

2 2 
cov (x ,y  ) / sx  : var iance  expl iquée  par  l a  d r o i t e  de r ég re s s ion  de  y en x. 



* Coefficient de corrélation : 
COV (x ,Y)  s : var iance  de x 

X r = ----- s : var iance  de y s s d i f f é r e n t s  de  O 
s * s  Y x' Y 
x Y 

L 'es t imat ion  de  ces  v a l e u r s  n é c e s s i t e  le  c a l c u l  des  q u a n t i t é s  su ivan ta s  

On dédu i t  a i n s i  l e s  v a l e u r s  : 

SPE/ \/SCEX * SCEy c 
* Test de signfficatfon du coefficient de régression. 
On t e s t e  l 'hypothèse b = O 

1 1 1 f l 
sou rce  de v a r i a t i o n  ! degrés  de 1 somme d e s  c a r r é s  1 c a r r é s  ! 1 

! l i b e r t é  ! des  é c a r t s  1 moyens 1 F 1 
1 1 1 1 1 
1 1 ! 1 1 

Régression l i n é a i r e  1 1 1 SCEl 1 CM1 ! Fobs ! 
1 1 1 ! 1 

E e a r t s  par  rappor t  à 1 1 1 1 ! 
l a  régress ion  ! n-2 I SCEy .x 1 CMy.x I 1 

! 1 1 1 ! 
1 1 1 

TOTAUX ! n-1 1 SCEy 1 
1 1 1 

Fobs = CMl/CMy.x 



* Comparaison de plus de 2 coefficients de régression. 
t e s t  de para l lé l i sme : tab leau d'analyse de l a  variance. 

1 1 1 1 1 
source de v a r i a t i o n  1 degrés de 1 somme des  ca r rés  1 c a r r é s  1 I 

1 l i b e r t é  1 des é c a r t s  1 moyens 1 F 1 
1 1 I 1 1 
1 1 1 f 1 

Régression l i n é a i r e  1 1 1 SCEl 1 CML 1 F1 1 
moyenne I 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 
Non para l lé l i sme 1 p-1 1 SCEb 1 CMb 1 Fb 1 

1 1 1 1 1 
Ecar ts  par rappor t  aux 1 1 1 1 1 
r égress ions  l i n é a i r e s  1 n.-2p 1 SCEy .x 1 CMy.x 1 1 

1 1 1 - 
TOTAUX 1 n.-p 1 SCEy f/? 4 

1 1 ] , 

P P 
s c ~ y . ~  - r (SCEY.X), SCEY = z ( S C E Y ) ~  

i= 1 i l 1  

P P P P 
SCEl = ( L SPE~) ' /  r SCEx b = L SPEi/ 2  SCE EX)^ 

i= 1 i=1 i= 1 i= 1 

P 
SCEb = 2 (SCE1)i - SCEl Fb = CMb/CMy.x 

i= 1 

* Dans l e  cas où l a  va leur  Fb n ' e s t  pas s i g n i f i c a t i v e ,  on accepte 
l 'hypothèse d ' é g a l i t é  des c o e f f i c i e n t s  de régression e t  on peut chercher 
l a  régress ion  moyenne pu i s  t e s t e r  l a  s i g n i f i c a t i o n  de ce c o e f f i c e i n t  de 
régress ion  mcyen par l e  t e s t  FI. 

* Dans le  cas où l a  va leur  Fb e s t  s i g n i f i c a t i v e ,  l e s  c o e f f i c i e n t s  de 
régress ion  doivent  ê t r e  considérés comme d i £  f é ren t s  dans l e u r  ensemble. 
ûn peut  ensu i t e  l e s  comparer par l a  méthode de l a  plus p e t i t e  amplitude 
s i g n i f i c a t i v e .  



WT.E DES DISTRIBUTTONS T DE STüDERT : 

Valeurs critiques t ,  telles que : 
tp 
J c(l + r 2/k)'(k+1)12dt = p, 

-m 
pour p = 0,6(0,1)0,9,0,95, 0,975,0,99,0,995,0,999,0,9995 

et k = 1(1)30,40(20)100,200,500, a. 



TABLE DES VBLEUBS CBITIQWS DU IaST DE HlPBTLBY : 

ficn,ptr.: H..., = 4.85 pour p = 3 popilationa et k - 10 degrés de l ikn6;  
W.,, = 7.4 pour p - 3 populations $1 k - 10 degrés de l i k t t .  

X F I ~ M I ~ Y C :  ccrminol valeun ne sont qu'appmçhen. Q partir du iroiU&me chillrc rignifiçptif. 

2 
1 
4 
5 

6 
7 
8 
9 

IO 

, 
15 
20 
30 
64 
m 

~ 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O I l I I  

199 448 729 1036 1362 1705 2063 2432 2813 3204 3605 
47.5 85 120 1st 184 216 249 281 310 337 361 
23.2 37 49 59 69 79 89 97 106 113 120 
14.9 22 ?8 33 38 42 46 % 34 57 60 

11.1 15.5 19.1 22 25 27 M 32 34 36 37 
8.89 12.1 14.5 16.5 18.4 20 22 23 24 26 27 
7.50 9.9 11.7 11.2 14.5 15.8 16.9 17.9 18.9 19.8 21 
6.54 8,s 9.9 I l  I L I  3 9 4 15.3 16.0 16.6 
5.85 7.4 8.6 9.6 10.4 11.1 11.8 124 12.9 13.4 13.9 

49' 6.1 6 3  7.6 8.2 8.7 9.1 9.5 9.9 l a 2  10.6 
4-07 4.9 5.5 6.0 6.4 6.7 7,l 7,3 7.5 7.8 8.0 
3.32 3.8 4.3 4.6 4.9 5.1 5.3 5.5 5.6 5.8 5.9 
2.63 3.0 3.3 3.4 3.6 3.7 3.8 3.9 4.0 4.1 4 3  
1.96 2.2 2.3 2.4 2.4 2.5 . 2 . 5  2.6 26 2.7 L 7  
1.00 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 I,O 
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