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Déshydratation de Bradyrhizobium japonicum : applications 3 la

production d'inoculums secs et 3 1'enrobage de semences de soja.

RESUME.

— ot > vy gt et

La réussite de 1l'inoculation artificielle du soja est primordiale
dans 1les régions ouU cette culture est nouvellement implantée. Elle
nécessite la sélection de souches adaptées & la plante-hdte et 1la
production d'inoculums renfermant des quantités importantes de

Bradyrhizobium japonicum.

La sélection de souches de Bradyrhizobium japonicum a &té réalisée

par rapport aux critéres d'efficience et de compétitivité, en employant
la variété Mapple arrow, comme cultivar de référence du groupe 00.

L'efficience d'une trentaine de souches de Bradyrhizobium japonicum a

8té8 estimée. Les souches 3.2 et 3.32 ont &té retenues puls testées en

compétition avec d'autres souches.

Les paramétres optimaux de production cellulaire (la composition
des milieux, le pH de culture...) ont &té& recherchés pour une production
maximale de biomasse. Les conditions permettant la production

d'inoculums déshydratés de forte concentration de Bradyrhizobium

japonicum ont fait 1l'objet d'é&tudes particuliéres.

La conservation des inoculums produits a été étudiée en fonction de
facteurs tels que 1'humidité relative de conservation, la présence
d'oxygéne, la vitesse de déshydratation, 1la température, le 1dle

protecteur de différentes substances...

Enfin, la connaissance des paramétres permettant le maintien des
potentialités vitales des cellules déshydratées a permis d'envisager des
procédés de pelliculage dont les modalités favorisent le taux de survie

de Bradyrhizobium japonicum sur la graine pendant de longues périodes.




Desgsication of Bradyrhizobium japonicum : applications on the production of

dried inoculants and on soybean seed pelleting.

ABSTRACT.

The success of artificial inoculation is of major importance in areas
where this crop is newly implanted. It 'implies the selection of strains fitted
to the host plant and the production of inoculants with high counts of

‘Bradyrhizobium japonicum.

Strain selection of Bradyrhizobium japonicum has been carried out with

respect to efficiency and competitiveness criteria, using '"Mapple arrow"
variety as reference cultivar belonging to 00 group. The efficiency of about

30 strains of Bradyrhizobium japonicum has been estimated. Strains 3.2 and

3.32 have been selected then tested in competition with other strains.

The optimal parameters of cellular production (growth media, pH) have
been saught for a maximal production of biomass. The proceedings of drying
enabling the production of dessicated inoculants with high concentration of

Bradyrhizobium japonicum have been the subject of peculiar studies. Counts up

to 1012 bacteria per gram could have been obtained.

The conservation of produced inoculants has been studied with respect to
factors such as relative humidity, oxygen, protective role of different

substances...

Lastly, the knowledge of parameters enabling the preservation of intact
viable cells in dessicated state, enabled to consider coating processes,

methods of wich improve survival rates of Bradyrhizobium japonicum on the

seeds during long periods.



TABLE DES MATIERES.



GENERALITES.

A / IMPORTANCE DE L'INOCULATION ARTIFICIELLE DU SOJA.

I / IMPORTARCE DU CULTIVAR DANS LA REUSSITE DE L'INOCULATION DU SOJA..l

ITI / IMPORTANCE DES SOUCHES DANS LA REUSSITE DE L'INOCULATION DU SOJA.2

B / PREPARATION DES INOCULATS ET BACTERISATION DES SEMENCES.

I / PREPARATION ET CONSERVATION DES INOCULATS.:ccecccsceocsccccsanensch

1 / CUltUTES SUT AEAT evssosssnsssnsncssnssosasnssosssscnncoccasesscscsd
2 / Cultures en milieu 1iquid@esccssscccossnssssscsssscacsscsssnescsccdh
3 / Inoculums sur sSupports S0lideSeececsceccescsesccoscsssccncascsoccssccsed
3.1 / inoculums non d&Shydraté&S.ececsccsccssscsssacsaccsscsacsssh
3.1.1 / nature desvdivers inoculats.
3.1.2 / fabrication des inoculats.

3.2 / inoculums d&Shydrat&Sceecceseccccssesesccassssscccssssaassd
I1 / APPLICATION DE L'INOCULUM SUR LES SEMENCES...cecotcsesssccscssccesd

C / FACTEURS PHYSIQUES INTERVENANT DANS L'IMPLANTATION ET LA SURVIE
DES "RHIZOBIUMS" DANS LE SOL.

I/ SURVIE DES "RHIZOBIUHS" DANSLEsoL.l..'.O...........'...O.'..I...ll

1 / Persistence des "Rhizobiums" dans le sol : observationSeee¢sseceecesecll

2 / Stimulation de "Rhizobium" dans la rhizosphergececececsesccceccessl2

I1 / FACTEURS EDAPHIQUES INTERVENANT DANS L'IMPLANTATION DES "RHIZOBIUMS"
DANSLESOL......I..I..l..d'....l..‘I.‘.l..l..I..I...O..-......0.....‘12

1 / Pratiques Culturales..'..........0‘..'.‘...l'.0.....'....'.‘..0.'.12
1.1 / influence des traitements chimiques appliqués aux culturesl3

1.2 / incidence de 1'apport d'amendementSeeessscssecscscesesssssll



2 / CaraCtériStiqueS Chimiques du Solono"oc-oooooo..ooo-oon..g00-0-0014
2'1 / incidence du pH du Solo.oooloooootcnocoo.aoo-o-ooo.-a-n.o.la

2.2 / incidence de certains 10NSeeccccsscecassesssssscsssccscsscneld

III / FACTEURS PHYSIQUES INTERVENANT DANS L'IMPLANTATION ET LA SURVIE DES
"RBIZOBIUHS" DANSIIESOL..........II‘....‘...O..'.......Q..Q.....l....ls

1 / Incidence de 1la températurCececscccessccccsscccssscssscoassscscssseld

2 / Incidence de la déshydratatiONecesecccccescenscsccaccsssccssascsseel]
2.1 / survie de "Rhizobium'" dans des sols soumis 3 la
dBShydratationeeeesceeoccsccossscasssscscnssccsscssesscnsascscscald
2.2 / Influence de diverses substances protectricesﬂ............17
2.3 / Influence de 1l'eau résiduelle sur la survie de Rhizobium..18

2.4 / Dommages causés par la déshydratation aux cellules...ses..20

IV / STRATEGIES DE RESISTANCE DES MICROORGANISMES A LEUR
ENVIRONNMNT‘...........‘.......‘.....I‘...I....................QII..zl

1 / Production de polysaccharides extracellulaireS.seecsesccascssssees2l
2 / Diminution de la taille des cellules et formation de microcolonies2l

3 / Accumulation de mEtaboliteSscesescesccscsscesscscsssccsssnacccscsell

CONCLUSION ET BUTS DU TRAVAIL..g.....--...-..-....-...;..-.......o--.ozzl'



MATERIELS ET METHODES.

I / SOUCHES BACTERIENNES ET VARIETES DE SOJAcc.cceccroccccsscececsaesalb

1 / Origine des souches bactérienneSceccescecececscecscsascsccsccsasseslh
2 / Conservation des SOUChESeecsseeosaccsssecasssscssssossscscssssossesld

3 / Matétiel Végétalo.-no.oo.ootﬁon.oo.l.0........ntooooc0.0000001000-26

II / HILIEUX DE CULTURE....-.-...........---o...-........o...-...----.28

1 / Milieux de culture pour RhizobiumeccsesececcsccoscscrasssocennssssselB

2 / Milieu de culture pour plantules de S0j@secececcvecccoscccscocsessld

III / PRECULTURES ET CULTURES BACTERIENNESe::ccccescscecccsccsscsacssesld

1 / Cultures en tUbDESeescesecsessersoacosesscsssoasnsssconssasocanssseeld
2 / Cultures en Erlenmeyersccescssecscsceccscscssssssssssscsssccossssssseldl
3 / Cultures en fermenteUTeecsecsscsscsscssssesscosssosssesacscsscsncnsasas3l
3.1 / Deséription du matérielescesccccesacccccassccsacncossascessll
3.2 / Conduite de la fermentatioNeececcscssececescsscsonsssscssssel
3.2.1 / préparation
3.2.1 / précultures
3.2.3 / fermentation

IV / METHODES D'EVALUATION DE LA CROISSANCE BACTERIENNE.....cccecce0s0.33

1 / Mesure de la densitd OptiqUeeessecscecscccesncccsccsssccscscssenneell

2 / Dénombrement des cellules ViableSeesscecasccevesoscessssssssscsessldl



V / METHODES D'ETUDE DE L'INFECTIVITE ET DE MESURE DE L'EFFICIENCE DES
SOUCHES DE "B. JAPONICUM" EN SERRE SUR CULTURES DE PLANTULESe..ccscc0...34

1 /Cultures de plantules...Ol..............C...I....l...l............BA
1.1 / Stérilisation superficielle des graineS..cecssesceccecscesslb
1.2 / Germination des graineSeccecssececescsccccsocssscccccsscecaldd

1.3 / Inoculation et culture de plantuleSeessceccsscsesccscssssesld

2 / Methodes de contrdle de l'infectivité et de mesure de l'efficience des
SOUCHESecenvsecessssssastnstscstsscssssnsossssoscscscssoscasnscsssncsssssceseld
2.1 / Contr8le de l'infectivitBiececeesaccosscccossosssossncsssas3d
2.2 / Mesure de l'effiCiencC@iccccecssccesessccccaoscsecocacssnnsldl
2.2.1 / protocole expérimental
2.2.2 / méthodes de calcul

203 / POidS sec des plantules-.oo.n.....ooc...oc.‘oooo.-o500000037

V1 / METHODES D'ETUDE DE LA MOBILITE ET DE LA COMPETITIVITE DES

SOUCHESQOOQOOOQCOOIDQQQO..l....'.'.‘..‘....l'....’.....ll.l...0.'.0.‘.38

1 / Mobilité des SOUChE@Seeeecsocsscsccescosssccscssscsscssssessanscsselld
2 / Méthode d'étude de la compétitivité des soucheSeeseccescececccesseald
2.1 / Obtention de mutants SPONLANESeccsecccsseescsocssssconssssslB
2.2 / Inoculation des plantuleSececeecceccccsscccccsscsasnsssscesell
2.3 / Méthodes d'isolement des souches 3 partir des nodules.....39
2.3.1 / stérilisation superficielle des nodules
2.3.2 / isolement des souches

2.4 [/ Autres mesures effectudeS.cccccccssccscesnscsscscsssssasesl]

VII / METHODES D'ETUDE EXPERIMENTALE AU CHAMPe.ccoseoscsocccconcccsseshD

1 / Implantation des pParcelleS.ecessesecccsccacencscssssecssscassesesesll

2 / NOtationS effectuées.-......o-'.----.-.............---....-.......40

VIII / METHODES DE PREPARATION ET DE CONCENTRATION DE LA BIOMASSE.....43

1 / Concentration de 1a DiomasSSE@ecessescesscsccossnccssccssosssscescesi3

2 / Inclusion de microorganismes dans des gels d'alginateeceececeecsssd3



IX / METHODES DE DESHYDRATATION DE LA BIOMASSE....vcsecccscccacsnncesshd

1 / Déshydratation par atomiSatiONecsccsesesscecssccsscocacsscccenssesdd
1.1 / PrincCip@ececececesceccscescccscccnssesonsasassasscnannacnsssld
1.2 / Conditions eXpérimentaleSecsccsceccccscsccsccsccoccccecsessdl

1.2.1 / description du matériel

1.2.2 / protocole expérimental

1.2.3 / mesures effectuées

2 / Deshydratation en chambre de S&chageeecceessocescccsccesscacosassedh?
2.1 /Principe.......l.l..0.‘00'.'..'.‘..lQ..I.............6000.47

202 / Description du matériel....-o--.-----..............o......48

3 / Méthodes de conservation de 1la biomaSSEeeccscasscscssscccscoscsseslB
3.1 / Conditionnement des inoculats déshydrat&S.eeseseescssesssssB
3.2 / Méthodes d'étude de la conservation des inoculats de
Bradyrhizobium japonicum 3 différentes humidités relativeSe.e....48

3.2.1 / principe

3.2.2 / solutions saturées de sels ou de solutés de faible poids
moléculaire

3.2.3 / protocole expérimental

X / BACTERISATION PAR ENROBAGE DE GRAINES.....ccccoevcceoscasssoncnssasd?

1 / Inoculum tourbeooc.otooo.nao.'..ootoo.oc-on-..o-oo.ooo-..oc-ocacoosz

2 / Concentrfs CellulaiTeSeeeceessscetnaoscocassasososssssscescooseasssasssdd

XI / METEODES STAIISTIQUESOao.ooon-c.o-ol.oococo000000000.0-000000.0.054



RESULTATS ET COMMENTAIRES

lére PARTIE

"SELECTION DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM" ET MISE
AU POINT DES PROCEDES CULTURAUX."

A / ETUDE ET SELECTION DES SOUCHES.

I / CARACTERISTIQUES PHYSIOLOGIQUES A L'ETAT LIBRE:..cccececcssscessesd5

II / "SCREENING" DES SOUCHES EN SYMBIOSE : ETUDE DE L'INFECTIVITE ET DE
L'EFFICIENCE DES SOUCHES.......'.l.I..Q.l...........'....'...'.‘...'..55

1 / A DH NEULTCecsteasessoacassocsssasssscssssasssnssssnsossscasscnesedd
1.1 / Infectivité, NodulatiONessceseasscoccsacasoresscsssnssaceedd
1.2 / Efficience des SOUCh@S.seeeseeccessscscsessscsacscvscscaesdl
1.3 / COMMENtAiTeSeccesoscosssssessscasosccsassssssosssescsssassedl
1.3.1 / Acidification du milieu
1.3.2 / Limites de validité des résultats

2 / A PH acideoooovoo.uoovnoa.oon.naouoo.loo....l.too.oo-o.u.o.'00c00061
2.1 / InfectiVité deS SOuCheS.---o..-.-.---.....o---o.-.........61
2.2 / EffiCiénce deS souches.o...o-oco.ooooc..oo.obon.n.l.o‘t00.61

203 / COEmentaires-.....-...-..............-......-.....-----...63

III/ ETUDE DEI‘ACOHPETITION ENTRE soUcms................‘.....‘....63

1 / Compétition de la souche 3.2 avec d'autres S0UCheSescesececcaecssab
2 / Compétition de la souche 3.32 avec d'autres soucheSececeececsceeecsobd
3 / Discussion, commentaireS.sssccessscssssssssssnssssssosnnccssseocssassDl
3.1 / ReproductibilitBeceecceececsecocssscescsascocsssssaseccccsseebl
3.2 / COMMENtAiTeSesseesssccsssessacoscssssssessccsssossssocsassedl

303 / Conclusion.oo.o‘-oo-oo-..o-.-o.ooocotlnooooo.o-oco'l.‘.o.n69



B / MISE AU POINT DES PARAMETRES DE CULTURE

I / ETUDE DE LA CROISSANCE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM" DANS DIFFERENTS

HILIEUX.0.0ooononlo-o.o.onoo..-o.ooooo.-oo..n.o-o.ao.oooof.--oon..ooc.70

l / Cultures en tubes..-.....-o-....ooo.--...........-....-......-...-70
2 / Cultures en Erlens.c-ooo.o-oocoo.o.n.on...n..o....o.c.uo..co-olooo72

3 / Commentaires.Otto-Q-oootoco.oo'.coo.no.u-.cnu..ono...oo..ono.--..o72

II / INCIDENCE DE LA CONCENTRATION EN MANNITOL DANS LE MILIEU SUR LA
CROISSANCE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM"..cecoceocccocsscoscacccccnsesli

II1 / INFLUENCE DU pH DU MILIEU DE CULTURE.¢.cccecocsacccccoscnonncncael/
Iv / CHOIX D'UN ARTIMDUSSE'.OC...Q.........‘0.......l....‘.....'..‘.llsl

V / MISE AU POINT D'UN MILIEU SELECTIF POUR NUMERATIONS.....ccoe0000:483

1 / Concentrations minimales de chloramphénicol inhibitrices de la
croissance de "Bradyrhizobium japonicum'eeesceccscececccerscrccaesasssBl

2 / Autre agent Sélectifo000oo-o.oo.oo.ooolno.oc.oooo.ocoo.o.o-oonooo-86

VI / CONSERVATION DES CONCENTRES CELLULAIRES....ccoccceccsccsccscsscse8b

2éme PARTIE

"ETUDE DE LA CONSERVATION DES CELLULES EN VUE DE
LA REALISATION D'INOCULATS"

A / ETUDE ET OPTIMISATION DES PARAMETRES DU RENDEMENT DE LA
DESHYDRATATION PAR ATOMISATION.

I / INFLUENCE DU PRODULIT SUR LE RENDEMENT DE L'ATOMISATION...ccccecee.89

1 / Influence de la présence du milieu dans le support sur le rendement en
matidre sé@che de 1'atomisatioNesceccevoecscssssconsscoscossssssnocsssassdl
2 / Influence du support sur le rendement en matidre séche de

l'atomisation---o-.--...........---.......o-.........-.-o-...-.-......gl



I1 / ETUDE DE LA SURVIE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM" A LA
DESmRATATION.........'.......‘................C...‘....Q...'.'......93

1 / Influence du support de déshydratatioNeesscscessscssscceccsscsesssdld
2 / Influence de la sensibilité des souches 3 la déshydratation.......93
2.1 / Influence de 1a SOUCh@ecssssesccsssossesccsccssscsssscnsesd3
2.2 / Age physiologique des celluleSeceeccscccssccscccsscsocesssd5

203 / DiSCuSSiOH......-..........--o-n...---o.........-...o.....gs

ETUDE DE LA CONSERVATION DES CELLULES DESHYDRATEES

I / ESSAIS PRELIMINAIRES..-ooooo-..ooo-o.cocnooo..oooo..oo'no.o..oo.-ogg

II / ROLE DE L'ATMOSPHERE DE CONSERVATION ET DU MILIEU DE CULTURE SUR LA
VIABILITE DES INOCULUHS..ooo00.0..-...00.-..oo-.-0.0.o‘.oo.ooo‘otocc.cloo

1 / Protocole experimentali.iﬂ...l.l.’......0..‘...Q..QO....'.........IOO
2 / Incidence du milieu de CUlLUTCescesescccarscscsscassscsasacasscssssll0

3 / Incidence de l'atmosphdre de conservationeecscsssccsscscssescssessl0S

IX1 / ETUDE DE LA VIABILITE DES INOCULUMS EN CONSERVATION A HUMIDITE
RELATIVE CONTROLEE.‘..‘........‘..............................'.......111

1 / Influence de l'humidité relative de conservatioNescsccecssssscasvsall2
1.1 / Etude de la perte de viabilité d'inoculums de la souche 3.32
conservés sous différentes humidités relatives 3 20°Ceeevecsssssll3d
1.2 / Conservation d'inoculums de la souche 3.2ccececcescnscecsal2l

1.2.1 / étude de la perte de viabilité d’'un inoculum de la souche
3.2 sous différentes humidités relatives 3 20°C.
1.2.2 / étude de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche
3.2 sous différentes humidités relatives 3 2°C.

103 / DiSCuSSiOH...---oo.o......-o----...-....-........c-o-.--oo130

2 / Comparaison de la viabilité d'un inoculum de la souche 3.2 3 faible a,

et différentes températures de COnsServatioNi.cssecscesssccesscssceascesesal3ld

3 / Influence du support et de l'addition de solutés, sur la conservation

d'inoculums de la souche 3.2 3 2°C et humidité relative proche de 0...135



3d3me PARTIE

"ESSAIS DE BACTERISATION PAR ENROBAGES DE GRAINES"

I / SCREENING DES AGENTS COLLANTSQ-Ino-ooono.o.oto.-.ot.v.-.oo.noo.-00144

1 / Protocole exXpérimentalececsesceccccscsccscsscssscssscscssccsssesseslld
2 / RESULLALSecsscosssesscssecasssensnscsssssssssensssscscncnsscscasccnseeldd
2.1 / Enrobages réalisés avec la tourbe seuleceecccscoscccceessaldd
2.1.1 / Modélisation des courbes de survie.
2.1.2 / Influence et comparaison de 10 substances collantes
appliquées 3 la bactérisation et 3 1l'enrobage de semences de

soja : méthode de Newman et Keuls.

2.2 / Enrobages réalisés avec la tourbe additionnée de carboante de

Calcium.-...o--noooa.oo-ooo.o....oo.o..o-o.o-o.co'lolu.n.ooooooclsl

II / INFLUENCE DU SEL DE CALCIUM EMPLOYE POUR LA RETICULATION DES GELS
D'ALGINATE SUR LA SURVIE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM"..ceccceesccasssl5s

1 / Protocole expérimentalecsscosesssecsssccccocassccscssssssssssacennseldd

2 / RésultatSo-Ol-o'o-o.-oa.-coo-o...o.ooooo-.oo...oc.nlo.oot‘.0000000154

I1I / INFLUENCE DE L'HUMIDITE RELATIVE DE CONSERVATION SUR LA SURVIE DE
"BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM", DANS DES ENROBAGES DE DIFFERENTES NATURES.160

1 / Protocole experimental.csceeccssccsccscscccccsssnsssssccssonsssassselb0

2 / Résultats.oooooooooo..'oooooooooo-ocv..o-ooo..ooooo-o'o...o00-01‘0161

Iv / ESSAIS COMPLEMENTAIRESOOOQ..‘..l‘60....O0.0.CI.I.O.I..I..........164

1 / Autres substances protectriCeS.ceececcecceccesccscccsserssscncsscnccaselbl

2 / Ajout d'un antifongiqueooooo0001‘..oocoo.o-.ooooo.lcooo-l100000000167



CONCLUSION GENERALE

CONCLUSIONOQ..'.'....O..l..‘....ll........‘.'........."......l...'l..lg7

ANNEXES : EXPERIMENTATIONS AU CHAMP

EXPERIMENTATION AU CHAMP 1985.

I/HODE D'MWION- ----- oooo....n-‘ooo..onooo.o.o--o-o.osoo-.-oocl72
II/PRODUCTION DES mms.oOtoo-oooooc.o-o..o-..nl--ooo.-oo--.o‘oc172
III/OBvaATIONS EchUEESOOOn..0..o-c.000'0...000-0000000000000000178

Iv / RESULTATS......O..l...lO.‘....l..l...ll.'.......‘.............0..178

EXPERIMENTATION AU CHAMP 1986.

I / PRODUCTION DES INOCULATSeccccocecacececacsosssscscasccssascssasseslB9
IX / IMPLANTATION DES PARCELLES.s.ccecvoccncecscsssansoscacssassssaseslB9
III / OBSERVATIONS EFFECTUEES.:c.cceccsecocsssecsscesscssscsassnscssssld0
IV / RESULTATS .. ccceveacscasascasoscnssassassssssassasssscosssssacsscacssld5

CONCLUSION.--o----............-..........‘...........-c-.-.....-..-oo-lgg



ANNEXES : CALCUL STATISTIQUE

CALCUL STATISTIQUE.......O.‘."loooa.ooc'cooo..oot10-0000'000000000000204

BIBLIOGRAPHIE

BIBLI%RAPHIE...".QQO..G.....D...l.’.“.“...0.‘0l........l...l’.....216



TABLE DES FIGURES.



Fig‘l'l.‘e 1......‘........Q.......".....-......-.‘-.........31

Schéma du fermenteur Biolafitte de 20 1.

Figure 2.-....0....-.....I.....Q..‘....O‘......'.....Q...OAZ

Schéma des stades reproductifs repérés du soja.

Figure 3...'..............I..........................'.'..45
Représentation schématique de 1la dessiccation par atomisation de

produits organiques non cristallins.

Fig‘lre 4....-.0..-..-.......-0.0....-.....-0.00...........46

Schéma de 1l'alimentation en produit de l'atomiseur Biichi 190.

Fig“re 5.0....0.-........o...........‘......0.00000000000046

Schéma de la circulation du produit et de 1l'air dans 1l'atomiseur Biichi.

Figure 6...-....0.....-.........Q.....o..o................49

Schéma du sécheur de laboratoire Retsch.

Fj.gure 7o.........n..o..'ooo...........................-..59

Photos des plantules de soja et du systéme racinaire des plantules

cultivées en serre.

Figul’.‘e 8..-..-.0-.6000000.......-....OQO................-.65

Etude de la compétition de la souche 3.2 avec d'autres souches.

Figure 90.........o.l.OC....o.....O.....I'O..--Q.....o.--.66

Etude de la compétition de la souche 3.32 avec d'autres souches.

Figure 10.....0......O..I'.....‘........‘..............-0068
Profils de compétition obtenus dans deux expérimentations indépendantes

avec les souches 3.32 et 3.2.

Figure 11..‘....-...........‘.........................'...76
Influence de la concentration en mannitol sur le rendement cellulaire
obtenu apréds 6 jours de culture en milieu TY estimé par la mesure de la

densité optique.

Figure 12....‘..........................‘...l........0..'.79
Influence du pH initial du milieu de culture, sur les concentrations
cellulaires (exprimées en log du nombre de bactéries par ml) obtenues

aprds 6 jours d'agitation d 29°C. Milieu TYm.



Figute 13.....‘.......-.....'...‘.............‘..’....'...79
Influence du pH initial du milieu de culture, sur les concentrations
cellulaires (exprimées en log du nombre de bactéries par ml) obtenues

aprds 6 jours d'agitation 3 29°C. Milieu YEM.

Figure 14...............‘......'...................-......101
Courbes de survie de 1la souche 3.55 sous différentes atmosphéres de
conservation (air, vide partiel, azote) 3 4°C. Cultures réalisédes en

milieu TY ; support d'atomisation : lait (10 %), saccharose (2 %).

Figure 15...........0..'...I............'..O..............101
Courbes de survie de 1la souche 3.55 sous différentes atmosphires de
conservation (air, vide partiel, azote) 3 4°C. Cultures réalisées en

milieu ISWARAN ; support d'atomisation : lait (10 %), saccharose (2 %).

FIZUTE 16ceeeeenoceacecsecaccccacasancnsescascccscocssnssal02
Modélisation des courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes
atmosphéres de conservation (air, vide partiel, azote) 3 4°C. Cultures
réalisées en milieu TY ; support d'atomisation : lait (10 %), saccharose
(2 2.

Figure 17..................................‘...........‘..102
Modélisation des courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes
atmosphéres de comservation (air, vide partiel, azote) 3 4°C. Cultures

réalisées en milieu ISWARAN ; support d'atomisation: 1lait (10 %),

saccharose (2 %).

Fig‘lre 18.'........0.....Q.OOO..-...........C.............111

~

Influence de la présence d'oxygéne sur la conservation 3 2°C et faible
humidité relative, d'inoculums déshydratés 3 base de lait &crémé et de

saccharose, des souches 3.2 et 3.32.

Fig“re 19'.'.‘.'...............‘...‘.'.I...‘.'...........'lls

Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.32 de concentration
initiale Y = 9,5, pour différentes humidités relatives de conservationm,
i 20°c.

Figure 20.....‘.'............'..Q......“......Q....'.....116
Modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche 3.32 de
concentration initiale Y = 9,5, pour différentes humidité&s relatives de

conservation, & 20°C.



Fig‘lre 21'.......'....-....‘-..........'..................119

Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.32 de concentration
initiale Y = 11, pour différentes humidités relatives de conservation, 3
20°C.

Fig“re 22..............“...............'..........‘......120
Modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche 3.32 de
concentration initiale Y = 11, pour différentes humidités relatives de

conservation, 3 20°C.

Figure 23....-.‘...................‘......................123
Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentration
initiale Y = 11,7, pour différentes humidités relatives de

conservation, 3 20°C.

Figl‘-re 24.....-..-.........................I..............lzh
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 comservation, 3 20°C.

Figure 25...-.........................'.......I...........lzs
Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentration
initiale Y = 10,8, pour différentes humidités relatives de

conservation, 3 2°C.

Figure 26-........-..-...o.....o.ooooc-..c.o‘-0000000.10-0129
Modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche 3.2 de
concentration initiale Y = 10,8, pour différentes humidités relatives

de conservation, 3 2°C.

Figure 27...............‘..Q.‘......'..-..............'...131
Isotherme d'adsorption d'un inoculum déshydraté 3 base de lait é&crémé

additionné de saccharose.

Figure 28."......-.......................................137
Etude de 1la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentration

initiale Y = 11,7, & faible humidité relative pour différentes

températures de conservation.

Figure 29.ccccecccccaccccscncnccccccccccscsancnscecsscccccsaaclél

Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 a8 faible humidité
relative et 2°C, dans des inoculums é’base de maltodextrine ou de 1lait
8crémé, additionnés ou non de saccharosse ou de maltose. Résultats des

numérations.



Figure 30.cccccccccaccsscsaccccssncsssannnsacncscscanscasseasldl

Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 3 faible humidité
relative et 2°C, dans des inoculums 3 base de maltodextrine ou de lait
écrémé, additionnés ou non de saccharosse ou de maltose. Modé&lisation

des courbes de survie.

Fig‘lre 31...............................-.................142 bis
Isothermes d'adsorption des inoculats 3 base de maltodextrine et de

lait .

Figure 32...'..................Q..........................179
Photos de parcelles et de plantes de 1l'expérimentation de Villeneuve
d'Ascq 1985.

Fig‘lre 33.0..............0.......e..-........0000010000000176

Plan des parcelles de Villeneuve d'Ascq.

Fig’ul‘e 34..-‘...0..o.u.o....'.Oo.....'.......-..o...-.....177

Plan des parcelles de Pouy—-Roquelaure.



TABLE DES TABLEAUX.



Tableau I......C‘..-..-..CIOQ....................I...0....27

Nomenclature et origine des souches de Bradyrhizobium japonicum.

Tableau II....Q............o‘.o...o.."......o......-......41

Description des stades reproductifs du soja.

Tableau III......I...“....................‘..............53
Activité de l'eau des solutions saturées pour trois températures d'aprés

Bizot et coll., cit&s par Multom et coll.(124bis).

Tableau Iv....................Q................l..........56
Caractéristiques physiologiques &3 1'&tat 1libre des souches de

Bradyrhizobium japonicum.

Tablem v-ﬂc......-..........l.........'..................58
Caractéristiques symbiotiques des souches 3 pH neutre. Infectivité et

efficience.

Tableau VI....“.-.....0..................................62
Caractéristiques symbiotiques des souches 3 pH acide. Infectivité et

efficience.

Tablea\l VIII.......IQ.'.......O...Q.l..‘...‘........I.000-65

Etude de la compétition de la souche 3.2 avec d'autres souches.

Tableau Ixo...............-......-.........00005050000000066

Etude de la compétition de la souche 3.32 avec d'autres souches.

Tableau XG'........‘.‘....................................68
Comparaison de l'analyse des nodules des inoculations ré&ciproques des
souches 3.2 et 3.32 réalisées lors de deux expérimentations

indépendantes.

Tableau XI................................................71
Comparaison de la croissance de "Bradyrhizobium japonicum" dans divers

milieux de culture .

Comparaison de la croissance de "Bradyrhizobium japonicum" dans divers

milieux de culture : Tableau d'analyse de la variance.



Tableau XIIXccecceonscvcccssosscosscscsocsenscssscsncnnsensnnnsl
Comparaison de la croissance de 4 souches de Bradyrhizobium japonicum en
milieux TY, TYm, et ISWARAN (pH initial 6,5) exprimée en log du nombre
de cellules viables par ml.

Tableau xIv...................O..............Q..-.....-...73
Comparaison de la croissance de 4 souches de Bradyrhizobium japonicum en

milieux TY, TYm, et ISWARAN (pH initial 6,5) : Tableau d'analyse de la

variance.

Tableau XV‘.....‘.....-....O......Q.................0.....75

Comparaison de la croissance de deux souches de Bradyrhizobium japonicum

en milieu TY additionné de différentes concentrations de mannitol.

Tableau XVI.-.-Q........Q........0......0.......'.....-...75

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.

Tableau XVII'..OC.....O.'....................O............78
Etude de 1la croissance de Bradyrhizobium japonicum, aprés 6 jours

d'agitation 3 29°C en milieu TY et en milieu YEM 3 différents pH.

Tableall vaII.lo-..a......'-.............-.000..-......0..80

Etude de la croissance de quelques souches de Bradyrhizobium japonicum a

différents pH de culture. Calcul des sommes marginales.

Tableau XIXO..‘.‘......‘G......‘..........................80

Etude de la croissance de quelques souches de Bradyrhizobium japonicum &

différents pH de culture. Tableau d'analyse de la variance.

Tableau Xx..........o.‘.o..0o......'..o....o.-.-..........82

Etude de 1la croissance de Bradyrhizobium japonicum, en présence de

différentes concentrations d'antimousse dans le milieu. Resultats

observés aprés quatre jours de culture par mesure de la densité optique
a 600 nm.

Tablea‘l XXI........‘.....l.o....o.o..0510000-000000000000082

Etude de 1la croissance de Bradyrhizobium japonicum, en présence de

différentes concentrations d'antimousse dans le milieu. Tableau

-~

d'analyse de la variance réalisé 3 partir des indices de croissance.



Tableau xxII....OQOI................‘.0.0...........O‘..Q‘BS

Etude de la croissance de Bradyrhizobium japonicum sur milieu YEM gélosé

contenant différentes concentrations de chloramphénicol.

Tableau HIII....................'...I.QI.....‘...........87
Etude de la conservation de concentrés cellulaires de la souche 3.2 en

congélation : Résultats des numérations exprimés en log.

Tableau nIv........'.......‘.........‘............‘."...90
Influence de la présence du milieu de culture dans le support sur le

rendement en matidre s@che de l'atomisation. Souche Bioprox.

Tableau m...'..........................‘..O..‘.........‘go
Influence de la présence du milieu de culture dans le support sur le
rendement en matidre séche de 1l'atomisation. Souche Bioprox. Analyse de

la variance.

Tableau nvI.ooooocool.....0...Q.................'.0......92

Rendements en matidre s@che observés avec différents supports.

Tableau mI.............‘................Q..'..O........94
Etude de 1la survie 3 la déshydratation des souches 3.2, CB 1809 et

Bioprox atomisées en présence de différents supports.

Tableau mIII..........C......Q......................‘...98
Comparaison des taux de survie des souches 3.2 et 3.32 atomisées dans

des conditions identiques, et tableau d'analyse de la variance.

Tableau nlx.........‘.......Q............'...0.......‘.'.103
Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la
souche Bioprox. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote.

Culture en milieu ISWARAN.

Tableau m............‘....Q.............Q.'.I...........104
Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la
souche Bioprox. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote.

Culture en milieu TYm.

Tableau mbis....................O....................“.106
Comparaison de 1'évolution des concentrations bactériennes au cours du
temps, d'inoculums de la souche Bioprox confectionnés avec ou sans

polysaccharides bactériens.



Tablem mI............‘.'.........‘......‘Q.........O..‘.lo?
Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de 1la

souche Bioprox. Conservation sous air. Cultures en milieu ISWARAN ou
TYm. ' ‘

Tablea“ mII.....'.......‘.........‘...........‘...C.....los
Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la

souche 3.32. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote.

Tableau mIII...‘.............'..‘.'.....".-..-.‘.......109
Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la

souche 3.2. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote.

Tableau mIv.....G.......l........‘.'........I.I.......‘.llA’
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de 1la
souche 3.32 3 différentes humidités relatives de conservation.

Population initiale Y = 9,5.

Tableau XXXV.eccecscoscesccsscscensossscecsessnevsasccnsnall8

Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de 1la
souche 3.32 3 différentes Thumidités relatives de conservation.
Population initiale Y = 11,0

Tableau va‘...-.....O..................................122
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de 1la
souche 3.2 3 différentes humidités relatives- de conservation i 20°C.

Population initiale Y = 11,7

Tableau vaI.C...................................I......127
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de 1la

-

gsouche 3.2 & différentes humiditds relatives de conservation & 2°C.

Population initiale Y = 10,8

Tablea‘l mVIII...........-.....-..O.Q..Q............O.‘..136
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de 1la
gouche 3.2 3 différentes températures de conservation et faible humidité

relative. Population initiale Y = 10,8.

Tableau mIX-..-................0..-......'..c......o...'139

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium japonicum dans des

inoculums additionnés de deux sucres différents.



Tableau XI‘........Q.‘..Q..o...I............0...0.......O..l‘l

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des inoculums additionnés de

deux sucres différents. Comparaison des coefficients de régression par

la méthode de la plus petite amplitude significative;

Tableall n‘I.....O...-"....“............‘.C.......'...'..146
Screening des agents collants : enrobages réalisés avec la tourbe seule.

Etude de 1la survie de Bradyrhizobium japonicum sur 1la graine.

Conservation i + 6°C

Tableall XLIIC'Q.‘-.................-..............‘.......147
Screening des agents collants : enrobages réalisés avec la tourbe seule.

modélisation, recherche des modéles de régression. Conservation 3 + 6°C

Tableau XIJIII‘......Q.......-O...................-.....00014'8

Screening des agents collants, analyse de la variance.

Tableall xLIv......I..-....C...............................150
Comparaison des enrobages réalisés avec 10 substances collantes :

méthode de Newman et Keuls.

Tableau n‘v...Q....l......‘........I.........-............152
Screening des agents collants : enrobages réalisés avec 1la tourbe
additionnée de carbonate de calcium. Etude de 1la survie de

Bradyrhizobium japonicum sur la graine, comnservation 3 +6°C.

Tableau XLvIQ..ﬂ......Q........................O..'.......153
Screening des agents collants : enrobages réalisés avec 1la tourbe
additionnée de carbonate de calcium. Modélisation, recherche des modéles

de régression.

Tableau XIIVII...0.00..C.o..0....0‘.-o......‘--...l........lss

-

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des enrobages 3 base d'alginate

-

confectionnés avec différents sels de calcium. Conservatfon 3 +6°C.

Tableau XIJVIII...-..o-.o..o...........o......-00000-001000156

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium japonicum dans des

enrobages 3 base d'alginate confectionnés avec différents sels de

calcium. Comservatiom 3 +6°C.



Tab]-ea-“ nIx--...-.....-.C...........0-005-0.0000000000.00157

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des enrobages 3 base d'alginate

confectionnés avec différents sels de calcium. Conservation 3 + 6°C.

Analyse de la variance

Tablea‘l L.....'....-.‘..--...O......................-.....158

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium japonicum dans des

enrobages 3 base d'alginate confectionnés avec différents sels de

calcium. Conservation i + 20°C.

Tableall LI...O....Q......C...Q..'...O............-........lsg

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des enrobages 3 base d'alginate

confectionnés avec différents sels de calcium. Conservation 3 + 20°C.

Analyse de la variance.

Tableau LII...Q.....‘.'O..‘.QC..............-.............162
Influence de 1l'humidité relative de conservation, du mode d'application,

et du temps sur la survie de Bradyrhizobium japonicum sur la graine

conservation 3 20°C.

Tableau LIII-.......0..600....0...........‘...“.....‘....163
Influence de 1'humidité relative de conservation, du mode d'applicationm,

et du temps sur la survie de Bradyrhizobium japonicum sur la graine

tableau d'analyse de la variance.

Tableau LIV.......Q‘...‘.Q.O..............................165
"Screening' des agents collants, essais complémentaires : enrobages
réalisés avec inoculum sur tourbe. Etude de la survie de la souche G49

de Bradyrhizobium japonicum sur la graine, conservation 3 6°C et 3 20°C.

Tableau Lv........oooo........l....o.......Q...o..l-......173

Nombre de Bradyrhizobium japonicum survivant dans 1les inoculats

déterminé par numération (c.f.u.).

Tableml LvI....-..O.......................................174
Villeneuve d'Ascq : semis du 04/05/1985 ; 1liste des inoculations

effectuées.

Tableau LVII.......O..I..I........0.0.0...........‘..O....175

Analyse de terre effectuée 3 Villeneuve d'Ascq ; 07/05/1985



Tableau LVIII....o................‘...Q...'.l..3.......0..180 & 181

Résultats des parcelles expérimentales de Villeneuve d'Ascq 1985.

Tableau LIx...-.......0.‘-...0.........'..-'.......0000000183

Résultats expérimentaux des parcelles de Pouy-Roquelaure.

Tableau le.......o....o..n....-.-........'..-.........t..0184

Résultats expérimentaux des parcelles de Coulommiers.

Tableau beis......................................Q......186 & 187

Rendements observés & 147, sur les parcelles expérimentales des trois

stations.

Tableau LXI.Q.....Q........-Q..OO.....-......‘...........0191

Désignation des parcelles et population bactérienne dans les inoculats.

Tableau IAXII..Q......O.Q......I....Q..Q'....D..l.O.....O..lgz

Résultats expérimentaux de l'essai n°l réalisé 3 Villeneuve d'Ascq.

Tableall mII..-...o.....n...--.........O....I.00000000005193

Résultats expérimentaux de l'essai n°2 réalisé 3 Villeneuve d'Ascq.

Tableau LxIv................I..‘..............0...0......'194

Résultats expérimentaux des parcelles de Coulommiers 1986.



.

TABLE DES ABBREVIATIONS.

Non significatif

Significatif avec un risque Ad'erreur =5 %
Significatif avec un risque d'erreur @ = 1 §
Significatif avec un risque d'erreur a = 0,1 %

Variable de Student

Valeur observée de t

Valeur théorique de t

Variable de Snedecor

Valeur observée de F

Valeur observée du test de Hartley
Valeur théorique du test de Hartley
Somme des carrés des écarts

Carré moyen

Carré moyen résiduel

Valeur observée des coefficients de régression



GENERALITES



A/

-1

IMPORTANCE DE L'INOCULATION ARTIFICIELLE DU SOJA.

Les augmentations de rendements des espéces cultivées nécessitent
des apports azotés importants. Ces apports peuvent &tre assurés de deux
maniéres, soit par voie minérale (engrais azotés dont le coilit est trés
&levé), soit par la culture d'espdces vivant en symbiose, ou en
association é&troite, avec des microorganismes fixateurs d'azote

atmosphérique.

La littérature scientifique évoquant la fixation d'azote par les
différents systémes symbiotiques est vieille de plus de cent ans.
L'importance de la famille des 1légumineuses, tant d'un point de vue
quantitatif que qualitatif en a fait un sujet d'étude de prédilection et
la symbiose Rhizobium-l&gumineuse est certainement la mieux connue 3 ce

jour.

Bien que de culture récente, les oléoprotéagineux (tel que le soja,
Glycine max L.Merr.), ont un intér&t considérable en tant que source
majeure de protéines (38% 3 457 dans la graine) pour l'alimentation
animale et humaine et en tant que source d'huile (177 & 22% dans la
graine). Sa culture est restée longtemps le monopole de quelques pays
tels que les U.S.A., la Chine, le Brésil et 1'U.R.S.S.. L'importance de
cette légumineuse et les progrés considérables réalisés dans 1l'obtention
de nouvelles variétés, 3 savoir l'accroissement de précocité (groupe
000), de rendement, stérilité mile (54,83)..., ont contribué 3 &largir
sa culture & de nouvelles 2zones géographiques. Le succés de cette
implantation est assujetti 3 la présence du microsymbionte spécifique.
Or, la distribution des Rhizobiums dans le sol est &troitement liée 3 la
présence de la plante~hdte (110). Le choix des souches et des cultivars
est donc & étudier sérieusement, notamment en ce qui concerne la
compatibilité des deux symbiontes.

IMPORTANCE DU CULTIVAR DANS LA REUSSITE DE L'INOCULATION.

Le soja exige la présence de Rhizobiums trés spécifiques : le

Bradyrhizobium japonicum, généralement absent des nouvelles zones de

culture. Si il en existe dans le sol, ils induisent une faible

nodulation (2, 128) surtout si le cultivar est d'origine lointaine.
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Cette spécificité@ est plus ou moins &troite suivant les cultivars. Par
exemple (128), des cultivars américains introduits en Afrique
("Jupiter", "Bossier") nécessitent impérativement une inoculation, alors
que 1l'inoculation des graines des cultivars asiatiques ("Orba",
"TGm686", ''Malayan") n'améliore pas les rendements de ces variétés qui
présentent une nodulation tré&s satisfaisante avec les espéces de

Rhizobium indigénes.

En outre, des caractéristiques symbiotiques particuliéres sous
contrdle génétique (49, 52, 54) ont éte mises en &vidence. La présence
de certains alléles dans le géndme est responsable de 1l'échec de la
nodulation:

Rj2 : nodulation déficiente avec les souches du groupe 122 et cl
Rj4 : nodulation déficiente avec la souche USDA61 de Beltsville
rjl/rjl : nodulation affectée avec de tré@s nombreuses souches de

Bradyrhizobium japonicum (50, 53, 128).

I1 est donc trés important de tenir compte de la présence ou de
1'absence de ces all@les dans le choix des variétés et des souches

introduites.

La compatibilité entre souches et cultivars intervient ultérieure
ment dans l'efficience de la symbiose &tablie. Elle se traduit par une
fixation d'azote atmosphérique variable, fonction 3 la fois de la souche
et du cultivar sur lequel elle nodule (48, 96), ainsi que de facteurs

abiotiques (climatiques et &daphiques)(72)

I1 / IMPORTANCE DES SOUCHES DANS LA REUSSITE DE L'INOCULATION

Le choix d'une souche doit tout d'abord tenir compte des facteurs

abiotiques rencontrés.

= du climat : en effet, les souches isolées de zones tempérées ont une
activité nitrogénasique optimale 3 des températures plus basses que
celles isolées sous climat tropical (73). De méme l'aptitude 3 noduler 3
températures é&levées est une caractéristique marginale des souches
(104).

- des caractéristiques du sol, notamment du pH vis 3 vis duquel 1la

réponse des differentes espéces et souches de Rhizobium est trés
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variable (89, 139). La présence de quantités importantes d’'ions toxiques
(par ex. 1'Aluminium) peut é&galement compromettre le succés de
1l'implantation des deux symbiontes ou diminuer significativement les
rendements (6, 14, 123, 159). De méme des quantités ou une disponibilité
insuffisantes de minéraux ou métaux (Ni, Cu, Fe, Mn) dont dépend
l'activité de certains enzymes (uréase et nitrogénase) limite les
rendements (38, 159). 11 est donc important que ces facteurs soient

maitrisés avant 1l'implantation d'une culture de soja.

En cas d'absence de Rhizobium spécifique, 1l'introduction de souches
i forte efficience avec les variétés cultivées est nécessaire. Ceci
suppose une sélection préalable de Rhizobiums adaptés aux variétés
cultivées, et présentant si possible une activité nitrogénasique &levée

sur plusieurs variétés.

L'inoculation de cultures réalisées dans des zones géographiques
pourvues de Rhizobiums spécifiques est plus dé&licate et souvent
infructueuse (59). Elle est cependant nécessaire car l'efficience des
souches indigénes est en général peu é&levée (144, 149). Outre
l'efficience des souches, il est imp&ratif de tenir compte de 1la
compétitivité des souches introduites par rapport aux souches indigénes,
ces dernidres &tant en général particuli@rement bien adaptées 3 leur
environnement. Cette donnée qui conditionne les chances de succés de la
nodulation des plantes par 1la souche introduite, est indépendante de
l'efficience des souches (77). Des investigations récentes ont montré
que la compétitivité des souches est en relation étroite avec le groupe
de précocité auquel appartiennent les variétés de soja (72). De plus les
profils de compétition entre souches dépendent de facteurs abiotiques
tels que 1la nature du sol (101). Il est cependant possible de
s'affranchir de ces contraintes par des techniques de repiquage.
KOSSLACK et al ont montré qu'une préexposition des racines de soja 3 une
souche favorise la colonisation des racines et permet d la souche
introduite d'occuper jusqu'd plus de 95 7 des nodules, suivant les temps
de préexposition (100, 10l1). Cette technique n'est cependant
envisageable qu'3d condition que le surcolt entrainé soit compensé par

des gains de rendements importants.
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MYTION suggére une sélection conjointe des deux symbiontes qui
porterait aussi bien sur des critdres d'efficience et de compatibilité
que sur les aptitudes compétitives du Rhizobium par rapport aux autres
microorganismes du sol (mobilité, chimiotactisme, multiplication dans la
rhizosphére...) (64, 127, 136). Ces différents critéres conditionnent le

succés de la nodulation.

PREPARATION DES INOCULATS ET BACTERISATION DES SEMENCES.

Le deuxidme aspect qui contribue au succds de l'implantation des

Rhizobiums dépend de la réussite de l'inoculation. De nombreux facteurs

peuvent &tre responsables de 1l'échec de 1'inoculation artificielle des
légumineuses.

- 1'inoculum doit contenir un nombre &levé de Rhizobiums.

-~ les conditions physiques rencontrées dans le sol (pH, températures,

humidité, nature) ne doivent pas &tre incompatibles avec la survie de

Rhizobium jusqu'd 1'émergence des racines, ni inhiber la nodulatiom.

~ de méme, certains traitements appliqués aux semences (fongicides,
insecticides, désherbants) sont toxiques pour les Rhizobiums.
- 1l'implantation des Rhizobiums peut également &tre entravée par la

prédation et la compétition exercées par les microorganismes indigénes.

PREPARATION ET CONSERVATION DES INOCULATS.

1 / CULTURES SUR AGAR.

-~

Les premiéres formes d'inoculums appliqués 4 la bactérisation des
semences de légumineuses, consistent en des cultures effectudes sur
gélatine ou agar, appliquées soit directement sur la graine soit aprés
mélange au sol et é&pandange dans le champ. Cette pratique fut vite

abandonnée en raison de ces pidtres résultats (41).

2 / CULTURES EN MILIEU LIQUIDE.

Des cultures en phase stationnaire de croissance sont surtout
employées de fagon marginale. En effet, la grande sensibilité de ce type
d'inoculum aux températures &levées (mortalité totale d 40°C)(125), et

le déclin rapide de 1la viabilité des cellules en milieu liquide nonm
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agité (41), a limité son emploi aux régions tempérées et aux pays ou la

distribution est bien organisé (Hollande).

Meade et al. suggérent l'emploi de concentrés cellulaires congelés

de Rhizobium leguminosarum pour 1'inoculation du pois, soit pour un

emploi direct soit pour la confection d'inoculums sur tourbe ou de
granulés (121). Il souligne 1l'importance de 1la 1longévité d'un tel
inoculum par rapport aux autres préparations communément employées et la
standardisation possible des préparations commerciales. Des populations
de 101! pactéries par ml subsistent aprés 76 semaines de conservation &
-20°C.

D'autres proposent 1l'emploi d'inoculum 3 base d'eau pure (33). En
effet les auteurs ont montré une prolifération cellulaire constante &
107 bactéries / ml sans qu'il y ait altération des propriétés
symbiotiques des Rhizobiums. L'interét principal d'une telle méthode
réside dans son faible colit de production, et la possibilité de
maintenir sur de longues périodes des inoculums stables (souche et
concentration cellulaire) pouvant servir pour les précultures
industrielles.

Ces deux types de préparations restent d'un emploi limité en raison
des contraintes de stockage (température, stérilité), et de
manipulations au moment du semis, les formes liquides ne pouvant en
aucun cas &tre mises en contact avec les herbicides, fongicides et

insecticides.

Une autre préparation liquide est constituée d'une suspension de
Rhizobiums dans un support & base d'huile. L' inoculation peut &tre
réalisée avec des cellules déshydratées (102). Cette forme d'inoculum
est commercialisée aux Etats-Unis. Elle permet l'adjonction de molybdéne

et de fongicides, tout en préservant la viabilité de Bradyrhizobium

-

japonicum (59). En outre, cette forme d'inoculum est plus apte i
maintenir la viabilit& des cellules, en cas d'exposition temporaire &
des températures &levées, ce qui présente un intéré&t pour son emploi en

zone aride.



3 / INOCULATS SUR SUPPORTS SOLIDES.

3.1 / Inoculats non déshydratés.

3.1.1 / Nature des divers inoculats.

La grande majorité de ces inoculums est réalisée 3 partir de
tourbes pulvérisées ou compactées en granulés. Elles constituent A
1'heure actuelle la majorité des préparations commerciales car elle sont
un des meilleurs supports pour la production d'inoculum (59, 80, 171).
Cependant son emploi est conditionné par sa présence sur les lieux de
production. Or la qualité de la tourbe est trds variable (163) surtout
sous climat tropical. Certains gisements sont souvent impropres a son
utilisation (152). Des é&tudes sont donc en général réalisées afin de
connaitre l'aptitude des Rhizobiums 3 proliférer et 3 survivre dans les

tourbes avant exploitation des gisements (1, 80, 163).

-~

Dans l'hypothése od 1l n'y a pas de tourbes propres 3 la confection
d'inoculums, d'autres supports peuvenf 8tre employés avec succés. Des
inoculums 3 base de terre peuvent utilement remplacer la tourbe (30). De
méme, des &tudes comparatives ont souligné les excellents résultats
obtenus avec des inoculums préparés avec la mélasse additionnée de
charbon de bois, ou du fumier additionné de charbon de bois (177).
D'autres auteurs ont montré l'emploi possible de matidres premié&res trés
diverses telles que de 1la lignite (32, 93, 102, 177), le mélange
Bentonite-charbon (47), la poudre de cellulose (147), les boues de
filtration (145) ou des résidus végétaux divers (177). Leur utilisation
est en général justifie par l'abondance de ces substances sur les lieux

de production et leur faibles prix de revient.

3.1.2 / Fabrication des inoculats.

La réalisation i proprement parler des inoculums nécéssite

plusieurs é&tapes :

broyage et neutralisation du support suivi ou non d'une granulation ;

conditionnement et stérilisation ;

inoculation du support ;

incubation ;

contrdle et distribution.
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Chacune des étapes est importante et des négligences peuvent &tre 3
1l'origine d'une perte importante de viabilité de 1l'inoculum. Nombreuses
sont les &tudes qui soulignent 1'importance de ces contraintes dans la

production d'inoculum de bonne qualité :

Le conditionnement le plus courant est constitué de sacs de
polypropyléne ou de polyéthyléne suivant les traitements thermiques
appliqués. Les propriétés d'échanges gazeux des sacs sont d&terminantes
sur la croissance de Rhizobium. La porosité du film doit assurer un
approvisionnement en oxygéne suffisant pour le développement des
cellules. Roughley a montré qu'une capacité d'échange de 6 7% est
suffisante et que les films ayant une capacité d'é&change supérieure se

prétent en général mal aux manipulations (151).

Plusieurs méthodes de stérilisation sont employées : stérilisation
par l'oxyde d'éthyléne, autoclavage, irradiation. La premid&re méthode
donne des résultats variables, car il est nécessaire que le gaz pénétre
puis soit &liminé complétement de la tourbe (41). Certains auteurs
préférent la stérilisation par irradiation (153), d'autres montrent que
autoclavage et irradiation sont é&quivalents (163, 172). Par contre
l'absence de stérilisation est particulidrement néfaste a 1la
prolifération des Rhizobiums, puisque de nombreux contaminants se
développent simultanément. Ainsi des &carts de 1 3 1000 ont &té mis en
évidence, entre les concentrations en Rhizobium d'inoculums
commercialisés aux U.S.A., suivant que 1l'inoculum soit monoxénique ou
non. Certaines préparations vendues se sont méme montrées incapables
d'induire la formation de nodosités sur le soja, la concentration en

Bradyrhizobium japonicum étant insuffisante (80).

L'inoculation du support suppose une production préalable de
biomasse. La production est généralement effectuée en fermenteurs
contenant un milieu & base d' extrait de levure ou autres milieux
empiriques (40, 41). Des précautions particulidres doivent &tre prises
afin d'assurer la pureté des cultures en fermenteurs. Des fractions
aliquotes des cultures sont ensuite utilisées pour 1l'ensemencement des
tourbes. Cette &tape délicate doit garantir le maintien de la pureté des

inoculums. Somasegaran et al montrent que le colit de cette opération
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peut &étre fortement diminué en inoculant les tourbes par une culture
diluée ; cette fagon de procéder modifie peu les durées d'incubation des
inoculums sur tourbes et augmente les capacités de production d'un
fermenteur (163, 164).

La multiplication des Rhizobiums est en général assurée par
entreposage des préparations 3 29°C. La période optimale d'utilisation
se gitue environ quatre 3 six semaines aprés ensemencement du support.
Materon et al insistent sur 1l'importance de cette période d'incubation
en terme de maturité de 1l'inoculum, le respect de cette é&tape
conditionnant les taux de survie des Rhizobiums dans les heures qui
suivent la bactérisation des graines (119). Aprés cette période de
prolifération, les inoculums doivent &tre stock&s 3 basse température ;
la mortalité des cellules croft en fonction de 1'élévation de
température (1, 41, 102, 125, 165, 177). De méme, lors du transport et
de la distribution, il est nécessaire qu'une température de 40°C ne soit
pas dépassée (125, 165). Les emballages doivent pouvoir d'autre part

limiter les pertes d'eau néfastes 3 la survie de Rhizobium (30).

3.2 / Inoculums déshydratés.

D'autres formulations existent : elles consistent en des granulés
appliqués dans le rang au moment du semis ; ils peuvent &tre 3 base de
tourbe (12), ou constitués de maté&riaux poreux (sulfate de calcium,
vermiculite, pumice...) imprégnés de la suspension bactérienne puis
déshydratés (68). Elles présentent l'avantage d'une utilisation facile
en diminuant les manipulations préalables au semis (bactérisation des
graines) ; de plus les formes dé&shydratées ne nécessitent pas un
stockage en conditions stériles, la faible disponibilite de 1l'eau dans
ces inoculums prévenant tout développement ultérieur de contaminants.
Des préparations commerciales d'inoculum déshydraté sous forme de poudre
ou de granulés, 3 base de polyacrylamide ou de biopolyméres sont
actuellement proposées (57, 108, 124). Elles garantissent une longévité
importante des inoculums, ont un faible encombrement stérique, et

supportent des températures é&levées.(91, 92).
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II / APPLICATION DE L'INOCULUM SUR LES GRAINES.

Trois méthodes sont employ&es avec plus ou moins de succés pour 1la
bactérisation des légumineuses (16).
- mise en contact de l'inoculum et de la graine au moment du semis.
- application de l'inoculum sur le sol indépendamment du semis.

- préinoculation par enrobages de graines.

Toutes ces méthodes doivent permettrent d'apporter un minimum de
10° Rhizobiums par graine pour 1le soja, -car pour les quantités

inférieures la nodulation est insuffisante (80, 161).

Les techniques les plus couramment employées consistent 3 inoculer

les graines au moment du semis soit :

- par mélange direct de l'inoculum sur la graine : par cette méthode les
quantités d'inoculum par graine sont en général insuffisantes. Aussi
cette technique est trés peu employée, et reste limitée principalement
aux inoculums 1liquides de forte concentration bactérienne pour les

essais de laboratoire ou de serre.

- par mise en suspension de 1'inoculum dans 1l'eau ou dans une solution
contenant un adhésif afin d'accroftre les quantités d'inoculum fixées.
Des gommes, des sucres, des dérivés de la cellulose présentent un

interét a cette fin (16, 42, 65).

- Par é&pandage de 1l'inoculum sur le sol, soit uniformément, soit dans le
rang de semis des graines. Les inoculums 3 base de tourbe, les granulés,

-~

les poudres, se prétent 3 ces techniques. Cette méthode se révéle dans
certains cas, supérieure 3 la précédente car elle permet d'augmenter le
nombre de bactéries apportées par graine, ce qui est souvent nécessaire
dans les sols pourvus de Rhizobiums indigénes. De plus, cette technique
présente un intérét pour les cultures de légumineuses 3 germination
épigée (soja), dont la cuticule sort de terre lors de 1l'émergence des

cotylédons.

L'autre méthode 3 laquelle voudraient arriver de nombreux

producteurs de semences, consiste 3 distribuer des graines préalablement
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bactérisées par toute technique d'enrobage. L'objectif principal des
distributeurs de semences, est de maintenir des quantités importantes de
bactéries sur les graines, afin qu'au moment de la commercialisation, la
quantité de Rhizobium soit au méme niveau que si les graines venaient

d'étre enrobées par les techniques classiques.

Dans la pratique deux méthodes ont été testées 3 grand &chelle avec

un succés trés variable :

-

- L'imprégnation des graines consiste 3 immerger les semences dans la
suspension bactérienne puis 3 1les placer sous vide afin de faire
pénétrer les Rhizobiums sous la cuticule. Par cette méthode toutes les
graines ne sont pas bactérisées et le nombre de bactéries éventuellement

présentes reste en général assez faible (16).

- Le pelliculage des semences par une ou plusieurs &tapes a &té
largement mis en oeuvre. De trés nombreuses substances sont utilisées.
En général, adhésif , inoculum, et substances minérales entrent dans la
composition de ces enrobages. Les supports & base d'argile ou plus
fréquemment de minéraux calcaires soant utilisés dans les sols acides.
Les résultats souvent décevants (17) ont grandement contribué 3 la
limitation du développement de ces techniques qui restent encore

aujourd 'hui d'un emploi marginal.

Les études spécifiques visant 34 déterminer les causes de ces
échecs, et a4 améliorer les protocoles de préinoculation sont peu
nombreuses et restent trés limitées ; les facteurs pouvant nuire 3 1la
survie de Rhizobium sont souvent analysés individuellement. Certains
auteurs ont montré l'effet des températures sur la survie sur la graine

de Bradyrhizobium japonicum, mais 1'é&tude n'est réalisée qu'd une seule

humidité relative de stockage (42) ; dans ce cas particulier, les
quantités de bactéries au bout de trois semaines sont au mieux égales a

147 de la quantité initiale.
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C / FACTEURS INFLUENCANT LA SURVIE DES "RHIZOBIUMS" DANS LE SOL.

I / SURVIE DES "RHIZOBIUMS"DANS LE SOL.

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

Les premiéres observations de la persistence des Rhizobiums dans le
sol ont révélé des capacités de survie variables 4 1l'intérieur d'un m@me
groupe et entre les différents groupes d'inoculation. Nutman a reporté
que des sols, dans lesquels aucune culture de lé&gumineuses n'avait &té
faite depuis plus d'un siécle contenaient en abondance des souches

efficientes de Rhizobium trifolii et leguminosarum et dans une moindre

mesure de Rhizobium lupini et meliloti (134).

Norman a montré que des Rhizobiums japonicum 3 croissance lente

-~

étaient 3 méme de survivre pendant 24 ans dans des sols non plantés en
soja, et que l'inoculation des cultures aprés cette période &tait
inutile en terme de rendements puisque les Rhizobiums indigénes

induisaient une nodulation tré&s satisfaisante (13).

Ultérieurement, Weaver a montré par 1l'é&€tude de 52 sols d'Iowa, que

la présence de quantités importantes de Rhizobium japonicum &tait

directement 1ide 3 la culture du soja dans les sols mais indépendante de
la date 3 laquelle les dernidres plantations avaient &té effectuées
(133). Dowdle montre lors d'une &tude de la population bactérienne de
sols chinois, que les sols ayant porté&s du soja, contiennent des

-~

Rhizobiums japonicum 3 croissance lente (Bradyrhizobium japonicum (90))

et 3 croissance rapide, alors que ces derniers sont totalement absents
des sols dans lesquels aucune culture de soja n'avait &té faite. Seules

des souches de Bradyrhizobium japonicum existent dans ces sols.

De méme la survie de Bradyrhizobium japonicum est tout 3 fait

satisfaisante en absence de la plante-hSte, suite & son introduction
dans des sols frangais. Crozat et al montrent que la population de 1la
bactérie atteint un plateau (> 1000 Rhizobiums/g sol sec) au bout de
trois ans (aprds 5 ans la concentration en Rhizobiums est identique)
(35). Par contre, il est difficile de maintenir des souches nouvellement

introduites dans un sol normalement pourvu de Rhizobiums spé&cifiques.
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Dans le cas du soja, le bénéfice de 1l'inoculation est rapidement perdu,

en termes d'occupation des nodules par la souche introduite (86).

Toutes les &tudes menées soulignent le fait que Bradyrhizobium

-

japonicum est apte & survivre sur de longues périodes en absence de la
plante~-hdte, bien qu'il ne soit pas possible de prédire le comportement

spécifique d'une souche dans un type de sol donné.

2 / STIMULATION DE "RHIZOBIUM" DANS LA RHIZOSPHERE.

De nombreux auteurs ont montré 1l'importance de la présence d'une
couverture végétale sur la prolifération bactérienne dans le sol (25,
114).

Tuzimura (179) remarque que Rhizobium trifolii prolifdre en

présence de tréfle, de luzerne ou de tomate alors que la multiplication

de Rhizobium meliloti n'est stimulée que par la présence de luzerne dans

un sol volcanique. De méme Rhizobium phaseoli est fortement stimulé& par

la présence de 1la plante-hdte ou du soja (149). Cependant, la
stimulation de 1la croissance des Rhizobiums et de 1la réponse aux
exsudats racinaires produits par diverses espéces dépend de la nature du

sol ; dans un sol argileux Rhizobium meliloti peut &tre stimulé par

certaines gramindes (179).

La formation de nodules conditionne &galement 1l'implantation des
souches. Kuykendall montre par 1l'inoculation de lignées isogéniques de

soja dans un sol dépourvu de Bradyrhizobium japonicum, que les

Rhizobiums sont moins nombreux 1'année suivante, dans les parcelles
ayant porté 1le mutant dé&ficient pour 1la nodulation. Les ré&sultats
suggérent que les nodules libé&reraient des quantités importantes de

bactéries viables apr@s leur dégénérescence (103).

II / FACTEURS EDAPHIQUES INTERVENANT DANS L'IMPLANTATION DES
"RHIZOBIUMS"™ DANS LE SOL.

1 / PRATIQUES CULTURALES.

Les pratiques culturales telles que les traitements chimiques,
1'apport d'amendements divers ont un effet déterminant sur

1'implantation des Rhizobiums dans le sol..
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1.1 / Influence des traitements chimiques appliqués aux cultures.

La protection des espéces cultivées contre les pathogénes passe par
1l'emploi de fongicides et de pesticides. Ces substances sont communément
appliquées aux semences ou administrées par pulvérisation ou poudrage
des plantes. Les données de la littérature suggérent que l'effet de ces
traitements est variable suivant les espdces de Rhizobium (71). Les
fongicides organo-mercuriels induisent une tréds forte mortalité des
Rhizobiums (55). Chamber et Montes soulignent 1l'effet né&faste du Thiram
(TMTD) et du captan sur la nodulation du soja, alors que le PCNB et le
Benomyl n'ont que peu d'effet sur la survie des bactéries (28, 175).
Diatloff ne détecte aucune inhibition de dé&veloppement, ni de baisse d'
activité nitrogénasique des nodules de soja par 1l'emploi de fongicides

systémiques (Metalaxyl, Benalaxyl)(55).

Les exemples sont nombreux et les résultats des données expérimen
tales de cultures au champ ne concordent pas systématiquement avec les
données d'étude de toxicité faites in vitro (71). Une des voies retenues
par de nombreux auteurs consiste 3 isoler et employer des souches de
Rhizobium résistantes au produit appliqué aux semences (79bis, 8lbis,
109, 154). L'intérét de telles méthodes est &vident. L'emploi de mutants
peut méme dans certains cas favoriser 1l'implantation des Rhizobiums.
Hossain et Alexander ont montré que 1l'utilisation de Benomyl, de
streptomycine et de souches ré&sistantes 3 ces substances permet
d'augmenter significativement le nombre de Rhizobiums, dans la
rhizosphere apréds l'inoculation. Ces produits agissent principalement en
diminuant la prédation par les protozoaires qui sont inhibés, et en
supprimant une fraction de 1la population des compétiteurs et

antagonistes bactériens (81lbis, 109).

1.2 / Incidence de 1'apport d'amendements.

Des &tudes plus anciennes soulignent 1l'incidence de 1l'incorporation
d'aﬁéndements et de fumures sur la prclifération des Rhizobiums dans le
sol. Walker et Brown notent un accroissement du nombre de Rhizobium
trifolii d'un facteur 100 & 1000 par addition de fumier, de phosphate de
roche (pH 6,9) dans un sol acide (112, 183).
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L'incorparation d'amendements calcaires tels que la calcite et la
dolomite permet d'implanter du soja dans des sols trds acides (Brésil).
Les auteurs montrent que ces amendements apportent du Mg echangeable,
qui fait cruellement défaut dans la plupart de ces sols, augmentent le
pH du sol, et diminuent la toxicité de l'aluminium (4, 123, 159). On ne

sait cependant pas si Bradyrhizobium japonicum peut survivre dans de

tels sols en absence de la plante hdte.

2 / CARACTERISTIQUES CHIMIQUES DU SOL.

2.1 / Incidence du pH du sol.

Les premidres investigations concernant 1'influence du pH du sol
sur la survie des Rhizobium remontent au début du siécle. La synthése de
ces différentes données expérimentales (89, 112, 139) a permis de mettre
en évidence certaines caractéristiques. Les pH extr@mes de croissance de
Rhizobium sont trds variables entre groupes d'inoculation et 3
l'intérieur d'un méme groupe. Par exemple, les valeurs limites des pH
acides permettant la survie des Rhizobium reportées dans ces &tudes sont

de 3,3 pour Bradyrhizobium japonicum, de 4,5 pour Rhizobium trifolii, et

aux alentours de 5 pour Rhizobium meliloti. A 1l'opposé&, les pH alcalins

favorisent davantage Rhizobium meliloti que Bradyrhizobium japonicum.

Ainsi 1007 des souches de Rhizobium meliloti survivent a4 pH 9 alors que

3% seulement des souches de Bradyrhizobium japonicum le peuvent (139,
155)0

2.2 / Incidence de certains ioms.

Qutre le pH du sol, des concentrations &levées en Al et en Mn qui
sont souvent associées aux sols acides, sont toxiques pour Rhizobium

(95). Des études récentes ont montré dans le cas de Stylosanthes, que la

toxicité de 1l'aluminium n'intervient pas dans le développement de 1la
plante (43, 123), mais 3 un effet dépresseur de la nodulation par
inhibition de 1l'infection (44, 45, 126). De Carvalho suggére que la
baisse du nombre de nodules serait en rapport direct avec une diminution
de la densité des racines latérales et donc du nombre possible de sites
d'infection (44). L'aluminium monomérique serait la forme 1la plus

active. Il a un effet trés significatif sur la longueur et la densité
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des racines de soja alors que Al++ n'a aucun effet sur le développement

du systdme racinaire (5).

Des quantités importantes de chlorure de sodium peuvent &galement
8tre responsables de 1l'inhibition de la nodulation des légumineuses.
Cependant les données de la littérature soulignent la sensibilité de la
plante-hdte plutdt que celle des Rhizobiums qui survivent en général
trés bien aux concentrations auxquelles les 1légumineuses ont un

développement fortement entravé (112, 173).

III / FACTEURS PHYSIQUES INTERVENANT DANS L'IMPLANTATION ET LA
SURVIE DES "RHIZOBIUMS™ DANS LE SOL.

1 / INCIDENCE DE LA TEMPERATURE.

La température du sol dans certaines régions atteint des
valeurs trés élevées. La survie des Rhizobiums dans ces sols est
grandement conditionnée par le fait que le sol soit mouillé ou
déshydraté, et par la capacité propre de la souche 3 survivre dans les
sols humides aux températures modérées (39, 67, 112). Les températures
moyennes maximales de croissance ont &té& recherchées et résumées par
Lowendorf (112) ; elles se situent en général autour de 35-37°C, et
certains maxima ont &té notds i 42-43°C. Au dessus de ces températures
la survie de Rhizobium est trds mauvaise voire nulle en milieu humide
(102, 125, 165), alors qu'il est possible de maintenir en vie les

cellules dans des syst@mes déshydratés 3 des températures supérieures 3

[++7]

40°C (27, 91, 92, 102, 112). Aux températures é&levées (régime diurmes
42°C), la nodulation de plantules de soja est fortement inhib&e pour de
nombreuses souches. La favre (104) montre que l'aptitude des souches 3
noduler 3 températures élevées, est indépendante de 1l'aptitude 3 croitre

4 des températures identiques.

2 / INCIDENCE DE LA DESHYDRATATION.

Dans de nombreuses contrées, une partie de 1l'année se déroule sans
qu'il n'y ait de pluies, ce qui provoque un asséchement du sol. On
reconnait depuis longtemps que la dessiccation peut altérer la survie

des Rhizobiums dans le sol, d'autant plus qu'elle est généralement
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accompagnée de températures &levées. Les phases de dé&shydratation
peuvent &galement intervenir au moment du ressuyage qui suit

1l'inoculation des graines.

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

déshydratation.

-

De nombreuses &tudes visent 3 observer le comportement des

Rhizobiums fac& 3 la déshydratation dans différents types de sol.

Danso et Alexander (39) soumettent Rhizobium meliloti 3 1la

dessiccation dans des enceintes contenant du CaCl, 3 28°C. Trois types
de sol sont inoculés, du sable fin stérile, du limon, du sable fin
argileux tous deux non stériles. La conservation des Rhizobiums est
étudiée pendant 8 semaines dans les é&chantillons soumis ou non &
déshydratation. Apr@s cette période, il n'y a plus de bactéries dans le
sable déshydraté stérile, alors que la population bactérienmne atteint un
plateau pour les deux autres &chantillons. Les sols non déshydratés
supportent des populations bactériennes é&levées. Certains auteurs ont
essayé d'établir des corrélations entre la teneur en eau résiduelle de
divers &chantillons de sol et la survie de Rhizobium, sans succés (67).
Pena~ Cabriales (143) montre que la perte de viabilité de plusieurs
espéces de Rhizobium dans un sol limoneux soumis a8 déshydratation se
découpe en deux phases. Pendant la premiére phase, on observe une perte
de viabilité élevée, alors que dans la deuxiéme, la population dé&cline
plus lentement. I1 met &galement en é&vidence, que les populations
bactériennes déclinent plus rapidement pour des humidités moyennes que

pour les sols fortement déshydratés ou trés peu déshydratés.

Chao et Alexander (29) montrent que certaines caractéristiques du
sol interférent avec la survie des Rhizobiums. Des pH supérieurs a 7

favorisent 1la survie de Rhizobium meliloti et phaseoli. Une

concentration élevée en argiles (>25%), est défavorable 3 la survie de

Rhizobium meliloti alors qu'elle est sans effet significatif sur celle

de Rhizobium phaseoli. De méme la mortalité de ces deux espéces est une

fonction croissante de la teneur en aluminium disponible. Une

~

augmentation du taux de matidre organique de 0 3d 2% améliore
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significativement la survie des deux espéces de Rhizobium citées. Au
deld de ce seuil, il n'y a plus d'augmentation significative du taux de
survie. Ces auteurs mettent &galement en &vidence, que la mortalité
crolt avec la capacité de rétention en eau, mesurée 3 15 bars, de sols
contenant moins de 37 de matidre organique. Une autre &tude montre (30)
que, les températures basses (4°C) permettent de maintenir en vie les
Rhizobiums déshydratés dans des sols sur de plus longues périodes que
les températures é&levées (30°C). En outre, un séchage lent permet

d'obtenir des taux de survie de Bradyrhizobium japonicum plus importants

que ceux obtenus avec un séchage rapide. L'importance de la rapidité de

séchage a &également &té mise en &vidence pour d’autres microorganismes

(8).

La nature des argiles contenues dans les sols semble avoir une
incidence sur la survie des Rhizobiums lors de la déshydratation. Bushby

et Marshall (26) reportent que Rhizobium meliloti présente un taux de

survie plus é&levé dans un sol sableux additionné de montmorillonite en
poudre, alors que l'addition de la méme argile en suspension dans 1l'eau
n'a aucun effet. Les Rhizobiums 3 croissance lente ne sont pas protégées
par cette argile. Les raisons qui expliquent ces différences de
protection ne sont pas claires et on ne connait pas avec précision les
propriétés qui sont responsables de son action. La présence de
montmorillonite dans les sols est un facteur déterminant de la survie de
nombreux microorganismes (24, 168). Par exemple, la multiplication des
Fusariums est fortement inhib&e dans les plantations de bananiers dont

les sols contiennent de la montmorillonite (168).

2.2 / Influence de diverses substances protectrices.

Bushby et Marshall (26) ont &tudié 1l'influence de diverses
substances sur la survie des Rhizobiums lorsqu’ils sont soumis 3 la
déshydratation. Du glucose, du saccharose, du maltose, en solutions &
20% sont mélangés dans un rapport 1:1 (v/v) avec un sol contenant des
Rhizobiums. Ces é&chantillons et le témoin non amendé sont soumis 3 la
déshydratation et les bactéries survivantes dé&nombrées. Les
concentrations bactériennes sont beaucoup plus &levées dans les sols

additionnés de sucres que dans le té&moin pour les quatre espéces de
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Rhizobium testées. D'autres substances telles que 1le polyvinyl

pyrrolidone 40000 (207%) protdgent Rhizobium japonicum et lupini alors

que ce dernier est sans effet sur Rhizobium leguminosarum. Le

polyéthyléne glycol 6000 (20%) protége les Rhizobiums 3 croissance
rapide mais pas les Rhizobiums 3 croissance lente ; Le glycérol (5%) ne
confére pas de protection particuliére, tandis que les polyéthyléne
glycol 400 et 1500 (20%) ont un effet délétére.

Dye (61) obtient des taux de survie é&levés lorsque différentes
espéces de Rhizobium 3 croissance rapide sont déshydratées par
lyophilisation dans un milieu peptoné additionné de saccharose, ou dans
un milieu 3 base de glutamate, dextran, saccharose. La déshydratation
dans l'eau distillée ne permet pas de taux de survie supérieurs 3 67%.
L'effet protecteur du saccharose a é&galement &té mis en é&vidence par
Fraser lors de la déshydratation de granulés d'argiles imbibé&s d'une

suspension de Rhizobium meliloti (68). Scott (158) montre 1l'effet

stabilisateur du saccharose et dans une moindre mesure du glucose, sur

la conservation des cellules déshydratées de Salmonella newport

conservées 3 différentes humidités relatives. L'effet le plus marqué se
situe 3 a, 0,00 ; les numérations de cellules viables sont identiques en
présence d'air ou sous vide, alors que la viabilité des cellules

déshydratées sans support, décline fortement en présence d'air.

Ochin (135, 137) met en évidence 1l'intérét de substances telles que

la maltodextrine pour la protection de Rhizobium meliloti au cours de 1la

déshydratation par atomisation.

2.3 / Influence de 1l'eau résiduelle sur la survie de "Rhizobium".

On sait peu de choses sur la mortalité des microorganismes en
relation avec 1l'état de déshydratation des cellules. I1 a &té montré par
les &tudes de conservation de différentes esp@ces bactériennes qu'une
déshydratation insuffisante peut provoquer une forte mortalité (158). De
méme une dé&shydratation extréme a un effet adverse sur la survie de
Lactobacilles (46) et les produits protecteurs sont dans ce cas ceux qui

limitent les pertes en eau.
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Bushby et Marshall (26, 27) entreprennent une &tude sur 1l'eau
résiduelle contenue dans les cellules de Rhizobium soumises &
déshydratation. Ils &tablissent que les transferts d'eau (déterminés par
RMN) sont défavorables 3 la survie de tous les Rhizobiums. Ils émettent
1'hypothdse que la susceptibilité variable des différents groupes de
Rhizobium serait en relation étroite avec les quantit8s d'eau résiduelle
retenue 4 différentes humidités relatives de conservation. Les

Rhizobiums meliloti plus sensibles 3 la dessiccation retiennent des

quantités plus importantes d'eau quelle que soit 1'humidité relative.
Ils sont en outre protégés par la montmorillonite dont les capacités de
rétention en eau sont plus &levées. Les auteurs suggdrent qu'une teneur
en eau résiduelle basse serait nécessaire pour assurer une bonne
conservation des celluies déshydratées (inhibition enzymatique) et que la
montmorillonite agirait en abaissant la teneur en eau résiduelle.

Cependant aucune des données expérimentales n'en apporte la preuve.

Mary (116, 118) lors d'une &tude détaillée de la déshydratation de

Rhizobium meliloti sous différentes humidités relatives, montre que la

mortalité de Rhizobium meliloti est forte 3 une humidité relative de 0%

et de 66%. Les humidités relatives intermédiaires permettent une survie
plus longue des cellules, de méme une humidité relative &gale i 83%. En
outre, la vitesse de déshydratation est déterminante sur la survie de

Rhizobium meliloti, un séchage lent est favorable au maintien des

potentialités vitales des cellules déshydratées.

Mignier et Jung (91, 92, 124) émettent 1l'hypothé&se, que la forte
mortalité observée aux humidités relatives intermédiaires, dans des
inoculums déshydratés 3 base de biopolyméres, est en relation avec la
réactivité de 1l'eau pour cette gamme d'humidités relatives ; la
déshydratation n'étant pas en elle méme responsable de la mortalité& des
cellules en conservation. Aux trés faibles humidités relatives, 1l'eau
présente dans le produit serait de l'eau fortement liée sans effet sur
les cellules ; les cellules peuvent se conserver sans dommage sur de
longues périodes. La deuxidme fraction de l'eau serait quant-d elle trés
réactive, et 1l'intensité des ré&actions conduisant 3 la détérioration de
1'inoculum augmenterait en méme temps que cette deuxiéme fraction est

plus abondante. On peut supposer que cette eau, rende certains solutés
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suffisamment mobiles pour qu'ils atteignent la surface cellulaire, qui
conduirait par un mécanisme non expliqué 3 la mort des cellules. L'effet
protecteur ou délétére de différents solutés serait régi par les
caractéristiques thermodynamiques du produit, et notamment le point de
mobilisation de la molécule ; au deld de cette valeur d'humidité
relative, 1l'eau présente peut agir comme solvant pour le soluté, ce qui

change 1l'environnement de la cellule.

2.4 / Dommages causés par la déshydratation aux cellules.

Les dommages les plus importants de la déshydratation se situent au
niveau de 1'A.D.N. et au niveau membrananaire. Les observations in situ

réalisées par Kilbertus suggérent ce genre de dommage (99).

Les travaux de Webb (186, 188), montrent l'effet mutagdne de
1l'exposition de cellules animales et de Escherichia coli 3 des humidités
relatives situées autour de 40%. Il attribue ces dégats 3 1'élimination
de 1l'eau de constitution des macromolécules cellulaires, et note que
certaines petites molécules telles que 1l'inositol sont 3 méme de
prévenir les dégats. Il affirme que la stabilité et le fonctionnement de
1'A.D.N. seraient liés 3 la présence de molécules dans une conformation
particuliére 3 l'extérieur de celui-ci. La conformation fonctionnelle de
ces molécules serait assurée par des liaisons hydrogénes avec des

molécules d'eau ou éventuellement avec des petits solutés qui se

substitueraient 34 l'eau au cours de la déshydratation.

Crowe (34) a montré que 1la déshydratation de membranes
artificielles, provoque des phénoménes de changement de phase de 1la
phase phospholipidique. L'auteur montre que ces changements de phase
liés 3 1'élimination de 1'eau, sont responsables de la déstabilisation
des membranes. De petites molécules comme le tréhalose permettent de
préserver la structure des membranes ainsi que le fonctionnement des
protéines membranaires. Le mécanisme de stabilisation résiderait
principalement en une substitution des molécules d'eau de comnstitution
par des molécules de tréhalose qui assurerait une conformation identique
4 celle des membranes non déshydratées. On trouve le tréhalose dans des

microorganismes capables de supporter une déshydratation compléte.
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IV / STRATEGIES DE RESISTANCE DES MICROORGANISMES A LEUR
ENVIRONNEMENT.

1 / PRODUCTION DE POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES.

L'observation in situ de trés nombreuses bactéries telluriques
Gram-, révéle la présence de polysaccharides extracellulaires (98). La
production de telles substances confé@rerait 4 ces bactéries certains
avantages écologiques (168, 189). On a montré que leur présence permet
la chélatation de certains ions et qu'il existe une corrélation positive
entre leur présence et l'aptitude des Rhizobiums 3 survivre 3 pH acide
(36). Ils empéchent en outre, les attaques virales en masquant les sites
récepteurs, limitent la phagocytose et les pertes en eau des cellules,
et nombre d'enzymes extracellulaires permettant la dégradation de
substrats y sont situés (24). Ces polysaccharides bactériens peuvent
également servir de substrat carboné en conditions limitantes de

croissance.

2 / AGE PHYSIOLOGIQUE, FORMATION DE MICROCOLONIES ET DIMINUTION DE LA
TAILLE DES CELLULES.

Les observations mettant en &vidence 1'influence d'une
prémultiplication des Rhizobiums dans leur milieu, sur les taux de

survie 3 la déshydratation sont nombreuses.

Fraser (68) observe des taux de survie plus importants, lorsque des

granulés imprégnés de Rhizobiums meliloti sont déshydratés aprés

incubation et multiplication des Rhizobiums dans le support. Materon

(119) montre que la survie dans le sol de Rhizobium trifolii aprés

inoculation de graines, est plus importante lorsque la tourbe est
incubée pendant 3 semaines, que lorsque 1l'inoculum est employé dans les
jours qui suivent son ensemencement. Il souligne 1'importance de 1la

notion de maturité de 1'inoculum.

Cette notion de maturité reflédte en fait 1'dge physiologique des
cellules. Certains auteurs ont noté lors d'observations in situ des
bactéries du sol, des changements morphologiques importants. Kilbertus
(98) note la présence de microcolonies noyées dans des polysaccharides

comme forme la plus fréquente sous laquelle les bactéries peuvent &tre
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observées dans le sol. La formation de ces microcolonies pourrait &tre
en relation avec la tolérance accrue 3 la déshydratation, des inoculums
préalablement incubés. Crozat et al (35) remarquent lors de prélévements
d'échantillons de sol dans un champ ayant contenu du soja, que la forme

des cellules de Bradyrhizobium japonicum passe d'une forme de bAtonnet

typique 3 une forme plus petite ressemblant 3 des cocci.

Roszak et Colwell (150) é&tablissent 1l'existence de cycles des
bactéries dans leur environnement naturel. Il a é&té& observé pour de
nombreuses bactéries ‘aquatiques un état particulier dans lequel les
bactéries sont intactes et vivantes mais incapables de se diviser dans
des conditions habituelles de laboratoire. Ce phénoméne semble refléter
un mécanisme de survie des bactéries dont les caractéristiques sont
variables, et qui dépend des conditions de l'environnement et du temps
d'exposition 3 ces conditions. Il résulte en général en une diminution
trés importante de la taille des cellules (<0,lu), et une baisse de

-~

l'activité métabolique. Cet état semble analogue 3 un é&tat de dormance.

3 / ACCUMULATION DE METABOLITES.

De nombreux organismes lorsqu'ils sont exposés 3 des situations de
stress (salinité, dessiccation) répondent par l'accumulation d'osmolytes
intracellulaires.

Ces phénoménes sont bien connus chez les cyanobactéries qui vivent
en milieu saumatre et qui doivent faire face & d'importantes
fluctuations de la teneur en sel. Une revue générale a é&té faite par
Mackay (113). Les osmolytes compatibles, les plus fréquemment accumulés
sont le saccharose, le tréhalose, le -glucose, le fructose, la bétaine,
le glycosyl-glycérol. Bernmard et Le Rudulier (11, 107) montrent
l'accumulation de bétaines par différents groupes de Rhizobium en

réponse 3 l'exposition 34 des milieux salins.

D'autres auteurs soulignent l'importance de 1l'accumulation d'acides
aminés dans les mécanismes d'osmorégulation chez les bactéries non
halophiles (21). L'accumulation de proline et de K+ a &té& observée chez

Salmonella typhimurium (60). Pseudomonas fluorescens accumule en

quantités importantes de l1l'acide glutamique lorsqu'il est soumis 3 un

milieu de faible a, par addition de NaCl, alors qu'il accumule du
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sorbitol, lorsque la réduction d'a, est provoquée par le sorbitol (146).
L'importance de l'accumulation de polyols serait, aux yeux des auteurs,
sous estimée, dans 1'dtude des phénoménes d'osmorégulation chez les
bactéries, alors que ce phénoméne est reconnu pour les microorganismes
eucaryotes telles que les levures (22, 138). De nombreux polyols sont
accumulés (ou produits) et lorsque le stress est important le glycérol

est accumulé pour la protection des enzymes intracellulaires (22, 81).

On connait, par contre, trés peu de choses des mécanismes de
tolérance des bactéries aux stress hydriques imposés par la
déshydratation. Certains organismes (spores fongiques, larves de
nématodes, levure de Dboulangerie...) sont cependant capables de
supporter une déshydration compléte, sans perte de potentialités vitales
(34). Une des caractéristiques communes est la présence de tréhalose en
quantités importantes. Des polyols sont &galement accumulés (113). La
mobilisation et 1la consommation du tréhalose correspond dans ces
organismes 34 une reprise de la phase de croissance active en présence
d'eau. Ce phénoméne est bien connu en levurerie, et 1l'accumulation de
tréhalose correspond d la fin du cycle de croissance, moment choisi pour

soumettre la levure 3 la déshydratation (176).

Récemment, certains auteurs ont montré 1'accumulation de tréhalose
et dans une moindre mesure de mannitol en quantité&s variables chez les
bactéries du genre Rhizobium (170). Les bactéries cultivées en présence
de glutamate accumulent les quantités maximales en phase stationnaire de
croissance. Les auteurs montrent que 1l'infectivité des souches est
corrélée négativement avec les quantités de tréhalose intracellulaire.
De méme, on en trouve dans les bactéroides dgés. Streeter suggére que ce
phénoméne pourrait intervenir dans les mécanismes de résistance des
Rhizobiums 3 la déshydratation et aux conditions adverses rencontrées
dans le sol en absence de la plante-hdte. La notion de maturité mise en
avant par d'autres auteurs pourrait en fait refleter de tels changements

dans la composition des métabolites intracellulaires (68, 119).
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CONCLUSION ET BUTS DU TRAVAIL.

Les progrés appréciables réalisés dans la sélection variétale du
soja, et particulidrement la création de groupes de précocité 00 et 000,
laissent présager son introduction dans des conditions rentables, dans
de nouvelles zones géographiques froides. L'intérét cultural d'une telle
plante est important ; la culture du soja laisse des reliquats azotés
importants, ameublit le sol et permet en outre de rompre le cycle de

maladies des céréales dans les régions de monoculture.

Dans ce cas, la réussite de l'inoculation artificielle du soja est
primordiale. Elle nécessite la sélection de souches adaptées 3 1la
plante~-hdte et 1la production d'inoculums renfermant des quantités

importantes de Bradyrhizobium japonicum.

L'importance de caractéristiques telles que 1l'efficience et 1la

-

compétitivité des souches, nous améne A3 envisager la sélection de

Bradyrhizobium japonicum par rapport 3 ces deux critdres en employant la

varié&té Mapple arrow, comme cultivar de référence du groupe 00. Une

trentaine de souches de Bradyrhizobium japonicum seront testées ; leur

aptitude 3 noduler, l'activité nitrogénasique mesurée par le test de
réduction de 1'acétyléne ainsi que le poids sec des plantules serviront
de mesures d'appréciation des performances des souches. Les souches les
plus efficientes feront 1l'objet d'études complémentaires afin d'observer
leurs aptitudes compétitives pour la nodulation, lorsqu'elles sont

ajoutées en mélange avec d'autres souches au voisinage de la racine.

Des travaux ont déja &té entrepris au laboratoire, concernant la

déshydratation de Rhizobium meliloti. L'intéré&t croissant et les efforts

portés pour l'implantation et 3 la promotion du soja dans nos régions,
nous aménent 3 envisager la production d'inoculums déshydratés de forte

concentration de Bradyrhizobium japonicum. Ceci suppose la production

préalable de biomasse. Les paramétres optimaux de production cellulaire
notamment la composition des milieux et le pH de culture, seront
recherchés. De méme, différents procédés de séchage seront mis en oeuvre
afin de déterminer les conditions permettant le meilleur rendement

cellulaire 3 la déshydratation.
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Les paramétres affectant la conservation des inoculums produits
seront &tudiés. Une attention particulidre sera portée sur 1l'influence
de facteurs tels que 1l'humidité relative de conservation, la présence
d'oxygéne, 1la vitesse de déshydratation, la température, 1'age
physiologique des <cellules, 1les souches, le r8le protecteur de
différentes substances, la présence d'exopolysaccharides. La maitrise de
ces facteurs doit permettre de déterminer les conditions optimales de

conservation des cellules déshydratées.

Enfin, la connaissance des paramétres permettant le maintien des
potentialités vitales des cellules déshydratées nous permettra
d’envisager des procédés de pelliculage dont les modalité&s favorisent la

survie de Bradyrhizobium japonicum sur la graine pendant de longues

périodes.



MATERIELS

ET

METHODES



-26-

I / SOUCHES BACTERIENNES ET VARIETES DE SO0JA.

1 / ORIGINE DES SOUCHES BACTERIENNES .

Les souches de Bradyrhizobium japonicum mentionnées dans le tableau

1 ont été utilisées dans notre travail. La Faculté Agronomique de
Gembloux (Belgique) nous a fourni la plupart des souches dont la
nomenclature a é&té conservée. Les 5 derniéres souches du tableau

proviennent de la collection du laboratoire (tableau I).

Des mutants présentant un caractére de résistance 3 certains
antibiotiques (Néomycine, Streptomycine, Chloramphénicol) ou au Bénomyl

(antifongique), ont &té isolés 3 partir de certaines souches.

2 / CONSERVATION DES SOUCHES.

Aprés isolement et contr3le de l'appartenance des souches au genre
Rhizobium par inoculation de plantules de soja, les souches sont

conservées:

- en routine, par des isolements sur boite de Pé&tri (milieu YEM). La

viabilité de Bradyrhizobium japonicum peut ainsi &tre facilement

maintenue 4 mois 3 +4°C.

= pour des durées de stockage de plusieurs années, les souches sont
conservées 3 =20°C dans leur milieu de culture (YEM, TY, ISWARAN)
additionné de 20 % de glycérol.

3 / MATERIEL VEGETAL

Les variétés de soja Glycine max L. Merr. utilisées dans nos

travaux, sont les variétés du groupe de précocité 00, "Mapple arrow"
obtenue par Rustica (inscription 1980), et la variété "Effi' obtenue par

Tourneur Grandes Cultures (inscription 1987).
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Tableau I

Nomenclature et origine des souches de Bradyrhizobium japonicum.

SOUCHE ORIGINE DES SOUCHES

3.1 ! Souche 501 de Thornton

3.2 ! Souche 502 de Thornton

3.4.3 ! Souche origine pois

3.8 ! Espagne

3.14 } ATCC 10323

3.15 ! ATCC 10324

3.15b3 ! Sélectionnée 3 partir de 3.15

3.17 ! J5, F.S.A.G

3.20 ! Yangambi, Zaire

3.22 ! Yangambi, Zaire

3.28 ! Coll. Beltsville 311bl49

3.30 ! Espagne

3.32 ! Espagne

3.40 ! Coll. Beltsville 311bl42

3.41 ! Coll. Beltsville 3I1bl43

3.54bis ! Isolée inoculum commercial Biodoz
3.55 ! Isolée inoculum commercial Bioprox
3.56 ! G49 Isolée inoculum commercial Bioprox
3.57 ! isolée inoculum commercial Lipha
R3.4.1 ! F.S.A.G .

J67 ! R.1.0, Glycine Hispida, Japon 1929
J68 ! R.I1.0, Glycine hispida, Yougoslavie 1955
CB1809 ! C.5.1.R.0, Glycine max 1968

J315 ! F.S5.A.G

T83005 ! Souche isolée inoculum commercial Biodoz 1983
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II / LES MILIEUX DE CULTURE

1 / MILIEUX DE CULTURE POUR "RHIZOBIUM"

- Milieu TY : Tryptone Yeast (additionné de mannitol) (10)

.Tryptcne.-.-......‘.....¢.--.....--..-o.5
.Extrait de levure (I-P-Po)--o-oooeooococB
.CaClz,ZHzo.-..-..-...-..----.....o--.o,as

-Mannitol..-..........-.....-......-....10

— 0@ 03 03 09

‘Eau diStillée..............-......r.qsp 1

- Milieu YEM (69)

‘KoHPOj eesoecessecssaceccsncsenssnnesssd,5
«MgS0,, THpOueeooeeeenccacosoceannnesasl,2
«Yeast EXtractesvececeosssoescscescanssnsl
eNaCloeeeavecoseoasoseasasossecsscsccsnsecl,l

oMannitOl.-n‘-..-.......-...-....-----.-10

—= 0@ 09 09 03 09

oEau distillée...oo.o.v-o.o.o.-oooo-oqsp 1
- Milieu R.C. (105)

'KZHPO4-O.o.-o-ooo--o-n-oo-o-o-.--ola-o--l
‘MgSOA, 7H20......................--...0,2
'Yeast Extractc't'o;o..not.oooa-o.oo.oon.l

‘Mannitolo!.o-.o.-.oo.-o.uooo.o-ocoouaoolo

= 0] 03 0 09

.Eau distillée...................O'..qsp 1
- Milieu ISWARAN (84)

'KZHP04""‘""""""'"""""""0’5
MgS0,, THyOueeeeneevonncennsaceennesss0,2
«FeCly, 6HyOueeerorenceccenrcnneseeass0,01
eNaCleeooesooosnsnsosaasassosssescasenesal,l
Yeast EXtractececcoccesscosscoscsovesonl
«Gluconate de PotasSSiUMecssccescsscssnsl D

-MannitO]..---.-.-.....-.-..---.....-...olo

—= ga 03 09 02 03 09 09

.Eau diStillée-......-.-..........-..qsp 1

e
fn\“//
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Tous les milieux précédemment décrits sont stérilisés par
autoclavage a 121°C pendant 20 min.

Sous forme liquide, ils sont utilisé&s pour la production de
cellules, et gélosés & 1,5 % avec de 1l'agar—-agar, ils nous ont servi de

milieu d'isolement, de conservation, ou de dénombrement.

En vue de la culture de Bradyrhizobium japonicum, le pH des

différents milieux est ajusté:
- 3 pH 5,5 pour les milieux liquides

- 34 pH 6 pour les milieux gélosé&s. (en dega, le durcissement de la

gélose est insuffisant.)

2 / MILIEU DE CULTURE POUR PLANTULES DE SOJA.

- Milieu de STREET modifié (148)

+MgS0,, 7THyOuereuoecnensesscessnnensees70 mg
cKCleseosooosesssaosesconsasenseaacnesassb/ mg

+NayS0,, 10HpOueeesecseececccencnssesss50 mg
<KHyPOjeeeonconeeecceconcssncseeensss0,75 mg

«MnCly, 4HpOureveocncncocensesnsencnceeas/ mg

220804, THyOvsueeeneereeeseeanannnenss0,2 mg //
cH3BOgeeeeseasecasccenescssecscenesseel,5 mg EQQ,‘ﬂf
.Fe(804)3, THpOeevooseennneconencassee2,5 mg

«NayMoOy, 2HpOeeecenocenocenceceneeses0,3 mg

.CoCl,, 6HyOveeoeceencoccccsesneseees0,03 mg
¢CaClyceececsscscesscsesscscsnacsncenesd5 mg

OHZOcooonooo'oncgtoooooooo.ooo.onolcqsp 1 l

Une solution mére, concentrée 10 fois sert 3 la préparation du
milieu. Aprés dilution, le pH est ajusté 3 7 par addition de potasse, et

-

le milieu est stérilisé& 3 105°C pendant 30 min.

III / LES PRECULTURES ET CULTURES BACTERIENNES.

1 / CULTURES EN TUBES.

Les précultures ont &té effectuées en tubes de 20 x 220 mm, fermés

par des bouchons en caoutchouc siliconé cylindro—conique (diamétres



-30-

inférieur et supérieur respectivement 15 et 19 mm), contenant 10 ou
20 ml du milieu désiré. Chaque tube est inoculd par un cldne provenant
d'un isolement, ou lorsque plusieurs tubes doivent &tre ensemencés par
des quantités identiques de bactéries, les tubes sont ensemencés par
0,1 ml d'une suspension bactérienne contenant au minimum
107 bactéries / ml.

Les cultures sont incub&es 3 29°C sur table d'agitation horizontale

(Biolaffite) a 50 saccades / min.

2 / CULTURES EN ERLENMEYER.

-

La préparation de petites quantités d'inoculum, est faite 3 partir
d'l litre de culture effectuée en Erlenmeyer d'une contenance de 2 1.
Ces derniers sont ensemencés par 20 ml d'une préculture (préparée comme
décrit ci-dessus) en fin de phase exponentielle, puis fermés par des
capuchons en caoutchouc siliconé.

L'incubation des cultures est réalisée 3 29°C sur table d'agitation
rotative Biolaffite 4 85 rotations / minute.

La pureté des cultures est contrdlée par observation microscopique

en fin de culture.

3 / CULTURES EN FERMENTEUR.

3.1 / Description du matériel.

La préparation de quantités importantes de cellules de

Bradyrhizobium japonicum a &été faite 3 partir de fermenteurs Biolafitte

de 20 1 type 60.001 (figure 1) dont les caractéristiques sont:

= cuve en verre

agitation mécanique de 0 3 800 tours/min

aération par injection d'air comprimé stérile de 0 3 20 1l/min

filtres d'entrée et de sortie d'air, en acier inoxydable et pyrex avec
laine de verre ou coton cardé

-~ condenseur 3 circulation d'eau sur la sortie d'air

= régulation de la température par circulation d'eau thermostatée

- régulation de pH par &lectrode et dispositif d'injection acide / base

par pompe péristaltique
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Figure 1

Schéma du fermenteur Biolafitte de 20 1.
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- dispositif de dé&rivation entrainé par pompe péristaltique avec
raccords rapides stérilisables & 1la flamme pour inoculation ou

prélévements stériles.

3.2 / Conduite de la fermentation.

3.2.1 / Préparation.

Apré&s autoclavage 1/2 heure 3 130°C du fermenteur muni de tous ses
accessoires, 13 litres de milieu TY mannité et 2 ml d'antimousse
Gensil 420 sont introduits dans la cuve. Un litre de ce milieu sert 3
remplir une fiole d'inoculation d'une capacité de 2 1litres. La
stérilisation de 1' ensemble est assurée par un deuxidme autoclavage

d'une heure a 121°C.
3.2.2 / Précultures.

Les précultures sont amenées jusqu'a la fin de phase exponentielle,
(environ 4 jours), et servent d’'inoculum initial pour 1la fiole

d'inoculation (tube) ou pour le fermenteur (fiole d'inoculation).

3.2.3 / Fermentation.

~

Le fermenteur, préchauffé 3 29°C est ensemencé aseptiquement avec
la préculture. La concentration bactérienne initiale se situe entre 107

et 108 bactéries par ml.

- Le pH est régulé 3 6 par addition d'acide orthophosphorique 3N.

- L'aération optimale pour la croissance de Bradyrhizobium japonicum

assure un coefficient de transfert d'oxygéne de 28 mmoles d'O, / heure
/litre (41, 135), ce qui correspond 3 une vitesse d'agitation de
200 tours/min pour un débit d'air de 3 1/min.

- Le contrdle de la pureté et de la croissance est assuré lors des
prélévements biquotidiens effectués sur une dérivation alimentée par
pompe péristaltique.

i
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IV / METHODES D'EVALUATION DE LA CROISSANCE BACTERIENNE.

1 / MESURE DE LA DENSITE OPTIQUE.

La mesure de 1l'absorbance 3 600 nm au spectrophotométre Zeiss nous
a servi en routine pour l'estimation de la croissance bactérienne des

cultures.

2 / DENOMBREMENT DES CELLULES VIABLES.

Le dénombrement des cellules viables a &té employé& en routine,
- pour l'estimation de la croissance bactérienne;

- pour le contrdle et l'estimation de la viabilité de Bradyrhizobium

japonicum dans les inoculats déshydratés et dans les enrobages de

semences de soja.

-

Des dilutions décimales des suspensions & &tudier sont effectuées
dans 1l'eau distillée stérile. L'homogénéisation est assurée par
mélangeur de type Vortex. Des fractions de 1 ml de chaque dilution sont
déposées en double exemplaire, dans le fond d'une boite de P&tri. 15 ml
de milieu gélosé liquide, maintenu & 40°C, sont alors coulés dans les
boftes et homogénéisés avec la suspension bactérienne. Aprés
solidificaton, les boftes sont mises 3 incuber 3 29°C et le comptage des

colonies est effectué aprés 9 jours.

Le milieu YEM est utilisé
- sans adjonction pour les numérations de cultures pures.
- avec addition d'agents sélectifs pour les numérations effectuées sur
les é&chantillons déshydratés et sur les enrobages de graines. Pour

toutes les souches , les produits suivants ont &té& ajoutés :

- 25 mg/l de rouge Congo, sélectif contre certaines bactéries
Gram + courantes. De plus le rouge Congo facilite l'identification
des Rhizobium qui ne prennent pas le colorant.

- 10 pg/ml de chloramphénicol préparé en solution alcoolique & 507%
- 0,2 ml/1 d'antimousse (Gensil 420): l'antimousse ajouté dans le
milieu gélosé, abaisse la température de solidification du milieu,
ce qui limite les risques de mortalité des cellules induits par

l'emploi d'un milieu trop chaud.
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Ces trois composés sont ajoutés avant autoclavage, la stérilisation

n'affectant pas leurs propriétés respectives.

Pour les souches résistantes 3 la streptomycine ou 3 la néomycine,
on ajoute, au moment de 1l'emploi, l'antibiotique correspondant. Préparés
en solution, les antibiotiques sont stérilisés sur unité de filtration
Millipore 0,2 um stérile. La concentration finale dans le milieu est de
100 ug / ml

V / 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 / Stérilisation superficielle des graines.

On procéde 3 une stérilisation superficielle des graines en les
plongeant dans une solution de chlorure mercurique 3 0,l% pendant 3 &
5 min. Cette solution est &liminée stérilement au moyen d'une pipette
Pasteur stérile raccordée sur une pompe péristaltique. Les graines sont
rincées 5 fois 3 l'eau distillée stérile qui est &liminée par le méme

procédé.

1.2 / Germination des graines.

Les graines sont transférées au moyen d'une pince stérilisée & la
flamme dans des boites de Pétri contenant un milieu riche (TY ou YEM) et

mises 3 germer 3 l'obscurité & 25°C. Leur asepsie est contr3lée par

1l'absence de germes contaminants se développant 3 leur périphérie.

1.3 / Inoculation et culture des plantules.

Lorsque la racine atteint une longueur de 2 cm, on procéde 3 une
immersion des graines dans la suspension bactérienne durant 1 heure &
température ambiante. L'inoculum est constitué par une culture
bactérienne en phase exponentielle de croissance. La culture est
centrifugée et le culot repris dans le méme volume d'eau distillée

stérile , ceci afin d'éliminer l'azote contenue dans le milieu.
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Les graines ainsi bactérisées sont transférées aseptiquement soit :
- sur des pots 3 préldvement transparents stériles (contenance 200uml,
diamétre 60 mm) remplis de milieu de STREET, et dont le couvercle est
percé pour permettre le passage de la racine. Les pots socnt ensuite
placés dans la serre, 3 une température de 25°C et une photopériode de
16 heures. A ce stade, toutes les précautions doivent &tre prises pour
qu’'il n'y ait pas de contaminations entre souches. Cette technique

permet un suivi de la nodulation aisé.

—~ dans des pots coprologiques emplis de vermiculite imbibée de 100 ml de
milieu de STREET et stérilisés 2 fois 3 121°C, 20 min. Cette fagon de
procéder permet un meilleur enracinement et offre un environnement bien
tamponné. Cette méthode est utilisée lorsqu'il n'est pas utile de

contrdler 1'é&volution de la nodulation.

L'arrosage des plantules se fait alternativement avec du milieu de
STREET modifié et avec de 1l'eau distillée additionnée de potasse pour

corriger les importantes variations de pH du milieu.

2 / METHODES DE CONTROLE DE L'INFECTIVITE ET DE MESURE DE L'EFFICIENCE
DES SOQUCHES.

2.1 / Contrdle de 1' infectivité.

Une souche de Rhizobium est considérée comme infective sur une
plante~-h8te donnée, lorsque celle-ci est capable d'induire la formation
de nodosités. On a l'habitude de noter ce caractére par le symbdle inf+.
Dans nos conditions expérimentales, ce caractdre s'apprécie par
1l'apparition ou non de nodules, et leur localisation sur les racines des

plantules.

2.2 / Mesure de l'efficience.

La notion d'efficience traduit, pour une souche, l'aptitude 3 fixer
l'azote moléculaire en symbiose avec une plante-~hdte donnée. Plusieurs
méthodes d'dvaluation des quantités d'azote fixées existent (62, 120,
140, 174, 178, 180, 181).
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Nous avons choisi le test de réduction de 1l'acétyléne classiquement
employé au laboratoire (56, 79). Cette technique utilise 1l'aptitude de
la nitrogénase 3 réduire 1'acétyléne en é&thyléne, couramment notée

AR.A. (activité réductrice de 1l'acétyléne). Par extension, on estime
que le taux horaire de ré&duction de 1l'acétyléne, refldte l'activité

nitrogénasique réelle et donc la quantité d'azote moléculaire fixé.

2.2.1 / Protocole expérimental.

Au moment du test, le systéme racinaire des plantules est sectionné
et transféré dans un flacon de 150 ml fermé hermétiquement par un
bouchon de caoutchouc évidé. A l1l'aide d'une seringue, on préléve 17 ml
d'air que l'on remplace par:

- 15 ml d'acétyléne

-~ 2 ml d'un témoin interne de propane

Ce témoin qui servira d'étalon pour le dosage est obtenu comme suit :
Une fiole Wheaton est remplie de propane. On en préléve 2 ml que 1l'on
injecte dans un flacon hermétique de 150 ml, le mélange air-propane

ainsi obtenu est injecté dans les flacons contenant les racines.

Le moment de 1'injection de l'acétyléne correspond au temps T=0.
Aprés un temps d'incubation 3 29°C, identique pour toutes les plantules,
le contenu du flacon est homogénéisé&. L'analyse du mélange gazeux est

-

effectuée en chromatographie en phase gazeuse 3 ionisation de flamme :

~ chromatographe INTERSMAT 112F

- colonne Sphérosyl XOB 075, longueur 2 m

- température du four: 50°C

- température du détecteur: 115°C

- température d'injection: 70°C

- gaz vecteur: azote, débit de 40 ml/min P=2 Bars

- détecteur 34 ionisation de flamme
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2.2.2 / Méthodes de calcul

La formule appliquée pour le calcul de la quantité d'é&thyléne

produite est la suivante:

Hauteur pic CyH, (&thyléne)
Q:C*K*

Hauteur pic CyHg (propane)

- Le calcul des résultats nécéssite la connaissance du coefficient de
proportionnalité K &tabli 3 partir du dépouillement d'un chromatogramme,
d'un mélange en proportions &gales de propane et d'é&thylé@ne dans 1l'air.

Ce coefficient est alors:

Hauteur pic CqHg

K =
Hauteur pic CoH,

La valeur varie en fonction des concentrations de C3Hg et de CoHy.
Nous avons adopté un coefficient moyen K = 1,5 pour des quantités de gaz

étalon injectées comprises entre 0,5 et 5 .1072 moles.

- De plus, les pics doivent avoir une base &troite et identique pour
pouvoir utiliser dans le calcul, la hauteur au lieu de 1la surface du

pic. Le cas échéant, l'injection du mélange gazeux est recommencée.

= C = nombre de moles de CjHg inject@es dans le flacon, soit dans nos

conditions expérimentales C = 1,19 micromoles

- Le taux horaire de réduction de 1'acétyléne en &thyléne est déduit de

la formule précédente.

2.3 / Poids sec des plantules.

-

-~

Paralldlement 3 la mesure de 1'A.R.A., les parties aériennes des
plantules sont mises 3 déshydrater 3 1'étuve 3 110°C, jusqu'd poids

constant, puis pesées 3 5 mg prés.

—
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VI / METHODES D'ETUDE DE LA MOBILITE ET DE LA COMPETITIVITE DES
SOUCHES.

1 / MOBILITE DES SOUCHES

La mobilité des souches est &tudide, en déposant 0,1 ml d’'une
culture en phase exponentielle de croissance, au milieu d'une bofte de
Pétri contenant du milieu TY gélosé i 0,3%.

Aprés incubation une semaine 3 29°C, une souche est considérée
comme mobile, si un anneau de migration s'est formé autour de la nappe

bactérienne initiale.

2 / METHODE D'ETUDE DE LA COMPETITIVITE DES SOUCHES.

2.1 / Obtention de mutants spontanés présentant un caractére de

résistance aux antibiotiques Streptomycine et Néomycine.

Aprés préparation et stérilisation sur unité de filtration
Millipore de 0,2 um stérile, les solutions d'antibiotique sont ajoutées
4 différentes concentrations finales dans le milieu (50-100-150 ou
200 pug/ml). L'obtention de 'mutants spontanés résistants 3 ces
concentrations d'antibiotique est réalisée en &talant 0,1 ml d'une
culture en début de phase stationnaire des souches désirées, sur des
bottes de Pétri contenant du milieu YEM gélosé additionné de
1'antibiotique en question. Les cldnes se développant aprés 9 jours

d'incubation 3 29°C sont sélectionnés et isolés sur le méme milieu.

En pratique, des concentrations de 100 ug/ml ont &té retenues pour
la streptomycine et 200 ug/ml pour la néomycine car certaines souches

présentent une croissance résiduelle i 100 ug/ml.

2.2 / Inoculation des plantules.

La technique de culture en pots remplis de vermiculite a é&té
retenue. Les graines stérilisées superficiellement sont semées 3 raison
d'une par pot. Les cultures en phase exponentielle de croissance sont
centrifugées, et le culot cellulaire repris dans de l'eau distillée dont
la quantité est calculée pour que toutes les cultures soient ramenées a

la méme densité optique.
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L'inoculation est réalisée comme suit :
107 bactéries d'une souche X résistante 3 la streptomycine et
107 bactéries d'une souche Y résistante & la Néomycine sont ajoutées au

voisinage de la graine au moment du semis.

De méme 1'inoculation réciproque est effectuée avec :
107 bactéries de 1la souche Y résistante 3 1la streptomycine et
107 bactéries de la souche X résistante 3 la Néomycine, ceci afin de
déceler une influence é&ventuelle du marquage sur les profils de

compétition entre souches.

2.3 / Methodes d'isolement des souches 3 partir des nodules.

Aprds culture des plantules jusqu'au stade Rl (tableau II) soit 5 &
6 semaines, 50 nodules par traitement, sont prélevés au hasard afin d'en

analyser le contenu.

2.3.1 / Stérilisation superficielle des nodules.

Les nodules sont stérilisés superficiellement par immersion dans
une solution de chlorure mercurique 3 0,1%Z pendant 3 min puis rincés
abondamment 3 l'eau distillée stérile. Chaque nodule est ensuite
transféré aseptiquement dans un tube 3 hémolyse (50 x 10 mm) stérilisé

contenant 2,5 ml de solution de saccharose 3 257%.

2.3.2 / Isolement des souches.

La ou les souches contenues dans chaque nodule sont extraites par
&crasement du nodule avec une tige en verre flambée 3 1'alcool. Une
goutte de la suspension bactérienne est &talée sur deux boites de Pétri,
1l'une contenant le milieu YEM additionné de Néomycine, l'autre le milieu

YEM additionné de Streptomycine.

La lecture des résultats s'effectue aprés une semaine, la
résistance 3 1'un des antibiotiques ou aux deux (cas des nodules mixtes)

permettant le repérage des souches.
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2.4 / Autre mesures effectuées.

Le contrdle de la nodulation, le poids sec des plantules, ainsi que

des mesures d'efficience ont &galement &té effectudes.

/ METHODES D'ETUDE EXPERIMENTALE AU CHAMP.

Les expérimentations au champ ont pour but de tester :
- les capacités symbiotiques des souches au champ.
- 1l'incidence du mode d'inoculation des semences, sur le succés de

1l'implantation des souches.

1 / IMPLANTATION DES PARCELLES.

Les essais ont &té& réalisés en trois lieux : Coulommiers, Pouy-
Roquelaure et Villeneuve d'Ascq, avec une répétition par traitement et

par lieu.

s

Aprés préparation fine de la terre, les semis ont &té effectués

o

la main, en parcelles de 7,5 m2 ( 3 lignes de 5m &cartées de 50cm)
raison de 450 graines par parcelle, ce qui correspond 3 un peuplement de
600000 pieds / ha. Les graines sont inoculées au moment du semis, en

prenant soin d'éviter tout mélange de souches.

2 / NOTATIONS EFFECTUEES.

Afin de discerner l'incidence de 1l'inoculation sur le développement
des plantes, plusieurs données ont &té collectées tout au long de 1la

culture :
- pourcentage de germination au stade 2 feuilles trifolides.

~- wvigueur au stade jeune (&chelle de 1 3 9).

couleur du feuillage : mi-aolit, &chelle de ! 3 9.

- précocité : notation des stades de développement suivant la
nomenclature américaine (figure 2, tableau II, 66). L'estimation des
stades reproductifs et végétatifs se fait par observation d'un

&chantillonage de 10 plantes par parcelle. La fréquence des passages ast
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Tableau I1

Description des stades reproductifs du soja (66)

STADE REPRODUCTIF

! DESCRIPTION

!

!

!Une fleur ouverte 3 n'importe quel noeud

Rl IDébut de floraison !sur la tige principale.
! H
! 'Une fleur ouverte 3 1l'un des deux noeuds
R2 !Pleine floraison !supérieurs de la tige principale avec une
! !feuille complétement dé&veloppée.
! H
! tUne gousse de 5mm 3 un des quatre noeuds
R3 ! début de formation!supérieurs de la tige principale avec une
! des gousses. !feuille complétement développée.
! l |
! !Une gousse de 2cm de long 3 un des quatre
R4 ! &8longation des tnoeuds supérieurs de la tige principale avec
! gousses. ! une feuille complétement développée.
t !
! !Une gousse contenant une graine verte de 3mm
RS ! début de formation!de long 3 un des quatre noeuds supérieurs de
! des graines !la tige principale avec une feuille
! lcomplétement développée.
! !
! !Une gousse contenant une graine verte
R6 ! grossissement des!remplissant la cavité 3 un des quatre
! graines 'noeuds supérieurs de la tige principale avec
! !une feuille complétement développée.
! !
! !Une gousse de la tige principale qui atteint
R7 ! début de maturité !sa couleur de maturité.
! !
! 195% des gousses qui ont atteint leur couleur
R8 f !de maturité. 5 & 10 jours sont nécessaires

pleine maturité

laprés ce stade avant que les graines aient
'moins de 15% d'humidité.

!
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Figure 2

‘Stades repéres du soja

Variétés de type indéterminé

Stade V.E. : Emergence
des cotylédons.

Stade V1 : Premier neeud. Développement complet des
feuilles unifoliées.

Stade R3 : Premiéres
gousses.

Une gousse 2 5mm
de long sur I'un des
4 nceuds de rang le
plus élevé de la tige
principale.

Stade V2 : Deuxieme nceud.

Principe de numérotation des nceuds

Stade R4 : Gousses.
Une gousse de 2 cm de long apparait a
I'un des 4 nceuds de rang le plus élevé
de_la tige principale.

P ]

——C——

B - o - p > g

2cm

Stade R6 : grossis-
sement des graines.

Stade RS : la graine
mesure 3 mm dans
Pune des gousses

Gousse contenant
une graine verte qui’

remplit  entiére-

1

de I'un des 4 nceuds ment la cavité sur

de rang le plus P'un des 4 nceuds

élevé de la tige de rang le pius

principale. élevé de la tige
principale.

Stade V3 : Le nceud 4 sera pris en compte lorsque les

Stade R7: Une gousse contenant au moins une graine
a atteint sa couleur de maturité (marron).

bords du limbe de la feuille A ne se toucheront plus.
Seuls les nceuds de la tige principale comptent.

Stade Vn : ni¢me neeud.

Stade R1 : Début floraison. Une fleur est ouverte sur la
tige principale & n'importe quel nceud.

dernier nceud de rang
le plus élevé

Stade R2: Pleine floraison. Fleur ouverte a I'un des 2
nceuds de rang le plus élevé.

Stade R8 : maturité.
90 % des gousses ont
atteint leur stade de
maturité (couleur
marron).

D'aprés stades de Fehr

Dessins : S. Bergon
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de 3 par semaine. On considére qu'un stade donné est atteint quand au
P

moins 50% des plantes observées a atteint le stade en question.

- récolte : 1l'humidité résiduelle et le poids des mille grains sont

mesurés 3 ce stade.

- nodulation :la nodulation a &té& contr3lée en cours de végétation par
comptage du nombre de plantes nodulées, et du nombre de nodules par

plante.

VIII / METHODES DE PREPARATION ET DE CONCENTRATION DE LA
BIOMASSE.

1 / CONCENTRATION DE LA BIOMASSE.

1.1 / Centrifugation en pots.

Les petites quantités de culture (1 1litre) sont centrifugées en

pots Nalgdne de 250 ml stériles 3 11000 tours/min au moyen d'une

centrifugeuse Beckman, rotor JAl4 pendant 10 minutes.

1.2 / Centrifugation en continu.

Les quantités de culture plus importantes, sont centrifugées en
continu au moyen d'une centrifugeuse de paillasse, type Labofuge 15000.
La vitesse de rotation angulaire du rotor, d'un capacité de
sédimentation de 300ml est de 10000 tours/min ; ce qui correspond 3 une
accélération angulaire de 7500g. Les culots de sé&dimentation sont
ensuite récupérés et remis en suspension dans le support d'atomisation.
Lorsque les cellules ne peuvent &tre déshydratées le jour méme, les

concentrés cellulaires obtenus sont congelés en é&tat.

2 / INCLUSION DE MICROORGANISMES DANS DES GELS D'ALGINATE.

Des inoculums déshydratés réalisés 3 partir de gels d'alginate,
suivant le protocole du brevet EP 0 083 267 Al (91) ont &té réalisés 3

titre comparatif. L'obtention des gels est réalisée comme suit.

1 3 2 g d'alginate sont ajoutés en pluie dans 100 ml d'une culture
bactérienne en début de phase stationnaire (milieu TY) ou dans 100 ml de

concentré cellulaire sous agitation. Des alginates de différentes
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viscosités ont &té& employés (Satialgine S60 : 20-25cPo ; 8550 : 400-
750 cPo ; S1100 : 1000-1200cPo)

La réticulation est obtenue par l'emploi de sels de calcium
(solution 3 170 g/litre de CaClz.ZHZO, ou &8 6 g/litre de CaS0,.2Hy04) 11
y a é&change des ions ca*™ et H' au sein d'une solutiom d'alginate

alcalin, ce qui provoque la réticulation des gels.

La réticulation en forme de billes est réalisée en &tablissant un
goutte 3 goutte de la suspension bactérienne dans la solution de sel de
calcium, mise en mouvement par agitation magnétique. La réticulation en
masse est obtenue en versant la solution de calcium dans la culture
maintenue en agitation. Les gels sont ensuite déshydratés en chambre de

séchage.

IX / METHODES DE DESHYDRATATION DE LA BIOMASSE.

Trois méthodes ont &té employées pour la déshydratation de 1la
biomasse
- 1'atomisation. (137)
-~ la déshydratation en deux &tapes, atomisation et emploi d'enceintes a
humidité relative contrdlée.

~ la déshydratation en chambre de sé&chage 3 air pulsé.

Les deux premidres méthodes s'appliquent au traitement des
suspensions bactériennes, alors que la dessiccation en chambre de
séchage, s'applique 3 des phases solides ou semi-solides telles que des

gels contenant moins de 85 7 d'eau.

1 / DESHYDRATATION PAR ATOMISATION.

1.1 / Principe.

Le séchage d'un produit liquide ou colloidal par atomisatiom,
consiste 3 éliminer le solvant (par ex. de l'eau) par pulvérisation du
produit dans un courant d'air chauffé 3 une température d'entrée

supérieure 3 la température d'ébullition du solvant.

Pour les produits organiques non cristallins, ce dernier s'évapore

dans un premier temps de la surface des goutelettes, puis il se forme &
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1l'intérieur du produit pulvérisé une bulle de vapeur qui é&clate 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

cycldne, la vapeur &tant &liminée dans le courant d'air chaud.

Figure 3 :
Représentation schématique de 1la dessiccation par atomisation de

produits organiques non cristallins.

N/
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1.2 / Conditions expérimentales.

1.2.1 / Description du matériel.

L'atomiseur de laboratoire Biichi 190 a &té& utilisé pour la
déshydratation des concentrés cellulaires. Il fonctionne selon le
principe de 1l'atomisation par buse en courant paralldle, c'est 3 dire
que le produit atomisé et l'air de dessiccation s'écoulent dans la méme
direction. Il 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 3 8 Bars
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Figure 4
Schéma de l'alimentation en produit de l'atomiseur Bichi 190. @
A Solution, émulsion ou dispersion du
o« &F produit
@2 ) B Pompe péristaltique
C Canal du produit
- - ' D Raccordement pour air comprimeé ou
gazinerte .
E Raccordement de |'eau de refroidisse-
1 T ment
c!‘\\‘\ F Pointeau avec canal a rainure. Le
iy

pointeau sert a déboucher la buse lors
de colmatages éventuels par le pro-
duit. Pour des produits difficiles, le
pointeau peut étre actionné automati-
quement de maniére pneumatique.

Ce dispositif est en vente comme ac-
cessoire.

Figure 5

Schéma de la circulation du produit et de 1l'air dans 1'atomiseur

1 Aspiration-Ouverture

Chauffage

Admission a écoulement stabilisé de
s la chambre de dessiccation

D) T 4 Cyclone. Le produit est ici séparé du

‘I’ "’ flux d’air

® /‘F\ 5 Appareil aspiratoire
® Prise de température de l'air a I'admis-

1\ sion. Cette température peut étre
réglée al'aide du chauffage

7 Prise de température de I'air a la sor-

=
~>

h—1
wN

D

Jr&gﬂ

O tie. Le choix optimal de la différence

o ® de température eritte celle d'entrée et

- celle de sortie est un des points im-

: portants de la dessiccation par disper-

\ u sion. La température de sortie ne peut

pas étre ajustée arbitrairement, elle
- résulte de la combinaison entre la tem-
J " pérature d'entrée, le réglage de l'aspi-
ration et le débit de la pompe.
8 Récipient collecteur pour produit
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1.2.2 / Protocole expérimental.
Dans la plupart de nos essais, le protocole suivant a &té employé :

Les culots cellulaires obtenus par centrifugation sont remis en
suspension dans le support d'atomisation & 10 7% de mati&re sé&che,
préalablement stérilisé et dont le volume est ramené au dixiéme du
volume initial de culture. Le concentré cellulaire est alors atomisé,
apréds stérilisation préalable de 1l'atomiseur par circulation d'air

comprimé, chauffé 3 220°C pendant 10 min.

Les températures d'entrée et de sortie d'air sont respectivement
ajustées 3 135°C et 70°C + 10°C, et le débit de produit &tabli 3 600
ml / heure. La température de sortie est difficile 4 stabiliser et est
intimement 1liée au débit du produit et & la dépression causde par
l'aspiration. Dans nos conditions expérimentales, une aspiration &levée
(position 15 sur le régulateur), permet un bon rendement en matiére

séche.

1.2.3 / Mesures effectuées.

La poudre obtenue est récupérée d la sortie du cycldme dans un
collecteur en verre. Plusieurs paramétres sont alors mesurés.
- teneur en eau résiduelle.
- dénombrement des cellules viables.
- rendement en matidre sd&che (quantité de mati@re sé&che récupérée dans

le collecteur / quantité de matidre sdche initiale).

2 / DESHYDRATATION EN CHAMBRE DE SECHAGE.

2.1 / Principe.

Les substances solides ou semi-solides, telles que des graines
enrobdes ou des gels, sont déshydratées en chambre de séchage dans un
courant d'air pulsé 3 température variable. Cette technique permet un
séchage rapide, uniforme et ménagé par brassage permanent des matériaux

qui offrent ainsi une grande surface de séchage.
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2.2 / Description du matériel.

Le sécheur Retsch de laboratoire (figure 6), d'une capacité
maximale de 5 kg a été utilisé. Une soufflerie (débit d’'air variable de
900 3 1800 1 / min) envoie de 1l'air filtré sur un élément chauffant
(température réglable de 40°C 3 120°C) au dessus duqhel est fix& un
tamis. Ce tamis sert 38 la réception des matériaux 3 déshydrater. Sous
l'effet du courant d'air chaud, ils sont brassés dans le bac de séchage
en inox, au dessus duquel est placé un sac—filtre de sortie d'air.

Des chambres de séchage plus petites, d'une capacité de 300 ml sont

adaptables sur l'appareil.

3 / METHODES DE CONSERVATION DE LA BIOMASSE.

3.1 / Conditionnement des inoculats déshydratés.

A la sortie de l'atomiseur, les poudres obtenues sont réparties en
flacons hermétiques de 150 ml (flacon 3 plasma) ou 30 ml (flacons type
anaérobie) suivant les quantités d'inoculat produit.

Les récipients de ce type permettent gr3ce ad leurs bouchons de
caoutchouc hermétiques d'établir 3 1'intérieur de 1l'enceinte,
1'atmosphi@re désirée

- conditionnement sous air

= conditionnement sous azote

- conditionnememt sous vide partiel (10 3mm Hg)

Les inoculats ainsi conditionnés sont alors placés a différentes

températures de conservation.

3.2 / Méthodes d'étude de la conservation des inoculats de

"Bradyrhizobium japonicum" 3 différentes humidités relatives.

3.2.1 / Principe

Les inoculats dé&shydratés sont placés dans des enceintes closes

contenant des boues salines.

-~

D'aprés la théorie du corps pur, dans un syst@me hétérogéne i deux
phases, la phase liquide et la phase gazeuse d'un mefie corps pur sont
deux systémes ouverts. L'entropie est donc une fonction G=f(P, T, n)

(n = nombre de moles). Il vient
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Figure 6
Schéma du s&cheur de laboratoire Retsch.
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o CARACTERISTIQUES TECHNIQUES
— Capacité : environ 5 kg
— température : 40 & 120 °C + 4 °C réglable en continu
réglage de la puissance de chauffe : 02 2000 W .
thermométre de contrble de la température
soufflerie & 3 étages, blindée
débit d'air réglable en continu 800 & 1 800 I/mn
filtre & air c6té aspiration, finesse 10 & 15um, taux d'épuration de I'air environ 96 %
insonorisation grace & un silencieux installé au niveau de !'aspiration ainsi
qu’'un amortissement de la soufflerie.
filtre & air & {'échappement : sac filtre
chambre en acier inoxydable
capacité de la chambre : 6 litres .
boitier en tdle d'acier recouvert de polyamide
alimentation 220 V - 50 Hz - 2750 W
— dimensions : } X h X p =300 X 520 x 460 mm / poids : 19 kg
(avec le filtre & air & I’échappement la hauteur atteint 920 mm).
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¢ G 6 G G
G = (:-w-> dp + (f_~_ ) dT + (———- > dn
6 P" IT,n S T/P,n s n’P,T
S5 G
On note (:—-— > = u = potentiel chimique (grandeur intensive)
sn’P,T

A température et pression constantes,
G = dByap *+ dGyyq = @ dn +p'dn’

Or dn = —=dn’' d'od dG = (p - u')dn. Il y a &quilibre quand dG = O,
c'est 3 dire u = u'. On peut généraliser au cas de plusieurs corps purs
dans deux phases différentes. Pour chaque corps pur, le potentiel
chimique de chaque phase est le méme 3 1'Equilibre.

On démontre que dans le cas de mélange de gaz parfaits G = X Gy
(G; :entropie de chaque gaz)

nRT

dG; ="v dp; - S dt et dans une isotherme dG; = =-=-— dPy

By
By
d'od G; (P;,T) - G°; (P,, T) = nRT Log ===
PO
) (Gi - Goi) Pi Pi
—wmmmeme—eee = RT Log =—-—- On &crit =——— = a;
Son Po Po
56y 56°;
By = 7T Mo = T K===>ouy =ty + RT Log ag
dn Sn

Pour les gaz réels, on introduit des notions d'activité.

En assimilant la vapeur d'eau 3 un gaz parfait dans un tel systéme,

il vient :
P'w
Sy = Pow + RT Log ay, ; a, = —=——
PO

w
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R : constante des gaz parfaits

T : température absolue (°K).

P', : pression de vapeur d'eau dans le mélange.

P°, ¢ pression de vapeur d'eau de référence (pression de vapeur d'eau
pure 3 la méme température.).

My, est une grandeur intensive caractéristique d'état. A
1'équilibre, (T, P, n constants), les potentiels chimiques des deux
phases sont identiques. L'activité ainsi définie est une constante
d'état caractéristique du systéme, qui dépend de la pression et de 1la

température.

Parallélement, on définit 1'humidité relative de la phase gazeuse
d'un systé@me comme &tant le rapport de la pression partielle de vapeur
d'eau dans le systéme / pression de vapeur saturante d'eau 3 P et T
données. Dans la pratique, activité de 1l'eau et humidité relative ont

des valeurs trés proches.

3.2.2 / Solutions saturées de sels ou de solutés de faible poids

moléculaire.

L'emploi de solutions saturées i chaud par les sels dans lesquelles
un excés de cristaux est ajouté, ou l'emploi de solutions a
concentration connue de tels sels, permet de modifier les valeurs du
potentiel chimique de l'eau dans ces solutions et d'obtenir ainsi des

gammes de solutions 4 différentes a.

I1 est nécessaire d'employer des enceintes de faible volume (afin
que l'é&quilibre s'é&tablisse rapidement) et d'introduire dans 1l'enceinte
des é&chantillons contenant une masse d'eau quantitativement négligeable
par rapport 3 celle contenue dans la solution. Dans ces conditioms, le
potentiel chimique de 1l'eau dans la phase vapeur et dans la phase
liquide, sont sensiblement é&gales, et 1'aw est celle induite par la
solution étalon. Les principales valeurs d'aw connues correspondant aux

solutions saturées de sels ou de solutés de faible poids moléculaire

sont résumées dans le tableau IIT.
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3.2.3 / Protocole expérimental.

Des flacons 3 plasma de 150 ml fermés par un bouchon de caoutchouc

sont remplis au 1 / 5% par les boues salines. Des fractions d'environ
100 mg d'inoculum sont répartis dans des tubes de 50 x 10 mm et placés

dans les enceintes.

Les enceintes sont ensuite placées sous azote, sous vide ou sous
air suivant les besoins de 1l'expérimentation. Les numérations sont
faites sur les &chantillons & intervalles de temps réguliers, afin
d'étudier 1l'influence de l'aW de comnservation sur la survie des cellules

de Bradyrhizobium japonicum.

Parall@lement une partie de l'inoculum est déshydratée sous une a,
proche de 0, puis répartie dans des tubes par fraction de 200 mg qui
sont placés dans les différentes enceintes. Aprés 15 jours, les
&chantillons serviront 3 &tablir 1les 1isothermes d'adsorption des
inoculats par pesée et calcul de la teneur en eau résiduelle. Quatre

-~

tubes par valeur d'aW sont utilisés 3 cette fin.

Suivant le méme protocole, on é&tudie la survie de B. japonicum sur

les graines bactérisées en les plagant par échantillons de 20 dans les

enceintes.

BACTERISATION PAR ENROBAGE DE GRAINES.

La bactérisation par enrobage de graines a &té effectuée soit en
turbine, soit par homogénéisation directe obtenue par agitation
vigoureuse des différents constituants.

La premiére méthode a &té& appliquée pour la bactérisation par des
concentrés cellulaires, 1la deuxidme pour le pelliculage d'inoculum

tourbe. Les protocoles d'application sont les suivants :

1 / INOCULUM TOURBE.

Pour 200 g de graines, 2 4 5 ml de la substance adhésive retenue
sont ajoutds aux graines; l'ensemble est homogénéisé. L'inoculum tourbe
(2 3 4 g) est appliqué et mélangd jusqu'd obtention d'une couche

homogéne. L'ensemble est légé&rement déshydraté en chambre de séchage, &
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Tableau 1II

Activité de l1l'eau des solutions saturées pour trois températures d'apréds

Bizot et Coll.,cités par Multon et Coll.(124 bis)

Soluté ) 20°C ! 25°C ! 30°C !
! ! } }
NaOH ! 0,0698 ! 0,0595 ! 0,0687 !
LiCl ! 0,114 ! 0,1115 ' 0,1116 !
KCyHy0, ! 0,231 ! 0,226 1 0,220 !
MgCl, Y 0,303 ! 0,3273 ! 0,3238 )
NaI ' 0,3918 ! 0,3775 ! 0,3625 !
Crog ! 0,386 ! 0,396 ! 0,399 !
K,C052H,0 ! 0,440 ) 0,438 ! 0,436 ]
Mg(N03), 10,5447 ! 0,5286 ! 0,5133 !
Na,Cry07 ! 0,548 ! 0,535 ! 0,520 !
NaBr ) ' 0,587 ! 0,5770 ! 0,563 !
CuCl, ! 0,684 ; 0,686 ! 0,685 !
KI ' 0,6983 ! 0,6876 ! 0,6785 !
SrCl, ! 0,7253 ! 0,7083 ! 0,6911 ‘
NaNO5 ! 0,7513 ! 0,7379 ! 0,7275
NaCl I 00,7542 ! 0,7532 ! 0,7521 !
(NH4 )80, ! 0,803 ! 0,7997 ! 0,796 !
KBr ' 0,8177 ; 0,8071 ! - !
KC1 10,8513 ! 0,8432 ! 0,8353 !
Na, S0, ' 0,869 ! 0,8595 ' 0,864 !
Ko CrO0, ' 0,866 ! 0,864 ; 0,863 !
BaCl, ! 0,9069 ! 0,9026 ! - !
KNO4 ' 0,932 i 0,920 ! 0,907 !
NH,H, PO, ' 0,922 ! 0,927 ! 0,911 !
K, 50, 10,972 ! 0,969 ! 0,966 !

KyCr,0; ' 0,9793 ! 0,980 !  0,9706 !
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température minimale, jusqu'd ce qu'il n'y ait plus de compactage des

semences enrobées.

2 / CONCENTRES CELLULAIRES.

400 g de graines sont placés en turbine en agitation permanente.
2 ml du produit d'enrobage sont ajoutés au concentré cellulaire (10 ml)
qui est alors pulvérisé sur les semences par pistolet 3 air comprimé.
50 ml (environ) du produit sont ensuite pulvérisés autour des bactéries.
Simultanément les graines sont soumises 3 un courant d’'air chaud pulsé

afin d'éliminer le solvant.

X1 / METHODES STATISTIQUES.

Les méthodes d'analyse statistique suivantes ont &té utilisées.
- analyse de la variance 3 1, 2 ou 3 critéres de classification ;
- méthodes relatives 3 la régression ;
- comparaison multiple de moyennes par la méthode de la plus petite
amplitude significative ;

- test de Student, Hartley...(37).

-~

Les calculs relatifs 3 la réalisation des trois premiers types

d'analyse ainsi que les tables correspondantes sont reportés en annexe
(p 201).
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ETUDE ET SELECTION DES SOUCHES

I/

CARACTERISTIQUES PHYSIOLOGIQUES A L'ETAT LIBRE.

IX

L'observation nous a montré certaines caractéristiques
physiologiques que nous avons jugées utile de rassembler dans le
tableau IV. Ces caractéristiques concernent:

- la forme des colonies aprés culture sur boite de P&tri ; les colonies
sont soit petites et dépourvues de quantités importantes de
polysaccharides, soit larges et muqueuses .

- l'aptitude des souches 3 produire du polysaccharide de type "slime" en
milieu liquide. Ceci s'observe par l'aspect d'un culot de centrifugation
qui apparait soit net, soit séparé en deux phases, l'une constituée des
cellules, l'autre des polysaccharides.

- la mobilité des souches sur milieu TY gélosé 3 0,37 mesurée par le
rayon de la nappe bactérienne aprés une semaine de migration 3 29°C. Ces

observations sont récapitulées dans le tableau 1IV.

/ _"SCREENING" DES SOUCHES EN SYMBIOSE : ETUDE DE

L'INFECTIVITE ET DE L'EFFICIENCE DES SOUCHES.

1 / A pH NEUTRE.

Les plantules de soja Glycine max (L.Merr.) cv. Mapple arrow (10
par souche), inoculées stérilement par immersion dans la suspension
bactérienne, sont transférées dans les pots de culture remplis de milieu
de STREET modifié a pH 7.

La culture des plantules est arrétée aprés six semaines (stade Rl)
dans la premidre expérimentation, et aprés quatre semaines dans la

seconde (stade V4).

1.1 / Infectivité ~ Nodulation (tableau V)

Toutes les souches testées sont infectives, dans le sens ol elles
induisent la formation de nodosités, au site d'infection primaire
(collet). La vitesse de différentiation des nodules est par contre

variable:
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TABLEAU 1V

Caractéristiques physiologiques 3 1ll!état libre des souches de
Bradyrhizobium japonicum. '

SOUCHE | COLONTIES POLYSACCHARIDE MOBILLTE
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aspect des colonies: - petites non muqueuses ; + larges et muqueuses

production de polysaccharides de type 'slime' en milieu liquide :
- pas de production ; + production de polysaccharides

mobilité des souches mesurée par le rayon de la nappe de migration:
-: rayon<{2mm ; +-: 2mm<{rayon<{5mm ; +: 5mm<rayon<{10mm ; ++: rayon>10mm
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Le pourcentage de plantes nodulées et le nombre de nodules
n'évoluent plus aprés une semaine pour la majorité des souches alors que
pour cinqg souches (3.1, 3.2, 3.4.3, J67, R3.4.1), les nodules
n'apparaissent qu'entre dix jours environ et trois semaines aprés

inoculation.

1.2 / Efficience des souches. (tableau V, figure 7)

Le test de réduction de l'acétyléne et le rendement en matiére
sdche des parties aériennes ont &té utilisés, comme estimateurs de
l'activité nitrogénasique des mnodules. Dans nos conditions
expérimentales, des différences importantes d'activité nitrogénasique
entre les souches sont mises en é&vidence.

Les souches ont été classées arbitrairement en trois catégories :
- Les souches présentant une efficience &levée dans les deux

expérimentations : 3.2 ; 3.4.3 ; 3.1 ; 3.32

- Les souches d'efficience moyenne : J67 ; T83005 ; BIOPROX ; 3.30 ;
3.4} ; 3.40 ; 3.28 ; 3.20 ; 3.15b3 ; 3.14 ; 3.54bis ; J5 ; 3.15

- Les souches peu efficientes: R3.4.1 ; J315 ; 3.8 ; CBl1809 ; 3.22

Pour les expérimentations ultérieures, les souches suivantes ont é&té
retenues :

= 3.2 la plus efficiente, et ayant une nodulation lente

= 3.32 trés efficiente, et ayant une nodulation rapide

= souche G49 isolée d'un inoculum commercial BIOPROX

1.3 / Commentaires

1.3.1 / Acidification du milieu.

En moins de deux jours en phase de croissance, une baisse générale
du pH a 3,5-4 a &té observée dans le milieu contenant les plantes
nodulées, alors que ce phénoméne ne se produit pas avec les témoins non
inoculés. Nous avons donc veillé 3 maintenir le pH au dessus de 5,5 , en
arrosant les plantules avec une solution diluée de potasse. Ce phénoméne
a 8té &tudié par Jarvis et Hatch (88). Leurs travaux montrent, que
1'acidification de la rhizosphdre est directement liée a4 1l'assimilation

de 1l'azote soit minéral, soit atmosphérique ainsi qu'd une croissance

rapide des plantes. On pense que la synthése d'acide organique se
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Tableau V

Caractéristiques symbiotiques des souches 3 pH neutre.

infectivité et efficience.
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Figure 7

Photos de culture in vitro de plantules
racines nodulées.

Culture de plantule en pots 3

prélévement.
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produit dans les tissus, car il n'existe pas de mécanisme de
neutralisation des ions H+ intracellulaires qui sont excrétés dans le
milieu en contrepartie de l'absorption de cations min&raux. Ce mécanisme
aiderait les légumineuses 3 absorber les cations du sol en augmentant
leur disponibilité, mais aboutirait & une acidification non négligeable
du sol: par exemple, il faut apporter un amendement de 80 kg de CaCO4
pour compenser l'acidification induite par 1la production d'l tonne de

matidre s&che de luzerne (88).
1.3.2 / Limites de validité des résultats.
Facteurs inhérents 3 la méthode.

L'emploi de la mesure de 1'A.R.A. comme estimateur des quantités
d'azote fix& suppose que l'activité de la nitrogénase soit identique en
présence d'acétyléne et en présence d'azote. Or, l'acétyléne provoque un
déclin rapide de l'activité nitrogénasique et de la respiration des

nodules, dans les minutes qui suivent son injection dans 1l'enceinte (122).

De plus, l'emploi de racines excisées aboutit &4 une chute de
l'activité enzymatique des nodules apré@s cinquante minutes et 1l'activité
nitrogénasique enregistrée se révéle n'@tre que de 207 a 507 de

1'activité mesurée sur plantes entiéres (10, 79).

-

Les valeurs calculées ici sont donc 34 prendre 3 titre comparatif en
prenant comme hypothése que les erreurs 1liées a4 la wméthode sont

sensiblement de méme amplitude pour toutes les souches.

Facteurs inhérents 3 la symbiose.

L'efficience traduit l'aptitude des souches testées 3 fixer 1l'azote
atmosphérique en symbiose avec la plante-h3te. Cette donnée refléte de
fait la qualité de l'association Rhizobium—légumineuse. Ainsi, certaines
souches trés efficientes sur certains cultivars, ne le sont pas sur
d'autres et vice=-versa (48, 96, 127). Ces observations ont &té faites
aussi bien sur le tréfle et la luzerne (127), que sur le soja (48, 96).
I1 est donc important d'effectuer la sélection des souches en tenant
compte des variétés de soja, 1'idéal &tant d'avoir une souche efficiente

sur de nombreuses variétés.
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Cette compatibilité s'exprime en retour par 1l'aptitude de 1la
plante-hdte 3 sélectionner préferentiellement une souche parmi d'autres
(18, 48, 128). Dans la pratique, certaines variétés sélectionnées pour
des rendements supérieurs, ne présentent au champ cette caractéristique,
que si elles sont nodulées par la ou les souches de sélection. Cette
adaptation de la plante h3te est héréditaire, et s'exprime d’'un cdté par
l'efficience de la symbiose, et de l'autre par l'aptitude de la plante
h8te & sélectionner 1le microsymbionte parmi d'autres espédces

indigénes.

Notre étude se limite donc & la variété Mapple Arrow, employée
comme souche de référence du groupe 00. Parmi les souches retenues, nous
avons jugé utile dans un deuxiéme temps de les tester en compétition

avec d'autres souches (voir III).

2 / A pH ACIDE (Tableau VI).

La culture des plantules est réalisée suivant le méme protocole que
précedemment, avec 5 plantules par souche &tudiée ; La culture est
arrétée au bout de six semaines. Les pH initiaux et finaux sont
respectivement de 5,5 et 3,5 3 4. Dans ces conditions, au moment de
1'arrét de la culture, certaines souches maintiennent leurs capacités

symbiotiques 3 pH4.

2.1 / infectivité des souches.

Dans la zone de pH 4 3 5,5, toutes les souches induisent une
nodulation moins abondante, voire absente ou trés faible pour les

souches 3.1, 3.2, J315, et R3.4.1.

2.2 / efficience des souches.

A 1'issue de la culture une mesure de l'activité nitrogénasique a
été effectuée. La matidre sé&che des parties aériennes a &té pesée aprads

24 heures de séchage 3 110°C.

En fin de culture, certaines symbioses sont totalement
inefficientes (cas des souches 3.1, 3.2, J315, CB1809, R.3.4.1, 3.40),
alors que d’'autres ont gardé une activité nitrogénasique élevée (cas des

souches 3.54bis, 3.15, 3.15b3, 3.22). Dans tous les cas la quantité de
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Tableau VI

Caractéristiques symbiotiques des souches 3 pH acide.

infectivité et efficience.

!
!
i
|

v s v ay Mr Wee WeY sy Wy My MR Ny My WD Mey Mg Sy NeY My ey WeT My Mg Mmt Wes My MR ey Mt Wy sy MY ASLE MY By Mm3 wmy mms My mey B3 RS mey SRy WY mey Mee Mey ey M ¢ S BmE Mmr Mt mer e ey WP s Wy weq M ey

S N
[}
o &
[=1K.,
L]
e
[=TEC ]
~ha Q vy o0 (=2} ~3 N ~ Il ~ N [ (] e o] ~ (o] - O o0 - o o
n oo -} [Ta} ™~ ~ o [o0) ~ ~ [e0) (o] Ta} Q o ~t o [eo} ~ — ~ (o)) o))
o aN:i} -l —t —t — o~ —t — — —t o~ —t o~ o —t — o vl [a\] —~ —t 4
e e
[« N/ 2]
[2 7R

oo

~~

@
w1
28a
@ 3 Tl (@] wny (o) o~ ~ o ¥ o 3 (e} o O ~ o~
s o Ne) O o -} (=] o ~ N o~ o) ~ [Te} ~ [Ta) ™~ ~ © ~ ~ o
mwh (=} —t (=} — o o o o o 28] — o~ o - — o o 3} — o
» L - - -~ " - - - - " - - ”» - L3 " " - - "
H.MP o o o o o o () o o o o o o o o o o o o o o
[ RC]

od

LA

(o]

M

o vy [3\] n =] (@) o ~ o~ O wy 0 o o [ o] o o) (@) o 0 (@]
o -y L) - -~ LY » - LY ~ - -~ -~ ~ LY " - - " - - -~ O
[JR] [an] ~ N N —t — [a\] [+ o] o0 ~ o0 ~ O o] N Ia] o0 ~ o [Ta]
e — —
=R =0
o) .
P o L T T e L e N et e et e e S S s E
[=N=N)]

1
R
vgo o~ <] [} [ <] o o N} o~ o~ o n ™ o~ o~ ¥e) ™ o0 Nl [ee} o
DL.J L) » -~ - L - Ly - Ly - L) - - Ly -~ - - " " " o
0 [+, ~ [2a] ~F o — [ew] ™~ o o [Tl o N ~ [Tal [« o0 (a2 — o
| =JET oY —

-t
/]
Q
)}
§ o
1m.. % e e £ e e e e [y [ e e e e e e e e e e 52 e
\

= (e} o o o o o o o o o o [ Q o o (= o o Q o o
Qo I [oe] o O o o~ -~ o (o] o o o 0 oo} o o o o o (o] o~
o o -— — — — —l — —t — — — — —

Q
X =}

=) o )] — =]

)] (o] uny 0 T [aa] . 4
e [o o] Ta} o -3 [Ta) [Ta Q o~ [o o] (=] o~ o -~ Ea] 4 ~t Q
J - — = — o~ 0 — — — N o~ o~ ') 38} < ~ < ~ o g
] m [Ta) o o . . . . ° . . . . 3 3 . . vy . o \Q
[ (&) - L] [+0) o o o (58] o o o [2a] [aa] o o o [2a] i (28] . L]
[47] = 3] od




III

-63-

matiére séche produite par les plantes 3 pH acide, est nettement

inférieure 4 celle produite 3 pH neutre.

2.3 / commentaires.

L'A.R.A. mesure l'activité nitrogénasique 4 un moment donné et les
résultats de certaines mesures ne concordent pas avec le poids sec des
parties aériennes (cas des souches 3.1 et 3.28 qui fournissent des poids
de matiére sé&che &levés): ceci pourrait s'expliquer par 1'existence
d'une A.R.A. de valeur plus élevée, 3 des conditions moins drastiques
(pH entre 4 et 5,5), ou par une variation naturelle aléatoire de la
taille des plantules. Pour la souche 3.28, la premidre hypothdése est
trés probable car la nodulation s'est altérée en cours de culture, mais
pour choisir entre ces deux hypothéses, il faudrait augmenter le nombre
des plantules soumises au test, ou employer une méthode de mesure non

destructive (178, 181).

Des expérimentations analogues 3 celles que nous avons effectuées,
ont montré, par la mesure du poids sec et de 1'A.R.A.de plantules
cultivées en serre en conditions acides, une variabilité importante de

la tolérance des souches de Bradyrhizobium japonicum aux pH acides

(156). Dans notre é&tude, il est intéressant de noter l'existence de

souches de Bradyrhizobium japonicum présentant des capacités

symbiotiques élevées 3 pH inférieur 3 5.

/ ETUDE DE LA COMPETITION ENTRE SOUCHES.

Un critére trés important de la sélection d'une souche de

Bradyrhizobium japonicum concerne son aptitude 3 noduler la plante-hdte

(Glycine max (L. Merr) cv Mapple arrow) en compétition avec d'autres

souches de la méme espéce bactérienne. Cet aspect conditionne les
chances de succés de Ll'implantation dans le sol de souches mises en
mélange dans un inoculum ou de souches introduites dans des sols qui

sont normalement pourvus de Rhizobiums spécifiques (72, 95, 100, 101).

" Cette &tude a é&té réalisée avec les deux souches préalablement

sélectionnées : 3.2 et 3.32. qui sont testées en compétition avec les

souches J67, 3.4.3 et G49 (Bioprox).
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1 / COMPETITION DE LA SOUCHE 3.2 AVEC D'AUTRES SOUCHES.

La souche 3.2, qui est tréds efficiente, a été testée en compétition
avec les souches 3.4.3, J67, 3.32 et G49.

Pour chaque essai, cing plantes sont mises en culture pendant six
semaines. La bactérisation avec les deux souches en concentration égale
dans l1l'inoculum est réalisée comme décrit dans Matériels et méthodes.
Aprés des périodes de 38 3 45 jours de culture, plusieurs notations sont
faites
- nombre de nodules par plante.

- stade végétatif.

- poids sec des parties aériennes.

- efficience des symbioses par mesure de 1'A.R.A. aprés une heure de
contact avec l'acétyléne.

- analyse du contenu des nodules (sur 50 nodules prélevés au hasard pour
chaque essai expérimental).

Les résultats sont consignés dans les tableau VILI et figure 8.

L'analyse des résultats montre que, dans nos conditions
expérimentales, la souche 3.2, trds efficiente, n'est pas compétitive
par rapport aux souches 3.32 et G49 (Souches &d nodulation rapide
synthétisant des quantités importantes de polysaccharides) ; cependant,
elle réussit 3 noduler les plantules en compétition avec les souches
3.4.3 et J67 (ayant les mémes caractéristiques phénotypiques que la

souche 3.2).

Toutes les inoculations croisées réalisées ici, aboutissent a des
symbioses de forte efficience. Cependant, seules les plantes ol la
souche 3.2 est quantitativement bien représentée aboutissent & une
efficience au moins égale i celle de la souche 3.2 seule. Dans le cas
des inoculations croisées avec.les souches 3.32 et G49, ol la souche 3.2

n'est pas compétitive, 1'A.R.A. a des valeurs inférieures.

2 / COMPETITION DE LA SOUCHE 3.32 AVEC D'AUTRES SOUCHES.

Dans les mémes conditions que précédemment, la compétition de la
souche 3.32 avec les souches 3.2, 3.4.3, J67, G49 a &té &tudiée. Cette
dtude se limite 3 1'analyse du contenu des nodules suivant le méme
protocole que précédemment. Les ré&sultats sont résumés dans les

tableau IX et figure 9.
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Tableau VIIIL

Etude de la compétition de la souche 3.2 avec d'autres souches.
! inoculation !durée INombre ! stade ! poids ! Q ! analyse nodules !
! !(jours)!inodules! ! (mg) ‘'mmoles ! 3.2 - mixte - autre!
! 3.25m x 3.2Nm ! 38 I 20 ! Rl V4 ! 621 ' 4,0 ' B82%7 - 8% - 8% !
! 3.25m x 3.32Nm ! 41 ! 15 ! R2 V5 ! 667 t 2,6 ! l6%Z - 8% ~-767% !
! 3.2Nm x 3.32Sm ! 38 20 ! Rl V5 !t 540 t 2,1 ! 0% - 47 - 967 !
! 3.2Sm x G 49Nm ! 41 I 25 !' Rz V5 ! 507 't 3,5 1} 2% - 8% - 907 !
! 3.2Nm x G 49Sm ! 38 I 15 !' RL V4 ! 504 ! 2,6 ' 127 - 16% =~ 72% !
! 3.25m x 3.4.3Nm! 45 to15 ! R3 V4 ! 836 ! 6,2 ' 347 - 7% - 59% !
! 3.2Nm x 3.4.3Sm! 38 I 15 ' Rl V4 ! 687 ' 3,5 ! 12% - 16% =72% !
! 3.25m x J67Nm ! 45 I 20 !' B3 V4 I 763 !} 5,5 Y 547 - 24% - 227 1}
! 3.2Nm x J67Sm ! 41 ' 15 ' R2 V5 t 623 t 7,1 b 36% - 4% - 607 !

Légende

stade: stade de développement d'aprd@s la nomenclature amérdicaine (66).

poids: poids sec moyen des parties aériennes par plante.

Q ¢ quantité d'éthyléne produite par heure et par plante, par le

test de réduction de 1l'acétyléne.
souche Sm: souche résistante 3 la streptomycine
souche Nm: souche résistante & la néomycine

Etude de la compétition de la souche 3.2 avec d'autres souches.

Figure 8

NODULES MIXTES

g arnse

e Mt

TEMOIN 3.32 Nm 3.32 Sm  G49

G49 Sm 3.4.3 Nm 3.4.3 Sm J67 Nm

J67 Sm
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Tableau IX

Etude de la compétition de la souche 3.32 avec d'autres souches

! TInoculation ! Nombre de ! analyse des nodules !
! ! nodules ! 3.32 mixte autre !
! 3.325m x 3.32Nm ! 18 ! 632 - 287 - 9% !
! 3.32Sm x 3.2Nm ! 25 Y 922 - 8% - 0% !
! 3.32Nm x 3.2Sm ! 25 ! 80%Z - 872 - 12Z 1
! 3.32Sm x G 49Nm ! 18 v 80% - 202 - 0% !
! 3.32Nm x G 49Sm ! 20 v 18%Z -~ 32Z - 507 I
! 3.32Sm x J67Nm ! 20 ! 947 - 6% - 0% !
! 3.32Nm x J67Sm ! 25 } 1002 - 0% - 0% !
! 3.328m x 3.4.3Nm ! 15 ! 667 - 8% - 26% !
Figure 9

Etude de la compétition de la souche 3.32 avec d'autres souches.

TEMOIN

3.2 Nm

3.2 Sm

G49 Nm

G49 Sm

J67 Nm

J67 Sm

3.4.3 Nm




-6'," -

I1 ressort que la souche 3.32 est tréds compétitive par rapport &
toutes les souches testées. Il faut cependant noter que l'interprétation
des résultats des inoculations réciproques avec la souche G49 est rendue

délicate pour les raisons citées ci-dessous.

3 / DISCUSSION - COMMENTAIRES.

3.1 / Reproductibilité

Afin de vérifier la reproductibilité de 1l'expérimentation et de
déceler une influence é&ventuelle du marquage par les antibiotiques,
1l'expérimentation a &té renouvelée de fagon indépendante pour les
inoculations réciproques des souches 3.2 et 3.32 (tableau X, figure 10).
Les résultats se sont montrés reproductibles sur le nombre de nodules
analysés. La lourdeur du protocole expérimental ne nous a cependant pas

permis de renouveler 1l'expérimentation pour chaque traitement.

3.2 / Commentaires.

En dehors des marquages par la streptomycine et la spectinomycine
(74), le marquage par des antibiotiques, trd&s utilisé pour ce genre
d'études aboutit parfois 3 des altérations des propriétés symbiotiques
des souches (157, 180). Dans notre cas, ce marquage modifie légérement
les profils de compétition entre souches sans qu'il y ait pour autant
d'importants &carts entre les inoculations réciproques. La seule
exception qui apparait dans nos résultats, est celle des inoculations
réciproques des souches 3.32 et G49. Le marquage par la néomycine de la
souche G49 a provoqué d'importantes modifications des caractéristiques
de croissance (le temps de génération de 1la souche a augmenté
considérablement consécutivement au marquage, que la culture soit
réalisée avec ou sans 1l'antibiotique). Or 1l'aptitude a proliférer
rapidement dans la rhizosphére de la plante est 1l'un des élements qui
jouent un rSle dans le succés compétitif d'une souche. Il parait &vident
dans de telles conditions, que, sans envisager de perturbations plus
profondes, @ pouvoir compétitif proche, une modification des
caractéristiques de croissance soit déterminante dans le succés compéti=-
tif d'une souche. De telles altérations par le marquage 3 la néomycine,

ainsi que des pertes d'efficience ont déjd &té signalées (157).
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Tableau X

Comparaison de l1l'analyse des nodules des inoculations réciproques des
souches 3.2 et 3.32 réalisées lors de deux expérimentations

indé&pendantes.
! Inoculation ! Souche 3.2 {Nodules mixtes! Souche 3.32 !
13.2Nm x 3.325m! 0% ! 8% ) 927 !
! ! 0% ! 47 ! 967 !
13.25m x 3.32Nm! 12% ! 8% ! "807% ]
! ! 167 ! 8% ! "76% !

Figure 10

Profils de compétition obtenus dans deux expérimentations indépendantes
avec les souches 3.32 et 3.2.

SOUCHE 3.2 NODULES MIXTES SOUCHE 3.32

3.2 Mm X 3.32 Sm 3.2 Sm X 3.32 Nm
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Cette technique trds largement employée, parce que simple, assez
fiable et peu cofiteuse, n'est certainement pas la mieux adaptée aux
études de ce type. Il serait actuellement envisageable d'utiliser des
techniques beaucoup plus rapides et précises telles que les méthodes
sérologiques ELISA (9, 70, 115), anticorps polycl8naux et monocldnaux
(190, 111).

D'autre part, Hahn et al (77) ont montré, par 1'étude des
profils de compétition entre une souche sauvage et un de ses mutants
dont les propriétés nitrogénasiques sont altérées par transposition
(nifD::Tn5), que 1l'efficience n'est pas corrélée avec 1le pouvoir
compétitif d’'une souche. Parallélement, l'expérience a mis en é&vidence
l'origine des nodules mixtes. Par observations macroscopique et
microscopique des coupes transversales de nodules mixtes, des zones
claires (mutant inefficient) et des zones colorées en rouge (souche
sauvage) distinctes ont pu &tre observées. L'analyse statistique de ces
résultats montre que 2 3 4 bactéries sont 3 l'origine de la formation

d'un nodule.

3.3 / Conclusion.

D'un point de vue pratique, afin de ne pas compromettre les chances
d'implantation de la souche 3.2 dans de nouvelles zones de culture, la
confection d'inoculums contenant des souches de fort pouvoir compétitif

en mélange est 3 éviter.

I1 serait par ailleurs, intéressant d'améliorer le pouvoir
compétitif des souches. Une des voies retenues au laboratoire avec

Rhizobium meliloti (63, 64, 136) est d'accrofre la mobilité des souches

par obtention d'un mutant hypermobile et hyperchimiotactique, qui
présente un avantage compétitif certain par rapport 3 la souche sauvage
parentale. La mobilité et le chimiotactisme font partie des facteurs
influengant le succés compétitif d'une souche (138, 162). Cependant,
cette &tude nous montre que, bien que mobile, la souche 3.2 a un faible
pouvoir compétitif (sur 1la variété Mapple arrow), par rapport aux
souches 3.32 et G49 non mobiles. Cette voie de sé&lection pourrait
améliorer le pouvoir compétitif de la souche 3.2, mais serait surtout
intéressante avec des souches non mobiles et compétitives, comme le sont

les souches 3.32 et G49.
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B / ETUDE DES PARAMETRES DE CULTURE.

I / ETUDE DE LA CROISSANCE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM" DANS
DIFFERENTS MILIEUX.

1 / CULTURES EN TUBES.

Cinq milieux de culture complets, couramment utilisés pour la
culture de Rhizobium ont &té testés 3 deux reprises. Les milieux de
culture ont tous &té réalisés avec le méme extrait de levure, &tant
donné l'importance de son origine et de sa composition en acides aminés
(40, 60). L'extrait de levure de ""Pasteur Productions” qui permet une
croissance plus forte que l'extrait de levure Difco a &té choisi pour

cette é&tude.

Le pH a é&té ajusté 3 5,8. Pour une méme souche, les tubes sont
ensemencés avec une fraction aliquote d'une préculture, afin d'obtenir
des concentrations cellulaires initiales identiques. L'estimation de la
croissance se fait par appréciation de la densité optique, aprés six
jours de culture en tubes fermés par des bouchons de silicone.
(Tableau XI)

L'analyse de la variance des résultats (Tableau XII), montre que
les concentrations cellulaires moyennes finales ne sont pas
significativement différentes entre souches. Par contre, les différences
de rendements entre milieux sont hautement significatives. De méme
l'interaction milieux-souches est significative au seuil « = 1 %, ce qui
signifie que les souches n'ont pas toutes les mémes exigences de
culture, ni les mémes rendements cellulaires pour un milieu donné. La
plus petite différence significative entre les moyennes observées est de

1,67 au seuil « = 5 Z.

Pour toutes les souches, le milieu TY mannité (et dans une moindre
mesure le milieu TY), permet 1l'obtention d'unme concentration cellulaire
la plus forte & un pH initial de 5,8. Les trois autres milieux ne
présentent que des différences significatives marginales de rendement
cellulaires et peuvent étre considérés comme &quivalents. L'addition de

mannitol 3 10 g /litre dans le milieu TY améliore la prolifération
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Tableau XI

Comparaison de la croissance de Bradyrhizobium japonicum dams divers

milieux de culture :

La concentration bacté@rienne est é&valuée par mesure de la densité

optique 38 600 nm de cultures effectuées en tubes apréds 6 jours
d'agitation & 29°C.
™ souche [ T T T T 1
! > ! 3.2 3.4.3 ' J67 t 3.15b3! G49 ! 3.32 !sommes !
! milieu ™! ! ! ! !marginaless
T T 1 T T T T !
! TY - ! 6,5 6,2 3 6,0 : 5,1 3 4,5 % 4,5 i 65,1 :
! ! ! ! !
'
' ! ! ! ! ! 1 }
! TY ! 6,5 6,3 ! 5,9 ! 9,3 ! 6,1 ! 7,4 ! 82,9 !
! mannité ! ! ! ! ¥ ' !
!
! ! } 1 ! ! 1 !
! ISWARAN i 4,4 3,0 3 5,1 g 3,5 z 3,3 i 4,6 s 47,85 i
! ! ! ! ! !
i
} § ! ! ! ! ! !
i YEM 3 4,2 2,8 i 3,2 % 2,6 5 2,7 i 3,1 : 37,35 ;
! ! ! ! ! ! ! !
' ! ! ! ! ! ! !
! RC ! 3,7 5,1 ! 3,0 ! 2,7 1 2,4 1 4,2 42,2 !
! ' ! ¥ H ! ! §
¥
TSommes T Y T T ) T Y !
marginales! 50,65 47,8 ! 46,35 46,3 Y 37,8 ' 46,5 !
!résultats! ! ! ! ! !

Tableau XII

Comparaison de la croissance de Bradyrhizobium japonicum dan§ divers

milieux de culture : Tableau d'analyse de la variance.

1

1 ! T }
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! i
3 liberté 5 des écarts i moyens g F :
! ! ! ! !
souches ! 5 ! 5,55 ! 1,11 t 1,66 NS!
milieux ! 4 ! 116,78 29,2 ! 34 ,86%%%|
interaction ! 20 ! 40,07 ! 2,0 bo2,99%% |
variation résiduelle: 30 z 20,00 5 0,67 i 3
! ! ! ! !
TOTAUX ! 59 ! 182,4 ! ! !
! i ! ! !
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cellulaire des souches 3.32, G49, et 3.15b3 alors qu'elle ne semble pas

influencer celle des 3 autres souches.

2 / CULTURES EN ERLENMEYER.

La production en masse de cellules de Bradyrhizobium japonicum en

Erlenmeyer a souligné 1l'importance de la concentration en mannitol dans
le milieu. L'é&tude concerne la cowmparaison des milieux TY, TY mannité &
10 g/1 et ISWARAN (Tableau XIII). Le pH initial des milieux est ajusté
entre 6,5 et 7.

Dans ces conditions de pH, les milieux TYm et ISWARAN permettent
une production cellulaire importante et &quivalente. L'addition de
mannitol dans le milieu TY acecroit trés significativement le rendement

cellulaire d'un facteur 2 3 plus de 10 (Tableau XIV).

A un pH initial de 6,5 3 7, les différences de randement cellulaire
entre les milieux TY¥m et ISWARAN, constatées en cultures en tubes
n'existent plus et i1 est vraisemblable que le pH de culture soit un
facteur déterminant de la croissance cellulaire. Ce point sera abordé

ultérieurement.

3 / COMMENTAIRES.

Dans tous les cas, la croissance en milieu TY, s'accompagne d'une
forte alcalinisation du milieu (pH entre 8 & 8,5), alors que le pH reste
proche du pH initial pour les autres milieux. Ceci s'explique, car les .
changements de pH du milieu sont surtout influencés par l'utilisation
des composés azotés (3, 139), dont le milieu TY est trds riche. La
consommation par les Rhizobiums 3 croissance lente, des composés
carbonés (tels que mannitol, fructose, galactose, ménnose, xylose)
n'aboutit qu'd une légére alcalinisation du milieu alors que 1l'utili-
sation du ribose provoque une acidification (3, 167). Par contre, 1la
nature du composé azoté et sa concentration dans le milieu, influencent
fortement 1'&volution du pH. Ainsi, 1l'utilisation des nitrates, de
1'urée, du glutamate, de l'extrait de levure induit une réaction alca-
line, dont 1l'intensité dépend de la concentration du substrat dans le

milieu, alors que le sulfate d'ammonium produit une réaction acide (3).
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Tableau XIII

Comparaison de la croissance de 4 souches de Bradyrhizobium japonicum en
Erlenmeyer dans les milieux TY, TYm, et ISWARAN (pH initial 6,5)
exprimée en log du nombre de cellules viables par ml.

} 1 ] ! ]
! SOUCHE ! TY ! TYmannité ! ISWARAN }
! ! ! ! !
] ! ! ! ;
! 3.15b3 ! 9,3 ! 10,8 ! 10,6 !
! ! ! ! !
! ¥ ! } !
! Bioprox ! 9,3 } 10,3 ! 10,0 !
} } ! ' '
' ' ! ! H
! 3.32 ! 9,2 ! 9,9 ! 10,4 }
! i ! ! !
1 ! ! ! !
! 3.2 ! 9,5 ! 10,3 ! 10,3 !
! ! ! 1 !
' ! ! ! N
! 3.4.3 ! 9,7 ! 10,0 ! 10,3 (g;,f i
! ! ! ! B
Tableau XIV

Comparaison de la croissance de 4 souches de Bradyrhizobium japonicum en
milieux TY, TYm, et ISWARAN (pH initial 6,5) : Tableau d’'amalyse de la
variance

! ! ! } !
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! !
! liberté ! des é&carts ! moyens ! F !
! ! ! ! !
¥ ] ! ! !
milieu ! 2 ! 2,65 ! 1,32 1 18,92%%%}
variation résiduelle! 12 ! 0,84 ! 0,07 ! !
y | ! | !
! ! ! ! !
TOTAUX ! 14 ! 3,49 ! ! !
' 14 i ] ¥
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I1I / INCIDENCE DE LA CONCENTRATION EN MANNITOL DANS LE MILIEU
SUR LA CROISSANCE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM".

Le r6le de différentes concentrations de mannitol dans le milieu,
sur la croissance des souches 3.2 et 3.32 a &té &tudié&. Des
concentrations de 1 4 12 g/l ont été employées. Le pH du milieu est
ajusté 3 5,8. Aprds 6 jours d'agitation des cultures effectuées en tube,

la croissance est estimée par mesure de la densité optique.

[0

Dans les deux cas, jusqu’d une certaine concentration (5 g/l pour
la souche 3.32 et 7 g/l pour la souche 3.2), la densité optique des
cultures est une fonction croissante de la quantité de mannitol du
milieu (Tableau XV, figure 11). Les courbes s'infléchissent ensuite et
1'augmentation de densité optique reprend au seuil de 7 g/l et ld g/1
respectivement pour les deux souches. Au seuil de neuf g/l la densité
optique d'une culture de la souche 3.2 est identique 3 celle d'une
culture en milieu TY avec 1g/1 de mannitol. Ceci expliquerait 1'absence
d'écart de densité optique pour cette souche entre 1les cultures

réalisées en milieu TY et milieu TY mannité dans la premiére partie de

cette &tude (tableau XI).

L'incidence de la concentration en mannitol sur la croissance de

Bradyrhizobium japonicum est hautement significative (Tableau XVI). Des

études complémentaires seraient nécessaires pour connaitre les quantités
de sucre réellement consommées, et pour déterminer les doses optimales

de croissance.

En routine le milieu TY additionné de 10 3 12 g/l de mannitol a été
choisi. Il permet une bonne croissance bactérienne, et en outre le
milieu TY avec ou sans mannitol n'induit pas la synthése de
polysaccharides de type '"slime" dans le milieu (131). Or, chez les
espéces de Rhizobium 3 croissance lente, ce type de polysaccharide est
trés difficile i séparer du culot bactérien par centrifugation. Sa
synthése en quantités importantes (cas des milieux YEM, ISWARAN, RC)
entraine une perte &levée de cellules lors de la concentration de la

biomasse et rend cette opération trés délicate.
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Tableau XV

Comparaison de la croissance de deux souches de Bradyrhizobium japonicum

en milieu TY additionn@ de différentes concentrations de mannitol
cultures effectuées en tubes.

i

T T ! Y

souche ! 3.32 ! 3.2 ! !

§ 3 z sommes marginales {

! ! T ! !

souche ! 1 ! 2. : 1 5 2 5 des résultats 3

! ! ! ! ! !

! ' ! } } !

1 ! 4,3 ! 8,6 ! 4,9 ! 9.8 ! 18,4 !

2 ' 4.6 Y 9.15 1 5.25 t 14,5 ! 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 ! 11,3 ! 5,45 1 10,9 ! 22,2 !

6 ! 5,05 ! 10,1 ! 5,95 ! 11,9 ! 22,0 !

7 ! 5,55 t 11,1 ! 6,35 ! 12,7 1} 23,8 !

8 ! 5,55 ' 11,1 ! 5,5 ! 11,0 ! 22,1 !

9 ! 5,6 yo11,2 ! 5,1 ! 10,2 ! 2 21,4 !

10 ! 6,4 !o12,8 ! 6,2 ! 12,4 25,2 !

11 ! 6,95 ! 13,9 ! 6,5 ! 13 ! 26,9 !

12 s 6,75 : 13,5 s 6,7 z 13,4 3 26,9 s

! ) ! ) ! !

sommes ! 133,1 ! 137,5 ! 270,6 !
marginales! 5 z i%

lesceceeee.densité optique moyenne.
2ceeeceesessomme des mesures effectuées.

Tableau XVI

Comparaison de la croissance de deux souches de Bradyrhizobium japonicum

en milieu TY additiomné de différentes concentrations de mannitol :
Tableau d'analyse de la variance.

T I T T T
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! !
5 liberté i des &écarts i moyens 3 F s
; ! ' i !
souche ! 1 ! 0,503 ' 0,503 ' 2,58NS !
concentration en ! 11 ! 11,245 ! 1,02 I 5,23%%%}
mannitol ! I ' $ !
interaction ! 11 ! 13,477 t 1,225 % 6,28%%%}
variation résiduelles 24 s 4,683 % 0,195 { a
! ) ! ) !
TOTAUX : 47 { 29,908 3 % s
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Figure 11

Influence de la concentration en mannitol sur le rendement cellulaire
obtenu apréds 6 jours de culture en milieu TY estimé par la mesure de la

densité optique.
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11X / INFLUENCE DU pH DU MILIEU DE CULTURE.

Parmi les Rhizobiums, les tolérances aux différents pH sont larges
et varient considérablement d'un groupe d'inoculation 3 1'autre, et 3
1'intérieur d'un méme groupe. On a noté que les Rhizobiums 3 croissance
lente sont d'une manidre générale, tolérants aux pH acides et non
tolérants aux pH alcalins (357 survivent 3 pH 4, 847 3 pH 4,5 et
seulement 3% 3 pH 9); alors que R. meliloti et dans une moindre mesure
R. trifoli sont tolé&rants aux pH alcalins (917 des souches survivent &
pH>9,5, alors que 9% survivent 3 pH 4,5)(89, 112, 139).

Au regard de ces travaux et de nos propres observations, et afin de
se placer dans les conditions de production les plus favorables, il
parait important de connaitre le pH optimal de croissance des souches

les plus performantes.

Deux milieux ont é&té employés pour cette &tude, le milieu TY
(Figure 12) et le milieu YEM (Figure 13). Les cultures ont &té réalisées
en fiole et le pH initial ajusté 3 différentes valeurs. Des numérations

des cellules viables ont &té réalisées en fin de culture (Tableau XVII).

L'analyse de la variance a &té effectuée en prenant comme variation
résiduelle, la variation liée aux milieux (Tableaux XVIILI & XIX). Les
différences observées entre souches, et entre pH de culture, sont
significatives au seuil « = 1 %. L'interaction souches-pH est hautement
significative. Ceci se traduit par- le fait que le pH optimal de
croissance est différent selon les souches. 11 se situe autour de 5,5
pour les souches 3.32 et 3.15b3, autour de 6 pour la souche 3.2 et aux

alentours de 6,5 pour la souche 3.4.3.

~

Par ajustement du pH 3 1l'optimum de croissance, la prolifération
cellulaire est au minimum 10 fois plus importante qu'a pH 7, valeur
classiquement utilisé&e pour la culture de Rhizobium. Le pH optimal de
culture est donc une donnée déterminante, dont la connaissance permet
d'accroitre tréds significativement les rendements cellulaires. Ceci est
d'autant plus marqué en milieu TY que l'utilisation des composés azotés
induit wune alcalinisation du milieu néfaste & 1la croissance de

Bradyrhizobium japonicum, d’'ol la nécessité de maintenir le pH autour de

cet optimum.
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Tableau XVIL

Etude de 1la croissance de Bradyrhizobium japonicum, aprés 6 jours
d'agitation 3 29°C en milieu TY 3 différents pH.

résultats des numérations cellulaires exprimés en log ;

7 < log (population initiale) < 8.

! ! ! ! ! ! !
SOUCHE !' pH 4,5 ! pHS5 ! pH5,5! pH6 ! pH6,5! pH 7 !
! ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! |
3«32 ! 8,0 ! 10,2 ! 10,4 !} 10,4 ! 9,2 ! 3l !
! § ! § ! ! !
! ! ! } ! ! !
3.15b3 ! 7,1 ! 10,1 ! 10,3 ! 10,5 ¢ 9,2 ! 9.1 !
! ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! !
32 ! 7,4 ! 8,9 ! 9,4 ! 10,1 ! 9,2 ! 9,0 !
! ! ! ! ) ) §
! ! ! ! ! ! !
3.4.3 ! 7,0 ! 8,8 ! 855 ! 8,6 ! 9,0 ! 9,7
! ! ! ! ! !

Etude de 1la croissance de Bradyrhizobium japonicum aprés 6 jours
d'agitation 3 29°C en milieu YEM 3 différents pH.

résultats des numérations cellulaires exprimés en log ;

7 < log (population initiale) < 8.

! ! ! ] ! !
SOUCHE ! pH 4,5 ! pHS5S ! pHS5,5! pH6,5! pH 7 !
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
3.32 ! 8.3 ! 9,1 ! 9,5 ! 9,0 ! 8,7 !
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
3:15b3 ! 8,2 ! 9,0 ! 9,3 } 8,5 ! 9,7 !
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
342 ! 153 ! 8,8 ! 8,1 ! 9.5 ! 9,3 !
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
3.4.3 t 7,9 ¢+ 8,0 't 8,4 ' 9,0 ' 9,7 !
! ! ! ! ! !
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Figure 12

Influence du pH initial du milieu de culture, sur les conceantratioms
cellulaires (exprimées en log du nombre de bactéries par ml) obtenues

aprés 6 jours d'agitation 3 29°C. Milieu TYm.
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Tableau XVIII
Etude de la croissance de quelques souches de Bradyrhizobium japonicum

différents pH de culture. Calcul des sommes marginales.
sommes des observations de chaque cas.

a

souche ! ! ! ! ! !

! 3.32 !} 3.15b3 ! 3.2 ! 3.4.3 ! sommes !

pH de culture ! (9) ! (9 ! (9 ! (% ! marginales !

} l H ! ! !

! ! ! ! ! !

4,5 (8) ! 16,3 ! 15,9 vo14,7 V14,9 ! 61,1 !

! ! ¥ ! ! '

5,0 (8) ! 19,3 ' 19,1 ¢ 17,7 { 16,8 ! 72,9 !

§ ! ! ! } ¥

5,5 (8) vo19,9 ! 19,6 ! 17,5 t 16,9 ! 73,9 !

. ! ! H ! ! H

6,0 (4) ! 10,4 10,5 ! 10,1 ! 8,6 ! 39,6 !

! : ' ! ! ! !

6,5 (8) Y 18,2 vo17,7 f 18,7 I 18,0 ! 72,6 !

! ! ! ! ! !

7,0 (8) !t 17,8 ! 18,8 ! 18,3 V19,4 ! 74,3 R

! ! ! } H ]
sommes ¥ ! ! ! !
marginales ! 101,9 ! 101,6 t 97,0 ! 94,6 !
! ! ! ¥ !

)
=N

=)

395,1 Qi‘i‘
IS

Le nombre entre parenthéses représente le nombre d'observations

-~

relatives 3 chaque facteur &tudié.

Tableau XIX

Etude de la croissance de quelques souches de Bradyrhizobium japonicum

différents pH de culture. Tableau d'analyse de la variamce.

f

i
H

] ] ]
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés !

! liberté ! des écarts ! moyens ! F

! ! ! !

! H ! !
souche ! 3 ! 6,73 ! 1,346 1} 5,99%%
pH ! 5 ! 3,48 ! 1,160 ! 5,17%%
interaction ! 15 ! 16,95 !1,130 f 5,03%%
souche - pH ! ! ! !
variation résiduelle! 20 ! 4,49 v 0,225 !

! } ! !

' ! !
TOTAUX ! 43 ! 31,65 !

! ! !

T Jupepe
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Les travaux réalisés en fermenteur par M. Khalassi (97), permettent
d'affiner les résultats. L'oxygéne n'y est pas limitant, et le pH est

~

régulé 3 la valeur choisie. Les rendements cellulaires maximaux, ont é&té
possibles 3 pH 5,5 et atteignent des valeurs supérieures a 101l
bactéries / ml en milieu TY mannité, pour les souches 3.15b3 et 3.32

aprés 5 jours de culture.

CONCLUSION.

Ces études ont permis d'obtenir un accroissement des trendements

cellulaires de 107 a plus de 101 bactéries / ml en milieu TY.

L'emploi du milieu TY permet outre une production cellulaire

importante, un excellent rendement de récupération de la biomasse.

L'adjonction de mannitol dans le milieu multiplie par 2 3 10 1le

rendement cellulaire.

L'inhibition de croissance qui résulte de la forte alcalinisation
du milieu, peut &tre é&vitée en ajustant le pH au pH optimal de
développement de la souche, ou mieux en régulant le pH 3 cette valeur
pour les productions de biomasse en fermenteur. Dans ces conditions, le

rendement cellulaire est encore accru d'un facteur de 10.

IV / CHOIX D'UN ANTIMOUSSSE.

La culture en fermenteurs et dans une moindre mesure, la culture en
Erlenmeyer , nécessite l'emploi d'un antimousse. Celui-ci ne doit pas

8tre toxique ou inhibiteur de la croissance de Bradyrhizobium japonicum.

15 antimousses fournis par Bevaloid, ont &té testés. (Tableau XX)

Deux tubes de 20 ml de milieu TY additionné d'antimousse sont
inoculés avec la souche 3.2. Aprds quatre jours d'incubation, 1la
quantité de cellules a &té estimée par la mesure de la densité optique &
600 nm des cultures et par observation des bactéries au microscope afin

de détecter d'éventuelles déformations cellulaires.

La plupart des antimousses testés sont sans effet notable sur 1la

croissance et l'aspect des cellules de Bradyrhizobium japonicum.
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Tableau XX

Etude de la croissance de Bradyrhizobium japonicum, en présence de
différentes concentrations d'antimousse dans le wmilieu. Résultats
observés aprés quatre jours de culture par mesure de la densité optique
3 600 nm.

CONCENTRATION D'ANTIMOUSSE DANS LE MILIEU

e b e

T
!

! }
ANTIMOUSSE! Y Y ]

i 0,01 ml/1 $ 0,05 ml/1 ! 0,1 ml/1 5

Y D.O t indice z D.0O ! indice z D.O. ! indice i

} ! ! !

¥ ! ! !
témoin 1 ! 2,2 ! 100 } 3,25 ! 100 ¥ 3,1 ! 100 ¥
témoin 2 ! 2,2 } 100 } 2,85 ! 88 i 3,0 } 97 §
témoin 3 ! 2,3 ¥ 104 ! 3,2 § 98 § 3,0 ! 97 1
B 2500 } 2,0 ! 91 i 2,2 } 68 ! 2,8 } 90 !
B 6575 $ 2,2 } 100 } 3,1 t 95 ! 3,1 ! 100 }
B 6638 1 1,9 ! 86 Y 1,9 ! 58 1 2,9 f 93 !
A 2510 ¥ 2,1 ' 95 1 3,15 ! 97 ' 3,15 ! 100 t
B 2671 ' 2,2 § 99 ' 3,15 ! 97 ! 2,9 ! 93 !
B 6675 $ 2,3 ' 104 } 4,1 ¥ 126 § 3,2 ! 103 t
B 2509 ! 2,0 $ 91 ! 2,0 } 62 ! N D !
GS 32 H 2,2 ! 100 ¥ 3,0 ! 94 1 3,0 } 97 !
B 680 ! 2,1 1 95 H 2,4 ! 74 ! 3,0 ! 97 !
B 2557 ' 1,8 } 82 ! 2,15 ! 66 Y 2,75 ! 90 !
A 395/9 ! 0,54 ! 25 ! 0,65 ! 20 ¥ 0,6 t 19 !
B 2565 ' 0,12 ! 5 § 0,13 ! 4 ! 0,1 ! 3 !
B 519/2 1 2,3 ! 104 ' 3,36 ! 103 ! N D Y.
B 6988 ¥ N D } 1,9 ¥ 60 ' 2,76 ! 90 /.
B 519/4 3 ND 3 2,9 ! 90 s 2,76 ! 90 ‘5;

H ! ! f L.

S

Légende : témoin 1 témoin sans antimousse

témoin 2 antimousse RhOne Poulenc

témoin 3 = antimousse Prolabo

D.0 : densité optique

indice : défini par rapport au témoin sans antimousse
(indice 100)

Tableau XXI

Etude de 1la croissance de Bradyrhizobium japonicum, en présence de
différentes concentrations d'antimousse dams le milieu. Tableau
d'analyse de la variance réalisé a partir des indices de croissance.

!

T 1 T !
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! }
3 liberté § des é&carts ; moyens 3 F 5

} ! ) ! ]

antimousse ! 18 ! 38392,3 Y 2258 ,4 1 20,6%%%)
variation résiduelle; 31 : 3501,7 z 109,4 i i
! ! ) ) !

TOTAUX ) 49 ! 41894 ,0 ! i

S -
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Six antimousses ont un effet l&gérement inhibiteur, ce qui se
traduit par un indice de croissance moyen, dé&fini par rapport au témoin
sans antimousse (indice 100) inférieur 3 90, et pour les antimousses
B 680 et B 6988, par l'apparition d'amas cellulaires et de cellules
déformées. L'effet inhibiteur par rapport au té&moin n'est significatif

que pour les indices moyens inferieurs 3 82 (tableau XXI).

Les antimousses A 395/9 et B 2565 sont fortement inhibiteurs : 1la
croissance est trés faible, et les cellules, peu nombreuses, sont

déformées et agglomérées.

L'antimousse B6675, actuellement commercialisé sous la dénomination
Gensil 420, semble avoir un effet stimulant bien que la différence par
rapport au témoin ne soit pas significative : 1l'indice de croissance est
supérieur 3 100, quelle que soit sa concentration dans le milieu, .les
cellules tré&s nombreuses sont mobiles et non déformées, ce qui dénote un
trés bon &tat physiologique. Le Gensil 420 a &té retenu dans la suite de
nos travaux d'autant plus qu'il a un excellent pouvoir antimousse :
1'introduction de 2 ml de cet antimousse dans 14 1litres de milieu
(0,014%) avant stérilisation suffit 3 inhiber la formation de mousse
pendant toute la durée de la fermentation (soit environ 6 jours). Ceci

est trés important, car l'introduction 4d'antimousse en cours de culture

augmente les risques de contamination du fermenteur par d'autres germes.

MISE AU POINT D'UN MILIEU SELECTIF POUR NUMERATIONS.

Afin de pouvoir détecter de faibles concentrations de

Bradyrhizobium japonicum dans les sources non stériles, (inoculats,

enrobages), il s'est avéré indispensable de mettre au point un milieu
partiellement sélectif, et qui puisse &tre, de préférence stérilisé& par
passage 4 l'autoclave 3 120°C pendant 20 min, aprés addition des agents

sélectifs.

Des agents bien connus tels que le rouge Congo, facilitent
1'identification des souches de Rhizobium qui n'absorbent pas, ou trés
peu le colorant. A des concentrations &levées (supérieures & 100 mg/l),
il est sélectif contre la plupart des bactéries Gramt+ courantes. 11 a

été utilisé 3 25 mg/l pour notre travail.
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1 / CONCENTRATIONS MINIMALES DE CHLORAMPHENICOL INHIBITRICES DE LA
CROISSANCE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM'".

Il a déj3 &té& mentionné dans la littérature, que le genre Rhizobium
toldre de faibles concentrations en chloramphénicol (75, l41). L'emploi
de cet antibiotique serait intéressant car :

- C'est un composé peu coliteux, et stable chimiquement.
- De tré@&s nombreuses bactéries sont inhib&es par de faibles

concentrations dans le milieu (de 1'ordre de 1 pg/ml).

Afin de réaliser des milieux '"préts 3 1l'emploi', le pouvoir
inhibiteur de différentes concentrations de chloramphénicol a &té& testé
sur les souches 3.1, 3.2, 3.15, 3.15b3, 3.30, 3.32, G49. Le
chloramphénicol a &té soit stérilisé sur unité de filtration stérile et
ajouté au moment de 1l'emploi, soit stérilisé dans le milieu par
autoclavage 3 121°C, 20 min. Pour chaque souche, 0,1 ml d'une culture en
fin de phase exponentielle de croissance est &talé sur bofte de Pétri
contenant 20 ml du milieu YEM additionné de chloramphénicol a 1la

concentration désirée.

Les résultats viennent de l'observation des boites aprds 9 jours

d'incubation 3 29°C. Ils sont récapitulés dans le tableau XXII.

Nous avons mis en évidence que toutes les souches testées résistent
& des concentrations de 10 pg/ml, et que la stérilisation du
chloramphénicol dans le milieu par autoclavage n'altére pas son pouvoir
inhibiteur . En régle générale, le milieu dé&crit dans '"Matériels et
méthodes 1IV.2" a é&té utilisé. Les souches 3.2 et 3.32 résistent
naturellement 3 des concentrations de 25 ug/ml, et dans le cas d'&tudes
réalisées avec ces souches, cette concentration a é&été retenue, pour

accrofre la sélectivité du milieu.

Par ailleurs, des mutants résistants 3 une concentration de
100 pg/ml pour la souche 3.2, et 50 ug/ml pour les souches Bioprox et

3.32, ont &té obtenus (fréquence de mutation 10—12).
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Tableau XXII

Etude de la croissance de Bradyrhizobium japonicum sur milieu YEM gélosé
contenant différentes concentrations de chloramphénicol.

!

! ! ! 1 1
CONCENTRATION ! ! ! ! ! !
(pg/ml)! 5 ! 10 ! 25 ! 50 ! 75 ! 100
souche ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
1 ! ++ ! ++ ! + ! +- ! += ! +-
3.1 2 ! ++ ! ++ ! + ! + ! += ! +-
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
1 ! =+ ! =+ ! =+ 1! + ! + ! +-
3.2 2 ! ++ ! ++ ! ++ ! +=+ ! =+ ! +
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
1 ! ++ ! ++ ! +- ! - ! - ! -
3.15 2 ! ++ ! + ! +- ! - ! - ! -
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
1 ! =+ ! =+ ! + ! - ! - ! -
3.15b3 2 ! ++ ! ++ ! +- ! - ! - 1 - -
! ! ! ! ! 1 ('
! ! ! ! ! ! \
1 ! ++ ! ++ ! + ! +- ! - ! -
3.30 2 ! ++ ! ++ ! + ! +- ! - ! -
! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
1 ! ++ ! ++ ! b ! - ! - ! -
3.32 2 ! ++ ! ++ ! ++ ! - ! - ! -
I ! ! ! ! !
! ! ! ! ! !
1 ! ++ ! ++ ! +~ ! - ! - ! -
Bioprox 2 ! ++ ! ++ ! += ! +- ! - ! -
! ! ! ! ! !
légende 1 chloramphénicol autoclavé dans le milieu

2 chloramphénicol stérilisé par filtration

L'observation de la croissance se fait apré&s 9 jours d'incubation

++ icroissance non inhibée, obtention d'une nappe
bactérienne.

+ :croissance partiellement inhibée (temps de croissance de
11 jours)

+- :icroissance résiduelle (queiques <colonies dont le
diamétre est inférieur 3 1 mm)

— ipas de croissance

Pt Ao bt ae | S G by Sy A ey G b Gow e b St ey A e b
.

bow bmw b bew b Gt by A b b b
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2 / AUTRE AGENT SELECTIF.

Le travail sur des &chantillons présentant de fortes contaminations
fongiques (é&chantillons placés 3 des humidités relatives &levées)
nécessite l'emploi d'un milieu inhibiteur de tels contaminants. Le
benomyl (Benlate) a &té employé 3 une concentration de 10ug/ml. Une
fraction de la population des Rhizobiums étant sensible (75, 76, 79Bis,
81Bis), nous avons sélectionné des cldnes résistants 3 de telles

concentrations.

VI / CONSERVATION DES CONCENTRES CELLULAIRES.

Afin de différer dans le temps, production et traitement de la
biomasse, des essais de conservation des concentrés cellulaires ont été
réalisés.

- 3 4°C, la perte de viabilité est importante : une puissance de 10 par

quinze jours.

- 3 -20°C, les essais de conservation ont &t& réalisés apr@s reprise du
concentréd cellulaire dans du Tampon de non prolifération ( T.N.P.
K,HPO, : 0,5g; MgSO,, 7H,0 : 0,2g) ou de l'eau, et addition soit de

- lait écrémé 10 %, saccharose 2 7%

maltodextrine 10 7
glycérol 40 7

Des numérations de cellules viables ont &té effectuées sur une
période de 14 mois. Quel que soit 1l'additif de congélation, la
conservation de la biomasse est excellente et la population finale est

voisine de la population initiale (tableau XXIII).

Ce mode de conservation des concentrés cellulaires destinés 3
1l'atomisation, a é&t& couramment employé sans altération des taux de

survie 4 1l'atomisation.

D'aussi bons taux de survie ont déj3 &té signalés dans la

littérature, avec Rhizobium leguminosarum (121).
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Tableau XXIII

Etude de la conservation de concentrés cellulaires de la souche 3.2 en
congélation : Résultats des numérations exprimés en log.

] !
Additif de ! Durée de conservation en jours !
congélation ! !
] ! ] ] ] !
! 0 ! 7 ! 35 ! 200 ! 428 !
! ! ! ! ! !
! ] ! ] ! )
glycérol 40 7 !} 11,5 ¢ 11,5 ! 11,6 ! 11,4 ! 10,6 !
T.N.P. i } ! ¥ 4 !
' o Y ! ! !
glycérol 40 % ! 11,6 ! 11,5 ! 11,5 ! 11,4 ! 10,7 !
! ! ! ! ' !
! ! ¥ ! ! !
lait &crémé 107! 11,6 ! 11,0 ! 11,3 ¢ 11,1 ! 10,9 !¢
sacch.2 %,T.N.P! ! ¥ H § f
! ! ! ! ! o
lait écrémé 10%! 11,5 ! 11,1 ! 11,3 ! 11,2 ! 10,8 1
saccharose 2 7 ! ! ! ! f !
] ! ! ! ] !
maltodextrine ! 11,5 ! 11,3 ! 11,5 ¢ 11,5 ! 11,3 ¢t
10 %, T.N.P ! ! ] ] ] !
! ! ! ! ! !
maltodextrine ! 11,5 ! 11,1 ¢ 11,4 ! 11,4 !} 10,9 ¢t
10 % ! ! ! ! ! P
! ! ! ! ! ¥

./‘{,‘



2eme PARTIE

ETUDE DES PARAMETRES DE LA

DESHYDRATATION ET DE LA

CONSERVATION DES CELLULES DE

"BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM"Y.
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L'importance des paramétres de la déshydratation de Rhizobium
meliloti sur la survie des bactéries a &té mise en évidence dans des
travaux antérieurs r&alisés au laboratoire (116, 117, 118, 135, 137).
Les &tudes rapportant le rdle des paramétres de dessiccation sur 1la
survie des bactéries sont trés peu nombreuses et se limite souvent 3
1'8tude d'un facteur. Afin de produire des inoculums secs de

Bradyrhizobium japonicum pour la culture du soja, deux aspects ont &té

envisagés ; '1'&tude des facteurs qui conditionnent la survie de

Bradyrhizobium japonicum 3 la déshydratation par atomisation et de ceux

qui interviennent dans la conservation des inoculats ainsi d&shydratés a

donc été réalisée.

Les essais expérimentaux visent 3 mettre en oeuvre différents
procédés de séchage afin d'obtenir un inoculum d'utilisation facile et

conservant ses potentialités vitales sur de longues périodes.

La connaissance des paramétres optimaux de déshydratation et de

conservation des cellules de Bradyrhizobium japonicum doit permettre de

mettre au point les modalités de pelliculage du Rhizobium sur la graine.
Des @&tudes complémentaires seront menées afin de rechercher les
substances susceptibles de protéger les cellules contre les effets de la
déshydratation qui a lieu pendant le processus de pellicullage et lors

du stockage des graines préinoculées.

A / ETUDE ET OPTIMISATION DU RENDEMENT DE LA DESHYDRATATION PAR
ATOMISATION.

La premiére é&tape consiste 4 améliorer le rendement de
l'atomisation. Deux param@tres interviennent 3 ce niveau, le taux de
récupération de matidre séche, et le nombre de bactéries viables dans la

poudre déshydratée.

Le premier dépend de facteurs physiques, réglage de 1l'atomiseur, et
caractéristiques du produit (viscosité&, nature), alors que le deuxiéme
dépend de facteurs biologiques (souches, ige physiologique des cellules,

r6le protecteur du support).
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I / INFLUENCE DU PRODUIT SUR LE RENDEMENT EN MATIERE SECHE DE
L'ATOMISATION.

1 / INFLUENCE DE LA PRESENCE DU MILIEU DANS LE SUPPORT D'ATOMISATION SUR
LE RENDEMENT EN MATIERE SECHE.

Les essais ont é&té& réalisés avec la souche G49. Le support
d'atomisation est le lait &crémé . Deux milieux ont été employés : le
milieu ISWARAN, et le milieuw TYm. Les concentrés cellulaires ont &té
obtenus aprés centrifugation de la biomasse et remise en suspension des
cellules soit dans leur milieu de culture, soit dans l'eau (cultures
issues du milieu TY). Le support est alors ajouté, et les concentrés

cellulaires atomisés.

Pf x MSE
Le rendement en matiére séche est défini comme suit : R = ———————
Pi x MSi
odi Pi = poids du produit 3 atomiser
«+sMSi = pourcentage de matiére sé&che contenue dans le produit &
atomiser

«e«Pf = poids du produit aprés atomisation

.+ MSf = pourcentage de matiére séche contenue dans la poudre atomisée.

Les essais réalisés ont donné des rendements trés différents

suivant le milieu utilisé et sa présence dans le support (Tableau XXIV).

L'analyse de la variance 3 un critdre de classification (Tableau
XXV), réalisée sur les rendements obtenus avec différents milieux, donne
une valeur F hautement significative, ce qui montre que la présence du

milieu dans le support d'atomisation est déterminante sur le rendement.

La comparaison des moyennnes deux 3 deux par le test t de Student
permet d’'établir les conclusions suivantes
- la synthése de quantités importantes de polysaccharides, induite par
le milieu TISWARAN, qu'il est difficile d'éliminer par centrifugation,
diminue le rendement de fagon tré&s significative. Le produit atomisé se
colmatant dans la tour, le taux de récupération de matidre séche est

faible et en moyeune de 21,7%.
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Tableau XX1V

Influence de la présence du milieu de culture dans le support sur le rende-
ment en matiére séche de l'atomisation. Souche Bioprox.

- T . A " S S A T T 0 N e i b A R D M Y - - - -

|  support | 1 | 2 | 3 4 | 5
| Iswaran | Iswaran | TY | TY | H0
lait 10 %|lait 10 %|lait 10%| lait 10 % lait 10 %
sacch.2 % sacch. 2 % sacch. 2 %
e e e R R
Rendement 18 & 34 % 48 % 54 % 60 %
17 % 47 % 55 % 66 %
| | 23 8 | 152,38 | 51 % | 61 % |
29 %
| Moyenne | 21,7% | 34% | 49,1% ]| 53,3% | 62,3% | O

D - 1 . T . S Y, T YW A 2 D D . s W D D A . A W T T S S G T T — o . T W . O W W . - D -

Sacch. : Saccharose

Tableau XXV
Influence de la présence du milieu de culture dans le support sur le rende-

ment en matiére séche de l'atomisation. Souche Bioprox. Analyse de la
variance

- D A s D R - - " - — - T S . b WS L A R A ik D . D Y T o e AN S T A T 0% e e A S T, A e S A S S S S A

|source de variation | degrés de | somme des carrés | carrés | F |
| | liberté | des écarts | moyens | |
S RV S P
P TSR R st |
i e e A

T O > — . = Y . - W S ol s A Sl WU A ST M e S S . S D D SR Y P . L S A A S e S R T e

Comparaison des moyennes par le test t de Student.

moyennes 4 et 5 t = 4,07*
moyennes 3 et 4 t =2,12 NS
moyennes 1 et 3 £ o= 7,77k**
moyennes 1 et 2 t=2,0NS
moyennes 2 et 3 t = 4,6*

ce qui donne :

1=2#3=4%5
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- le milieu TY mannité qui n'induit pas la synthése de polysaccharides
de type '"slime" permet un rendement plus &levé situé entre les valeurs
48% & 55% (53,3% en moyenne).

-~ lorsque le milieu TY est remplacé par de l’eau dans le support, les
rendements sont alors supérieurs et en moyenne de 62,37 (différence

significative avec le milieu TY.)

- 1'addition de saccharose dans le suport ne modifie pas les rendements

en matiére séche de maniére significative.

Un réglage optimal de l'atomiseur, permet d'atteindre un rendement
de matiére séche de 70%Z. Dans nos conditions expérimentales, ce taux
peut difficilement &tre amélioré étant donné que la tour n'est pas
équipée de syst@me de balayage, et il n'est pas possible d'éviter um

colmatage méme faible dans la tour.

2 / INFLUENCE DU SUPPORT D'ATOMISATION SUR LE RENDEMENT EN MATIERE
SECHE.

De méme que la présence du milieu influence le rendement en matiére
séche, on congoit aisément que le support soit déterminant sur le

rendement.

D'une maniére générale, on a noté qu'une viscosité é&levée (amidon,
sorbitol, gomme), la présence de matidres grasses (lait entier, huile de
silicone), diminuent de maniére importante le rendement en matiére
sdche. Pour l'amidon, le sorbitol, le lait entier, le rendement est

inférieur 3 10% (Tableau XXVI).

Les meilleurs rendements en matiére séche ont &té& obtenus avec la
maltodextrine, le lait &crémé additionné ou non de sucres. Ces supports

serviront dans les expérimentations ultérieures.
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Tableau XXVI

Rendementsen matiére séche observés avec différents supports.

| Souche | cB 1809 | 3.2 | 3.32
R Rttt Bt td ety
| support I I |
|| | |

| Inositol 10 % | 48 % | - | -

| sorbitol 10 % [ 10 % | - | -

| Maltodextrine 10 % | 62 % | 60 & | -

| Maltodextrine 10 % + maltose 2 % | - | 43,3 % | -

| Maltodextrine 10 % + saccharose 2 %| - | 23,3 % | -

| Lait écrémé 10 % (TY) | 47 | 50 | - /

| = o e e | =mmmmmmmeeee | =mmmnnne |=mmmmmer (
| Lait écrémé 10 % + | - | 72 | 46 N\ '
| Saccharose 2 % | | |
B | =mmmmmmme | B
| Lait écrémé 10 % + | - | 57 | 45

| saccharose 2 % + | | |

| Huile silicone 0,5 % | | |
e S ] Y
| Lait écrémé 10 % + [ - [ 47 [ 38

| Saccharose 2 § + | | |

| Gomme arabique 1 % I | |
i e B B
| Lait entier i 10 % | - | -

0 A S - — U S T - A . B O D D D D TR R Y e LD A S L D V. W D e P A it S M D T A e A A B T
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I1 / ETUDE DE LA SURVIE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM™ A LA
DESHYDRATATION.

1 / INFLUENCE DU SUPPORT DE DESHYDRATATION.

I1 est difficile de cerner indépendamment des facteurs biologiques,
le r3le protecteur des différents supports. Pour cela, 1l'étude doit 8tre
réalisée sur le méme matériel biologique (méme souche, méme &tat
physiologique), ce qui limite considérablement le nombre d'essais
pouvant &tre réalisés dans chaque expérimentation, la biomasse devant

8tre issue d'une méme culture.

Les &tudes réalisées dans ce sens montrent clairement 1l'importance
de l'agent protecteur (Tableau XXVII).
Les essais préliminaires effectués avec la souche CB1809, indiquent des
écarts de survie de 1 3 10 entre la maltodextrine et l'inositol

employés comme support.

De méme une &tude comparative entre le rdle protecteur des alginates et
le lait écrémé additionné de saccharose, montre des différences
entre les taux de survie de la souche G49 dont 1'ampleur varie d'un
facteur de 1 3 3000.

L'addition de solutés tels que des sucres modifie considérablement 1la

survie de Bradyrhizobium japonicum lors de 1la déshydratation.

Paradoxalement des résultats opposés ont é&té obtenus suivant le
support employé : L'addition de saccharose au lait &crémé améliore
d'un facteur de plus de 20 le taux de survie de la souche 3.2 par
rapport au lait &crémé employé seul comme support ; ce méme sucre
diminue d'un facteur 40 le taux de survie de la souche lorsqu'elle
est atomisée avec la maltodextrine. Dans une moindre mesure on

observe le méme phénoméne avec le maltose.

2 / INFLUENCE DE LA SENSIBILITE DES SOUCHES A LA DESHYDRATATION.

2.1 / Influence de la souche.

Lors de la production d'inoculums dé&shydratés, des taux de survie
tréds différents ont &té observés suivant les souches. Une &tude

comparative entre la survie de la souche 3.2 et de la souche 3.32 montre
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Tableau XXVII

Etude de la survie a la deshydratation des souches 3,2, CB 1809 et Bioprox

atomisées en présence de différents supports.

- S e D S v . D S A e . A S A A Y e S S D A D Y o R U D D A R A S D D A S A A W SO S Y G S W D

| Support |concentration |concentration |Taux de survie]
| |bactérienne/gMS |bactérienne/gMs | en % |
| |avant atomisation|aprés atomisation]| |

l - ————————— | - e e | —— e I ————————————— |

| | Souche 3.2 | | |

| lait | 7,5 . 1010 l 2,5 . 108 | 0,3 % |

| 1ait sacch. | 1,5 . 101! | 1,3 . 1010 | 8,7% |

| lait malt. | 1,4 . 10V] | 5,1 . 107 | 3,6 % |

| MDO | 4,1 . 1010 | 1,7 . 1010 a1 s |

| MDO malt. | 7,3 . 1010 | 1,2 . 107 | 1,6 8 |

| MDO sacch. | 7,4 . 100 | 7,7 . 107 | 0,1 % |
R A B e P2

| | souche CB1809 | | | BU |
|maltodextrine | 4,9 . 10'] | 1,2 .107 | 0,023 8 | |
|maltodextrine | 1,2 . 10'2 | 3,6 . 108 | 0,03 %

| Inositol | 5,9 . 10" | 2,3 . 107 | 0,39 3

|lait &crémé | 5,8 . 101! | 8,6 . 108 | 0,15 %

|===mmmmm e R | ==mmmmmm e | ==mmmmmommo e l

| | Souche BIOPROX | | |
|alginate SG60 | 4,85 . 101! | 3. 108 | 0,06 % |
|alginate SG500 | 1. 1012 | 1,6 . 108 | 0,02 % |
|alginate sG1000| 1,5 . 10! | 3.1 | 0,2 & |

|lait sacch. | 1,6 . 1012 | 6,4 . 1011 | 40 % |

|lait sacch. TY | 2,5 . 10'! | 1,7 . 1011 | 68 3 |

- - . —— . D Y T R LS R My o D U D S T TS O UL L I P S SR S D O G A M R SR AP R S WD PO e S SR T e e i e D G

MDO : Maltodextrine
Sacch.: Saccharose

Malt. : Maltose
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des taux de survie en moyenne dix fois plus élevés pour la souche 3.2.

Les écarts obtenus sont significatifs au seuil o« = 17 (Tableau XXVIII).

2.2 / Influence de 1'dge physiologique des cellules.

Le deuxiéme facteur déterminant de la survie de Bradyrhizobium

japonicum au cours de la dé&shydratation est 1'dge physiologique des
cellules. La dessiccation provoque une mortalité plus importante sur les
cellules en phase exponentielle de croissance que sur les cultures en
phase stationnaire de croissance : la période optimale de déshydratation

se situe 48 heures aprés établissement de la phase stationnaire.

On a noté& pour quelques souches atomisées avec du lait, suivant les
mémes conditions opératoires, des &carts importants. Par exemple, les
taux de survie en phase exponentielle et en phase stationnaire de
croissance sont respectivement de 1% et 18,97 avec 1la souche G49 ; de

0,7% et 3,9% avec la souche 3.32 ; de 2,3% et 40% avec la souche J315.

2.3 / Discussion

La plus grande sensibilité des cellules en phase exponentielle de

croissance a déja été observée avec Rhizobium meliloti (116), ainsi

qu'avec quelques autres microorganismes (8) sans qu'il en soit donné

d'explication.

La synthése d'exopolysaccharides ne semble pas expliquer la
régistance 3 la déshydratation des cellules prélevées en phase
stationnaire de croissance. En effet, ces observations sont valables
aussi bien avec 1les cultures réalisées en milieu YEM et TISWARAN
(synthé@se de polysaccharides) qu'en milieu TYm ol les cellules en sont

dépourvues (131).

Par contre, des investigations récentes montrent que les cellules

de Bradyrhizobium japonicum accumulent de 1l'a—« tréhalose et dans une

moindre mesure du mannitol en quantités importantes (170). Cette
accumulation dépend de la composition du milieu, mais surtout du stade
de croissance de la souche; elle est maximale entre 6 et 8 jours de

culture. L'auteur emet 1l'hypothése que cette accumulation de tré&halose
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Tableau XXVIII

Comparaison des taux de survie des souches 3.2. et 3.32 atomisées dans des
conditions identiques, et tableau d'analyse de la variance.

- . 1m n D G SHD SHR U  A S D  GUD D R T T A A R A S O A B R i s e R 4 o S5 S8 - T

| | Souche 3.2 | T Souche 3.32 | T
| Support |concentration bacté- | concentration bacté- |

| |rienne / gMs | rienne / gMs

| |avant désh. aprés désh.| avant désh. aprés désh.

|-mmmmmmm e B — e B |-

|Lait écrémé 10%| | | | |
|saccharose 2 % |4,3.1012 - 9,3.10'" |21,6 8]4,7.10"% - 2,6.10"" |5,5 %
| TY I I
e Bl il Ittt
|Lait écrémé 10% | |
|saccharose 2 8 [2,1.10'2 - 1,2.10'2 |57,1 3% 1,5.10'3 - 3,4.10" 2,3 8|
|Huile sil. 0,5% | | |

| Ty I I | I

e o ] B

|Lait écrémé 10%] | [ | |
|saccharose 2 & |2,5.10'2 - 7,8.10"] 131,2 %‘4,2.10‘2 - 9,7.10'0 |2,3 3
i | J— | === |
|Lait écrémé 10%| | | | |
|saccharose 2 & |1,5.1012 - 4,3.10"" |28,6 8]7,4.70'2 - 1,1.10"" 1,5 8
|gomme arabiq.1%]
I“““"‘:“""I““““"“‘““"“““I“““I“""““““"“““’I ----- I
|Lait écrémé 10%]| i | | |
|saccharose 2 & |1,1.10"" - 3,1.10%0 |28,2 |2,5.10'% - 6,8.109 |0,3 8
|H20 I

s e i s o s S D S S D S S e D S Sl S D A D D D s S D A P O S R B A AR S S e S S S 7 e 5 S ———

désh. = déshydratation

T = taux de survie en pourcentage
MS = Matiére séche

Arabiqg. = arabique

sil. = gilicone

Tableau d'analyse de la variance.

o e D . S A S e D A S T D 0 A D S . P S S S S L S S e S S S s S R R

| source de variation | degrés de | somme des carrés | carrés | F |
| | liberté | des écarts | moyens | I
D —— sm e e e |
| souche | 1 | 2396,3 | 2396,3 |24,87%*|
|~mmmmmm oo | ~mmmmmneee | <mmmmmmm i e | ~-0eme |
| variation résiduelle | 8 | 770,7 | 96,3 | |
e B
| ToTAUX | 9 | 3167,0 | | |

o e o . o0 e e o o e S S Sl U S < R e e 4 P i S R L VA S S P S e D 4 T S Y O L D S DD T L T T T R S D S R 08 i 2 8 S5

F]_a/2=14‘,7}a=1%
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pourrait 8tre en rapport avec la tolérance des espéces de Rhizobium 3 1la
dessiccation, toutes les espéces en accumulant en quantités variables.
Le tréhalose est accumulé chez de nombreux champignons inférieurs, dans

les formes sporulées (Phycomyces, Dictyostellum, levure de boulangerie)

qui peuvent se conserver en 1l'é&tat déshydraté pendant de nombreuses
années sans perte de viabilité (176). I1 est é&galement accumulé par des
cyanobactéries en réaction 3 leur exposition 3 des milieux hypertoniques
(113).

D'autre part, Crowe et al (34) ont montré en prenant des modéles de
la membrane plasmique, que le tréhalose est un agent stabilisateur des
membranes lipidiques qui subissent une dé&shydratation compléte. L'é&tude
est réalisée avec des membranes artificielles & base de
phosphatidylcholine, dans lesquelles sont incluses des ATPases activées
par le Calcium. 11 est montré que 1'é&limination de l'eau des membranes
phospholipidiques normalement hydratées, provoque la formation de
liaisons de type Van der Walls entre les chaines hydrocarbondes ; les
lipides se '"figent" et la température de transition de phase est
augmentée. Au cours de cette transition de phase, les protéines
intramembranaires sont exclues des cristaux. A la réhydratation, les
vésicules membranaires montrent des dommages morphologiques et une
redistribution des protéines dont les propriétéds de transport sont
perdues. Lorsque les mémes membranes sont additionnées de tré&halose, les
lipides ne subissent pas de gélification, et les membranes sont intactes
aprés déshydratation. L'addition de tréhalose 3d 207%, proportion
rencontrée chez les microorganismes anhydrobiotiques, donne aux
phospholipides déshydratés des propriétés physiques identiques 3 celles
des phospholipides normalement hydratés. L'auteur montre par des é&tudes
complémentaires, que 1le tréhalose agit en &tablissant des 1liaisons
hydrogéne avec les groupements phosphates des t&tes polaires
lipidiques ; ceci a pour effet d'écarter les chaines hydrocarbonées et
de prévenir les phénoménes de transition de phase, né&fastes au maintien
de 1'intégrité membranaire. Le tré&halose a de fait un comportement
identique 3 celui des molécules d'eau dans le maintien de la structure
membranaire en double couche. Cette propriété n'est pas partagée par

tous les hydrates de carbone.
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Cette particularité du tréhalose pourrait trouver confirmation dans
les travaux de Mignier et Jung (91, 92, 124). Ces auteurs obtiennent une
excellente conservation 3 différentes humidités relatives d'un inoculum
déshydraté de Rhizobiums 3 base de gomme =xanthane et de farine de
caroubier additionné de tréhalose ou de sorbitol ; les vingt autres

solutés donnent de moins bons résultats.

I1 serait trés intéressant d'approfondir ces investigations au
niveau cellulaire. La recherche d'accumulation de saccharides eﬁ de
polyols, pourrait permettre d'établir des relations avec 1l'aptitude des
souches 3 survivre lors de la déshydratation. L'étude des fractions
membranaires des cellules, et de leur comportement 3 la déshydrataton en
présence de tels métabolites, serait intéressante & mener pour

comprendre le mécanisme protecteur de certaines substances.
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ETUDE DE LA CONSERVATION DES CELLULES DESHYDRATEES.

-~

Cette partie de 1l'&tude consiste 3 déterminer les paramétres

optimaux de conservation des cellules dé&shydratées de Bradyrhizobium

japonicum. A cette fin, le r8le du support, de la température, de

1'atmosphére et de 1'humidité relative de conservation ont &té &tudiés.

ESSAIS PRELIMINATIRES.

Lors des essais préliminaires réalisés sur les cellules de 1la
souche CB 1809 issues d'un méme fermenteur (milieu TY), la conservation
des cellules atomisées avec trois supports différents a &té suivie. Les
inoculats déshydratés sont conservés en 1'état, sous vide partiel, &
4°C. Pour des populations initiales de méme ordre de grandeur, la survie
3 100 jours est trés différente suivant les supports. Les concentrations
bact&riennes initiales et finales (exprimées en log) sont respectivement
de 9,8 & 5,6 pour 1l'inositol, de 8,9 & 6,4 pour le lait, de 8,56 & 2 pour

la maltodextrine.

En utilisant les mémes modalités de conservation, on a noté que,
pour les inoculums destinés aux parcelles expérimentales et réalisés par
atomisation en présence de lait é&crémé ou de maltodextrine, 1la
population bactérienne se stabilise au bout d'un an, & une valeur

approximative de 5 avec le lait, entre 2 et 4 avec la maltodextrine.

Des numérations de contrdle effectuées sur divers inoculats, ont
montré des courbes de perte de viabilitéd de type allométrique,
exponentiel ou 1linéaire suivant 1les supports et les modalités de
conservation. Le premier type, se traduit par une perte de viabilité
importante en début de stockage ; la population se stabilise par la
suite. Dans le deuxiéme cas, la mortalité est moins forte en début de
stockage, mais se prolonge sur de plus longues périodes ; la courbe de
survie est légérement décroissante tout au long de 1la période de
stockage. Pour le modéle linéaire, la perte de viabilité par unité de

temps est constante.
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Pour toutes les expérimentations effectuées, les mémes conventions
seront adoptées ; on notera
Y = concentration bactérienne exprimée en logarithme décimal du nombre

de Bradyrhizobium japonicum par gramme de matiére séche.

X = nombre de jours.

I1 / INFLUENCE DE L'ATMOSPHERE DE CONSERVATION ET DU MILIEU DE
CULTURE SUR LA VIABILITE DES INOCULUMS.

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL.

Certains auteurs attribuent 3 la présence de polysaccharides
bactériens, un rdle de protection vis & vis des phénoménes de
déshydratation rencontrés dans le sol par les Rhizobiums (99, 189). Afin
de mettre en évidence leur influence, des cultures de la souche G49 ont
6té atomisées aprds concentration et addition de lait écrémé (107%) et de
saccharose (2%). Les milieux TY et ISWARAN dont elles sont issues, ont
8té utilisés afin de déceler éventuellement une incidence de la présence
d'exopolysaccharides bactériens synthétisés dans le milieu ISWARAN. Les
milieux de cultures sont é&liminés par centrifugation. Dans le cas du
milieu ISWARAN, 50 ml de polysaccharides bactériens sont maintenus dans

la suspension 3 atomiser (soit 20% du volume).

Les inoculats ainsi produits, sont conservés, sous vide partiel,
sous azote ou sous air 3 4°C. A intervalles de temps réguliers, des
numérations sont effectuées sur 100 mg de poudre, afin d'estimer 1la
perte de viabilité des inoculats pour les différentes modalités de
conservation. Les résultats nous ont permis d'établir les é&quations de
régression relatives 3 chaque cas (Tableaux XXIX 3 XXXI - Figures 14 3
17).

2 / INCIDENCE DU MILIEU D'ORIGINE DE LA CULTURE.

En comparant deux & deux, par le test t de Student, les
coefficients de régression relatifs aux courbes de survie sous une
atmosphére donnée, on note pour chacune des modalités de conservation
que les coefficients de régression sont &gaux deux 4 deux, au seuil

a = 5% (Tableaux XXX & XXXI).
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Figure 14
Courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes atmosphéres de

conservation (air, vide partiel, azote) 3 4°C. Cultures réalisées en
milieu TY ; support d’atomisation : lait (10 Z), saccharose (2 Z).

® &i gl “m SOuUs gzois ‘A S0US vide pariield
Y : Population bactérienne exprimée en log.
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Figure 15

Courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes atmosphéres de
conservation (air, vide partiel, azote) 3 4°C. Cultures réalisées en
milieu ISWARAN ; support d'atomisation : lait (10 %), saccharose (2 %).
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Figure 16

Modélisation des courbes de survie de la souche 3.55 sous différentes

atmosphéres de conservation (air, vide partiel, azote) 3 4°C. Cultures
réalisées en milieu TY ; support d'atomisation : lait (10 Z), saccharose
(2 2).

Aspus vide partiel

Figure 17

Modélisation des courbes de survie de la souche 3.55 sgusodifférentes
atmosphéres de conservation (air, vide partiel, azote) i 4°C. Cultures

réalisées en milieu ISWARAN ; support d'atomisatiom: 1lait (10 Z),
saccharose (2 Z).

sous azofe = i
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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 (x)~0,0444
coefficient de corrélation : r = 0,937
Test de signification du coefficient de régression

. = S G T S e 4 D ST T e W o M e D M Y R U G i VAL Al A 4 i A Y R e S S M S Sl A D D S G T S S e s S, S Y i S e G o

|Source de variation|degrés de|somme des carrés| carrés moyens | F
| | liberté |des écarts |

| m=emmm e e | e | oo e - -—— [ === l
6,496 . 1073 6,496 . 10”3

|1a régression

|
| |
|Ecart par rapport 3| 4 | 9,079 . 1074 2,270 . 1074
| |
| l
l l

Milieu ISWARAN - Conservation sous vide

équation de régression : Y = 8,95 (x)~0,0481
coefficient de corrélation : r = 0,967
Test de signification du coefficient de régression

T e e . . 0o TR " . 4 0 P S P R Al S e M M A N TR S P S e S i e e o A 4 A e . L AP R S U A A T T S Y

|Source de variation|degrés de|somme des carrés| carrés moyens | F |
| | liberté |des écarts | | |

l -----..-..---_--.._-_-I P I U, l - e i l —————————

|Régression | 1 | 7,61 . 1073 | 7,61 . 1073 | 58,09%* |
P o |+ lommm e e e | -=ntmoee |
|Ecart par rapport a| 4 | 5,24 . 1074 | 1,31 . 1074 | |
|la régression | | | | |
| ==mmmm e | =mmmm e e | ==
| TOTAUX | 5 | 8,13 . 1073 | |

A 1 42 " . M Sl ) 2 e A e D D, T M A R, S 4 . S S S Tl Y s e il N e " S D T S e o Sl e Sl D i, WD MR M o e i N i Y e . A o e e o S Y M O W S O

Test de Hartley d'égalité des variances relatives aux 4 régressions des
tableaux XXIX et XXX

Hops = 4,45 HO,QS = 20,6
L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.

Test d'égalité des coefficients de régression

t1-ayz = 2,306 tops = 00355 a=54%

obs

L'hypothése d'égalité des coefficients est acceptée au seuil @ =5 %
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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 (x)~0,0556
coefficient de corrélation : r 0,919
Test de signification du coefficient de régression

" - A o Yy ", > W T B A P B A el P s e D A s M P> Y P P AT S A e S B e et

Source de variation|degrés de|somme des carrés| carrés moyens | F
| liberté |des écarts |

P L I B

Régression | 1 | 0,01017 | 0,01017 | 21,6%

|
|
I
|
Sl ) It ] e ] Il
|
|
I
I

|Ecart par rapport aj 4 | 0,00188 | 0,00047 |
la régression | I | i

___-_--___-__-__-__|_--____-_l----------------'_--__----_--__-_-___--_--_

| ToTAUX 1 5 | 0,0120 |

A i s o e v P oy S el S A R D S S T e R e S L R Y Y N e (N AR S e - - - o - -

Milieu TY - Conservation sous vide

équation de régression : Y = 8,66 (X)'O'0485
coefficient de corrélation : r 0,877
Test de signification du coefficient de régression

" —— — - . - " S S~ o o —— - o " > S .y o S ‘gt . e o o

|Source de variation|degrés de|somme des carrés| carrés moyens | F

| | liberté |des écarts | |
P —— B |~ e |
|Régression | 1 | 0,0077 | 0,0077 | 58,09%+*

|---_---------_-_--_|_--___---l___----_--____--l---_---_-_---__-I__-____--

|Ecart par rapport 3| 4 | 0,00233 | 5,82.107%4 |
|la régression | | | |

| TOTAUX I 5 | 0,0100 | |
Test d'égalité des coefficients des régressions relatives aux conservations
sous vide et sous azote.

obs = 0,397 a =513

L'hypothese d'égalité des coefficients est acceptée au seuil @ = 5 %

Test d'égalité des coefficients de régression entre les milieux TY et
ISWARAN : conservation sous vide.

t1- g2 = 2,306 topg = 000245 @=5%

obs

L'hypothése d'égalité des coefficients est acceptée au seuil @ = 5 %
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Aucune différence n'a pu étre mise en évidence entre les courbes de
survie des inoculums produits avec les cellules issues des deux milieux
de culture ; la synthése de polysaccharides bactériens dans le milieu

ISWARAN ne protége pas les cellules déshydratées.

D'autres essais réalisés avec la souche G49, montreraient méme un
effet défavorable, sur la conservation des cellules déshydratées, de
leur présence en quantités importantes dans le support d'atomisation
(Tableau XXX bis). Dans ces essais la totalité des polysaccharides est
gardée dans le support d'atomisation. Les résultats des numérations
montrent une mortalité& plus importante au cours du temps, dans les
inoculums contenant des quantités importantes de polysaccharides. Ces
résultats ne sont pas forcément en contradiction avec les observations
réalisées dans le sol. En effet dans 1le sol, 1la présence de ces
polysaccharides trés hygroscopiques peut limiter les transferts de 1l'eau
et éviter la dessiccation des cellules (29, 98, 99, 112, 189). Leur
présence dans un inoculum fortement déshydraté maintiendrait 3 l'inverse
des quantités d'eau trop &levées pour inhiber le fonctionnement
enzymatique des cellules, condition nécessaire au maintien de leur

intégrité fonctionnelle (15, 87, 1ll6, 118, 124, 187, 188).

3 / INCIDENCE DE L'ATMOSPHERE DE CONSERVATION.

Suivant 1'atmosphere de conservation, les courbes de survie des
inoculums de 1la souche G49 décrits en 1 s'établissent suivant des

modéles de régression différents.

- sous azote et sous vide, les modéles de régression se rapprochant le
plus de 1l'observation sont de type allométrique Y + a . xb (Tableaux
XXIX & XXX). Pour chaque milieu, les coefficients de régression relatifs
aux deux modalités de conservation ont é&té comparés deux d deux par le
test t de Student. L'hypothése d'égalité des coefficients est acceptée
au seuil &« = 5%.

La comparaison de ces deux modes de conservation a également é&té
réalisée avec les souches 3.2 et 3.32 (Tableaux XXXII & XXXIII). La
réalisation des tests de Student <conclut, dans chacune des
expérimentations, 3 1'égalité des coefficients de régression estimés des

courbes de survie.



- -106~

Tableau XXX bis
Comparaison de 1'é&volution des concentratioms bactériennes au cours du
temps, d'inoculums de 1la souche Bioprox confectionnés avec ou sans
polysaccharides bactériens.

! t ! !

milieu de! support 1% volumétrique !concentration bactérienne aprés!
culture ! d'atomisation !de polysaccharides! ! ! 225 a 250 !
! !dans le support !initiale !30 jours ! jours !

! ! ! ! ! !

! ! ! ! ! !

ISWARAN ! Lait + sacch. ! 20% ! 8,8 ! 7,5 f 6,8 !
ISWARAN ! Lait + sacch. ! 807 ! 9,9 ! 6,0 ! 3,2 !
ISWARAN ! Lait + kaoli. ! 50% ! 10,8 ! 6,2 ! 3,5 !
TY ! Lait + kaoli. ! 0% ! 8,8 ! 6,6 ! 3,8 !

! + sacch. ! ! ! ! !
TY ! Lait + sacch. ! 0% I 8,3 ' 7,8 ! 6,5 !
TY ! Lait ! 0% ro10,1 ! 7,0 ! 5,0 A4

! ! | ! ! e

sacch. : saccharose

kaoli. : kaolinite
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Tableau XXXI

Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de 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

i > S o S T U T ST e T S e M e (e e S T N o S N S i i S T AN e A T M S S S ST A A e Y S W S S G D PP D G e ek (o A S A R

| Source de variation | degrés de | somme des carrés | carrés | F |
liberté | des écarts moyens |
O ] FEA e
| Régression | 1 | 5,88 | 5,88 | 103,8%* |
--------------------------------- e T IR PR
Ecart par rapport a 3 | 0,16995 0,05665 |
| la régression | | | | |
--------------------------------- sl I FE
TOTAUX 4 i 6,05 RN
________________________________________ i e e e e i 2 e i o o 2 . o o o om T T L
CUE
\Ni/
Milieu TYm
équation de régression : Y =28,16 - 0,0548 X
coefficient de corrélation : r = 0,996
Test de signification du coefficient de régression
| Source de variation | degrés de | somme des carrés | carrés | F |
- | liberté | des écarts | moyens | |
—————————————————————— e ) Py E
| Régression | 1 | 9,604 | 9,604 |396,86%%*|
—————————————————————— e e S ) [N R
Ecart par rapport a | 3 | 0,0726 | 0,00242] |
| 1a régression | | | | |
e e L ] [y
TOTAUX | 4 | 9,677 | | |
Test égalité des variances
Hopg = 2/341  a =53 Hy_q = 15,4

L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.

Test d'égalité des coefficients de régression

1o o 2 = 2,447 @ =5%
tobs = 0,086
L'hypothése d'égalité des coefficients de régression entre les courbes

de survie des inoculats issus des milieux TYm et ISWARAN conservés sous air
est acceptée.
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Tableau XXXII

Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de la

souche 3.32. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote
Inoculum atomise avec du lait + saccharose

Sous vide
équation de régression

: T = 10,43 (xy~ 9.0866
coefficient de corrélation :

0,94

"o
[l

| source de variation degrés de | somme des carrés

l l l
| | liberté | des écarts | |
D T [eact | <= [ | ~mmmmee |
| Régression | 1 | 0,0231 | |
P T R |~ | ~=remeen | ~=mmmmes |
| Ecart par rapport a | 3 | 0,0033 | |
| la régression | | | |
|~mmmm o | ~-mmmmm e T | |
| ToTAUX | 4 | 0,0264

Sous azote

éguation de régression : ¥ =

coefficient de corrélation : r = 0,98

| Source de variation | degrés de | somme des carrés | carrés | F |
| | liberté des écarts | moyens |
|~ e R e |
| Régression | 1 | 0,0223 | 0,0223 | 43,7*

P B | ==tommm e |
| Ecart par rapport a | 2 0,00102 | 0,00051 |
| la régression | | | | |
[ |~ ] B |
| | 3 0,0233 | |

e s e o > o T - " . S . —— . T S - ——— - ——— - - — - - —

Test de Hartley d'égalité des variances

H = 2,59 H0'95 = 9,60

obs

L'hypothése d'égalité des variances est acceptée

Test de Student d'égalité des coefficients de régression

tObS = 0'184 NS a=5% t1 _a/z = 2,571
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Tableau XXXIII

Etude des coefficients de régression des courbes de conservation de 1la
souche 3.2. Comparaison entre conservation sous vide et sous azote
Inoculum atomise avec du lait + saccharose

Sous vide

équation de régression : Y = 11,89 (x)- 90,0993

coefficient de corrélation : r = 0,987

| Source de variation | degrés de | somme des carrés | carrés | F

liberté des écarts moyens

| Régression | 1 | 0,0295 | 0,0295 | 77,63* |
............................................ - —— _--.._--....‘
Ecart par rapport a 2 0,00076 0,00038 i

| la régression | | | | |
.................................................................... ‘
TOTAUX 3 0,0303 |

s S s . > ot A S s " . Y " 4 " S " S S . S Y S S . D G S A i T O T Y A S A s - - " -

Sous azote

équation de régression = 11,88 (x)~ 09,0730

coefficient de corrélation r = 0,982

| Source de variation | degrés de | somme des carrés | carrés | F |
| | liberté | des écarts | moyens | |
| <mmmmmeee e s B e
| Régression | 1 | 0,0159 | 0,0159 | 56,79* |
|~ ee e D S SR |-mmmeee [ |
| Ecart par rapport a | 2 | 0,00056 | 0,00028] |
| la régression | | | | |
B |~-mmmeene |-=mmmmmm ] EEEEE |
| | 3 l 0,0165 I | |

Test de Student d'égalité des coefficients de régression

tops = 1+77 NS @=5% €1 —gs2 = 2,776
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Ces résultats montrent que conservation sous azote et sous vide
sont é&quivalentes pour 1le maintien des potentialités vitales des

inoculums.

- le cas le plus défavorable 3 la survie de Bradyrhizobium japonicum est

le cas de la conservation sous air. La concentration bactérienne suit
une régression linéaire décroissante en fonction du temps ; on ne
retrouve plus de bactéries aprés 150 jours de comservation (Figures 14 3
17, Tableau XXXI).

Etant donnée 1'influence néfaste de 1l'oxygéne sur la conservation
des inoculums dé&shydratés, d'autres essais ont &té réalisés afin
d'essayer d'améliorer 1la conservation des inoculums en présence
d'oxygéne. L' expérimentation est réalisée avec la souche 3.2 et avec la
souche 3.32. Des inoculums a base de lait &crémé et de saccharose ont
été produits. Les cellules sont reprises dans l'eau pour 1'inoculum
témoin et maintenues dans le milieu de culture TYm pour les trois
autres. De l'huile de silicone ou de la gomme arabique sont additionnées
dans deux concentrés cellulaires. Chacun des inoculums produits est
conservé sous azote et sous air, 3 4°C 3 une humidité relative proche de

0 par addition de silicagel.

Les résultats des numérations de cellules viables (Figure 18)
montrent que
- la souche 3.32 a une mortalité plus forte que la souche 3.2 quelles

que soient les modalités de dé&shydratation et de couservation.

- La présence du milieu TYm dans le support d'atomisation favorise la
survie des cellules déshydratées pour les deux modalités de

stockage.

~ Dans ces conditions de production et de stockage la longévité des
inoculums est largement supérieure 4 150 jours en présence
d'oxygéne, mais la concentration bactérienne ne reste 3 un niveau
acceptable aprds cette période que dans le cas de 12 souche 3.2. On
ne peut cependant savoir si cette forte augmentation de la période
de survie des bactéries est imputable aux supports employés ou & la

conservation & faible humidité relative. Ce paramétre sera &tudié

ultérieurement.
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Figure 18
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- L' effet de la présence d'oxygéne reste marqué, les concentrations
bactériennes é&tant environ 10 fois plus faibles quand les inoculums

sont conservés sous air.

~ L'emploi d'un additif tel que 1l'huile de silicone semble protéger les
cellules déshydratées, les concentrations cellulaires des inoculums
hconservés sous air sont en effet les plus fortes pour ce type
d'inoculum. La période d'observation n'est cependant pas assez

longue pour mettre en &vidence les différences significatives.

En tout &tat de cause, la conservation en présence d’air qui est la
solution la plus simple, reste 3 déconseiller pour de longues périodes
de stockage ; il semble difficile de supprimer les effets indésirables

de 1l'oxygéne par des techniques simples.

III / ETUDE DE LA VIABILITE DES INOCULUMS EN CONSERVATION A
DIFFERENTES HUMIDITES RELATIVES.

1 / INFLUENCE DE L'HUMIDITE RELATIVE DE CONSERVATION.

Des inoculats des souches 3.2 et 3.32 ont &té& obtenus par
atomisation de concentrés cellulaires additionnés de 1lait et de
saccharose. A la sortie de l1l'atomiseur, les poudres sont 3 une ay, située
entre 0,2 et 0,4. Des fractions de poudre de 100 mg environ sont
réparties en tubes (50 x 10mm) et placées dans des enceintes &

différentes ag.

Pour une a, donnée, les &chantillons sont placés soit directement
sous azote, soit exposés préalablement 3 un vide partiel pendant 24
heures puis placés sous azote, afin d'obtenir une mise 3 1'équilibre

rapide de 1'échantillon.

Des numérations de cellules viables® sont effectuées 3 intervalles
de temps réguliers sur ces é&chantillons, afin d'é&tudier 1l'influence de

1l'humidité relative de conservation sur la survie de Bradyrhizobium

japonicum.
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1.1 / Etude de la perte de viabilité d'inoculums de la souche 3.32

conservés 3 différentes humidités relatives 3 20°C.

L' expérimentation a &té renouvelée 3 deux reprises. Un mutant
résistant 4 la streptomycine a &té& employé afin de faciliter le repérage

de la souche 3.32. Les inoculums sont conservés i 20°C.

La premiére expérimentation a &été effectu@e sur un inoculum d'une

concentration de 3,4.109 Bradyrhizobiums par gramme (soit Y = 9,5). Les

résultats des dénombrements de cellules viables sont récapitulés dans la

figure 19.

-

Les modéles de régression correspondant le mieux 3 1'observation
ont &té recherchés. Les courbes les mieux ajustées s'établissent suivant

des modéles allométriques: Y = a . xP (Tableau XXXIV)

Les tests d'égalité des coefficients de régression par le test t de
Student donnent les résultats suivants pour la premiére

expérimentation :

- Les régressions relatives aux a, 0,0 - 0,11 et 0,23 doivent &tre
considérées comme identiques, les différences n'é&tant pas
significatives. De méme'les coefficients de régression relatifs aux
a, 0,43 - 0,75 et 0,86 ne sont pas significativement différents.
Par contre, entre les a, 0,23 et 0,43 les valeurs de tops. Sont
respectivement de 6,292%%* gprés vide partiel et de 2,894% pour les
&chantillons conservés sous azote. Les résultats des numérations
sont donc significativement différents entre les &chantillons
conservés 3 faible a, (<0,23) et les &chantillons conservés i des
a,, plus élevées, les faibles a, &tant les plus favorables 3 la

survie (figures 19 & 20).

- La mise 3 1l'équilibre rapide par 1'établissement d'un vide partiel
pendant 24 heures avant conservation sous azote, ne modifie pas

significativement, les taux de survie de Bradyrhizobium japonicum

dans 1'inoculum.
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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 conservationm,

3 20°cC.
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Figure 20
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La deuxidme expérimentation (Figure 21) a é&té réalisée sur un
inoculum d'une concentration de 9,6.1010 Bradyrhizobiums par gramme

(soit Y = 11).

Les modéles de régression sont allométriques pour les faibles a,

exponentiels pour les a, élevées Y = a . bX et dans un cas (a, 0,86) on
observe une décroissance linéaire Y = a - b . X (Tableau XXXV & Figure

22).

La compararaison des coefficients de régression par le test t de

Student permet de tirer les conclusions suivantes :

- les a, 0,0 - 0,11 et 0,23 sont les plus favorables 4 la conservation
de 1'inoculum.

Dans cette expérimentation, il est possible de mettre en

évidence des différences significatives entre les a, 0,1l et 0,23,

l'a, 0,11 étant meilleure. (comparaison des a, 0,11 et 0,23 aprés

mise 3 1'&quilibre sous vide : t = 2,661%).

obs.

I1 existe également une différence significative (tobs.

2,674*%) entre les coefficients de régression relatifs aux a, 0,0
et 0,11 aprds mise 3 1'équilibre sous vide partiel, alors que les
coefficients de régression estimés relatifs 3 ces mémes a, et
obs. 1,016N8).

On note é&galement, que les ré&sultats des numérations effectuées

stockage sous azote sont égaux au seuil « = 57 (t

sur les &chantillons conservés d a, = 0,0 sont différents au seuil
« = 0,1%, suivant que la mise 3 1l'&quilibre soit effectuée sous

azote ou sous vide (t 11,3%*%*%), Ces résultats montrent

obs.
clairement qu'une déshydratation poussée et obtenue rapidement est
néfaste 34 un maintien fonctionnel des cellules sur de longues
périodes. Ces résultats ne sont pas nécessairement en
contradiction avec les précédents, car une moins bonne adé&quation
des modéles de régression 3 l'observation suffit a4 diminuer la

sensibilité des tests.

- Aux a_, &levées, il y a réhydratation des poudres dont la valeur d'a,

se situe entre 0,2 et 0,4 34 la sortie de l'atomiseur.

P

Les comparaisons des deux modalités de conservation ont &té

-

effectuées. La mise 3 1l'équilibre rapide se révéle &tre néfaste a
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|a, de con- | équation de régression | coefficient de | Résultat de test de signi- |Intervalle de confiance |

| servation | | corrélation | fication du coefficient de | des coefficients de |
| | | | régression ; F | régression, a=51% |
el et Bl I B
| Mise & 1'équilibre sous azote |
| 0,0 | Y =11 (x)~ 0,1045 | 0,948 | 35,5%* | b+ 0,0486 |
| 0,1 | Y = 11,3 (x)~ 0,1013 | 0,987 | 152,65 %* | b+ 0,0228 |
| 0,23 | Y= 9,9 (0,9897)% | 0,960 | 47,0%% | b+ 0,0044 |
| 0,43 | Y= 9,6 (0,9745)% | 0,976 | 82,0%* | b+ 0,0075 |
| 0,75 | Y = 11,1 (0,9730)% | 0,994 | 308, 1%%* | b+ 0,0050 |
| 0,86 [ Y = 10,3 -~ 0,3887.X% | 0,986 | 108,0%* | b+ 0,1975 |
et
Mise a 1'équilibre sous vide partiel
q .
| 0,0 | Y = 11,2 (x)- 0,1787 | 0,981 | 103,9%* | b+ 0,0486 |
|  o,11 | Y = 11,3 (x)- 0,1420 | 0,984 | 123, 3%*x | b+ 0,0358 i
| 0,23 | Y = 11,9 (x) - 0,2120 | 0,977 | 85,0%* | b+ 0,0636 |
| 0,43 | Y= 9,3 (0,9665)X | 0,975 | 78,1%* | b+ 0,0122 |
| 0,75 | Y = 11,6 (0,9397)X | 0,998 | 808 ,5x** |} b+ 0,0078 ]
| 0,86 | Y = 11,8 (0,9177)X | 0,997 | 589, 6%k * | b+ 0,0142 |
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Test d'égalité des variances par le test de Hartley : régressions allométriques Hops = 7+86
régressions exponentielles Hghg = 27,75 ; Hg g5 = 29,5
L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.

Tableau XXXV
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de la souche 3.32 & différentes humiditds relatives de
conservation. Population initiale ¥ = 11,0

-811-
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Figure 21
Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.32 de comcentration
initiale Y = 11, pour différentes humidités relatives de conservation, 3
20°C.
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Figure 22
Modélisation de la perte de viabilit& d'um inoculum de la souche 3.32 de
concentration initiale Y = 11, pour différentes humidit&s relatives de
conservation, 3 20°C.
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la survie des cellules (par exemple: comparaison des coefficients

de régression pour la valeur d'a, 0,75 : t = 7,266%%%),

obs.

En outre, la survie des cellules varie significativement pour les
différentes valeurs d'a, :

Aprés mise 3 1'&quilibre sous vide partiel, les pertes de
viabilité sont différentes entre les a, 0,43 et 0,75 (t
4,349%%) et entre les a, 0,75 et 0,86 (t,,g, = 5,089%%).

Sous azote, les a, 0,43 et 0,75 sont &quivalentes et l'aw

obs.

0,75 permet une meilleure survie que 1l'a, 0,86.

Cette é&tude montre que les faibles a,, sont nécessaires d la survie

des cellules de Bradyrhizobium japonicum dans 1'inoculum et qu'il est

indispensable d'éviter une réhumidification de la poudre obtenue par
atomisation, par exposition & des humidités relatives supérieures 3 23%.
Cependant, 3 une température de 20°C, la viabilité de 1'inoculum baisse
rapidement, ce qui compromet la longévité de 1l'inoculum. Cette mortalité
importante est peut &tre d'autant plus marquée que la souche 3.32 est
trés sensible 34 la déshydratation comme cela a &té &tudié (§II.3). Pour
confirmer ou non les résultats obtenus, la méme expérimentation est donc
recommencée avec la souche 3.2 3 deux températures de conservation : 2°C

et 20°C.

1.2 / Conservation d'inoculums de la souche 3.2.

Un mutant de la souche 3.2 résistant 3 la streptomycine a &té
employé. Aprés atomisation, les inoculums sont répartis en tube comme
précedemmment et transférés dans les enceintes 3 différentes humidités
relatives. Les &chantillons sont placés sous azote, soit directement

solt aprés &tablissement d'un vide partiel pendant 24 heures.

1.2.1 / Etude de la perte de viabilité d’'un inoculum de la souche

3.2 conservé 3 différentes humidités relatives i 20°C.

~

L'expérimentation réalisée 3 20°C est effectude sur un inoculum

d'une concentration de 5.10%1 Bradyrhizobium japonicum par gramme
(y = 11,7).
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Tableau XXXVIL
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de 1la
souche 3.2 3 différentes humidités relatives de conservation, 3 20°C.
Population initiale Y = 11,7

] [ ! ! ! !
! lcoefficient!résultat test!intervalle!nombre !
a léquation de régression !corrélation!signification!confiance !de jours!
!
!

w ! ! lde b; «=5%lod Y<9 !
! ! ! ! !

mise 3 1'équilibre et conservation sous azote.

! ! {

! !
0,0 1Y =11,9 * (x)70:06% i 0,982 ! 108,8%%% b + 0,0186! 54 !
0,115 Y= 12,1 * (x)70»10%7 ; 0,973 : 70 ,94%% b i_0,0350§ P
! ! !
0,231 ¥ = 12,2 * (x)70-1480 L 0,974 : 74 ,40%% . i.0,0477% g8 1
! ! ! ! !
0,431 Y = 11,4 = 0,2758 * X I 0,999 ! 1824,5%* Ib 1_0,0208% 9
! ! ! ! !
0,751 ¥ = 11,3 - 0,2169 * X ! 0,996 ! 366,0%* b+ 0,0313! 11 !
i ! ! ! ! !
0,861 ¥ = 11,3 - 0,3400 * X | 0,997 [ 305,9%% b+ 0,0539! 7 %
I ! ! 1 !
Témoin! Y = 10,9 - 0,1548 * X I 0,992 1  245,9%k* Ip 3_0,02755 12 /B )
! ! ! ! | T 4
mise ail'équilibre sous vide eé conservatién sous azote . . ‘<Qfﬁv
! | ! ! ! ! !
0,0 1y =12,8%(x)700M88 1 5927 1 24,5% b+ 0,0836! 11 !
! ! ! ! ! L
0111 v = 12,2 % (M4 1 5968 1 59,10%%  Ib + 0,04131 14 !
f ! ! ! ! {
0,231 Y = 10,6 * (0,9894)% 1 0,977 {  85,07%* %b 1_0,0033% 15 1
! ! !
o,43§ Y= 10,1 * (0,9642)X 1 0,979 1t 91,9% b+ 0,0105! 3 !
i ! ! ! ! !
0,751 ¥ = 10,8 * (0,9647)% 1 0,991 I 220,9%%% Ib+ 0,0067! 5 !
f I ! { ! !
0,861 ¥ = 10,8 - 0,2315 * X { 0,983 I 118,2%% b+ 0,06831 8 !
! ! 1 ! !
Nemoin! ¥ = 11,8 * (0,9695)% 1 0,055 1 41,5% b+ 0,01331 9 !
! !

! ! ! !
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Figure 23

Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentration
initiale Y = 11,7, pour différentes humidités relatives de

conservation, 3 20°C.
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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, 3 20°C.
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Les valeurs des numérations bactériennes apparaissent dans les
figures 23. Les modéles de régression les mieux adaptés 3 l'observation
ont &té recherchés. Ils sont de type allométrique pour les faibles a_,

exponentiel ou linéaire pour les a, élevées et pour le témoin (Tableau

XXXVI & Figure 24).

Les régressions relatives aux faibles a; qui sont les plus
favorables 3 la conservation, ont &té& comparées entre elles:
~ aprés mise 3 1'équilibre sous azote, l'aw 0,0 permet une conservation
meilleure que 1l'a, 0,11 (t,,g.= 4,006**), elle méme supérieure i
l'aW 0,2 (tobs.= 3,145%), les coefficients de régression é&tant

significativement différents.

- aprds mise 3 1'équilibre sous vide, les coefficients dé.régression
obs.= 1,602N8), l'a,
0,23 est plus défavorable & 1la conservation de 1'inoculum

= 6,206%%%),

estimés pour les a, 0,0 et 0,11 sont é&gaux (t

(comparaison des a, 0,11 et 0,23 : t o,

- La comparaison des deux modalités de conservation pour les trés
faibles a,, donne les résultats suivants . A une ay, de 0,0, la mise
obs.= 4,067*%) que la

mise 3 l'equilibre sous vide, alors qu'd une a, de 0,11, les

d 1'équilibre sous azote est plus favorable (t

différences entre les deux modalités de conservation n'existent pas

(tops.= 0,737NS).

Les résultats aboutissent aux mémes conclusions que dans le cas de
la souche 3.32; une déshydratation poussée est nécessaire 3 une longue
viabilité de 1'inoculum, mais la rapidité de cette opération conditionne

la survie des cellules de Bradyrhizobium japonicum, une mise &

1'équilibre lente étant souhaitable.

Aux a_ élevées, 1'a, 0,75 permet une meilleure conservation que les
a, 0,43 et 0,86, valeur 3 laquelle se développent de trds nombreux
contaminants fongiques. La comparaison des résultats obtenus pour les
trois valeurs d'aw aprés mise d 1'8quilibre sous azote souligne des
différences significatives (a, 0,43 & 0,75 : t = 4,517%*% ; a, 0,75 &

0,86 : ¢ 6,253%%%),

obs.

obs.™
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Avec la souche 3.2, il est possible de maintenir la population de
1l'inoculum au dessus de 102 bactéries pendant un mois et demi pour une
modalité de conservation. Il serait trés intéressant d'améliorer 1la
longévité de 1l'inoculum par stockage 3 des températures plus basses.
Aussi la méme expérimentation a &té& renouvelée en plagant les

-

échantillons 3 une température de 2°C.

1.2.2 / Etude de la wviabilité d'un inoculum de la souche 3.2

conservé 3 différentes humidités relatives 3 2°C.

-~

L'expérimentation réalisée 3 2°C utilise un inoculum d'une concen-

tration de 6,3.1010 Bradyrhizobium japonicum par gramme (Y = 10,8).

-

Les mod&les correspondant le mieux 3 l'observation sont de type
exponentiel. Les coefficients de régression estimés sont hautement

significatifs (Tableau XXXVII).

La comparaison des différents coefficients de régression permet de
tirer les conclusions suivantes :
- Sous azote 1les a, inférieures a 0,23 induisent des mortalités
obs.= 2,138N8 ; et
des a, 0,11 & 0,23 : t .= 0,0NS). Pour ces valeurs d'aw, la

identiques : (comparaison des a, 0,0 & 0,11 : ¢t

population bactérienne peut &tre maintenue au dessus de 102

bactéries / gramme pendant plus de trois mois.

-~ Aprés mise a 1'équilibre sous vide, les a, 0,11 et 0,23 sont
&quivalentes alors qu'il apparait des différences trés
obs.= 27 ,8%*%), De 1la

méme manidre les deux modalités de conservation sont différentes 3

significatives entre les a, 0,0 et 0,11 (t
a, 0,0 (tgpg.= 15,57**%*). 1I1 est encore montré qu'une
déshydratation rapide et compléte est néfaste & la survie de

Bradyrhizobium japonicum.

~

- Les a, &levées sont défavorables 3 la survie de la souche. Les tests
soulignent des différences hautement significatives entre les
conservations des cellules aux a, 0,23 et 0,43 ; sous azote on

obtient une valeur t 15,8%**, Toutefois 4 2°C, la conservation

S."
4 des humidités relatives supérieures 3 0,23, permet un maintien
d'une viabilité é&levée (109 bactéries / gramme) pendant un peu plus

d'un mois.
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Tableau XXXVIIL
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un inoculum de 1la
souche 3.2 3 différentes humidités relatives de conservation, 3 2°C.
Population initiale Y = 10,8

! ! ! !
fcoefficient!résultat testl!intervalle !nombre

v ! ! tde b; «=5% !od Y<9

! ! !

!

!
!
a léquation de régression !corrélation!signification!confiance !de jours
!
1

mise 3 1'équilibre et conservation sous azote

! !

!

{
0,0 ; Y = 10,5 * (0,99896)X % 0,965 i 81,46%%% ib + 0,00027! 163
0,11; Y = 10,8 * (0,99876)X i 0,983 ; 176,87 %** ib 1_0,000225 146
O,23§ Y = 10,8 * (0,99867)x i 0,964 § 65,20%%* ib 1_0,00041§ 137
{ {
0,43; Y = 10,9 * (0,99444)X i 0,988 ; 212 ,5%%* ib t_0,00lOOi 35
0,75; Y = 10,7 * (0,99678)X ; 0,984 ; 121 ,2%%* Eb :_0,00077; 54
0,86% Y = 10,6 * (0,99481)x ; 0,983 % 114 ,83% ;b :.0,00123; 32
Témoin; Y= 10,9 * (0,99736)X i 0,987 ; 224 9%k ;b 1.0,00046§ 75
1 1 1
mise 5.1'équ111bre sous vide ei conservati&n sous azote . .
! ! ! ! !
0,0 ' Y=10,9 * (0,99763)X ! 0,998 1 1386 ,7%%%* b + 0,00014! 80
O,lli Y = 10,7 * (0,99928)x ; 0,977 E 126 ,1%%* éb 3_0,000145 240
0,23§ Y =10,8 * (0,99881)X ; 0,991 i 334 ,2%%* %b 1_0,000145 154
{
0,43§ Y =11,0 * (0,99442)X ; 0,989 ; 223 ,0%*%*% %b 1_0,00098% 35
t
0,75i Y = 10,5 * (0,99677)X ; 0,973 ; 70 ,8%%* ;b 1_0,00098i 49
0,86§ Y = 10,6 * (0,99495)X i 0,980 ; 95,1%*% ib i,0’00123§ 32
Témoin; Y = 10,9 * (0,99664)X i 0,998 i 1202 ,4%%%* ib :.0,00026i 56
! ! ~

! !

1

* tegst de Hartley d'égalité des variances.

12 populations, 6 degrés de liberté.

SCE y.x max
Hobs = =7,13 ; H = 20,7
SCE y.x min 0,95

L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.
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Figure 25
Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de conceatration
pour différemtes humidités relatives de

Y = 10,8,

initiale
conservation, i 2°C.
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Figure 26

Modélisation de la perte de viabilité d'

2 de

un inoculum de la souche 3
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- Des trois valeurs d'aw, la valeur de 0,75 est la plus favorable 3 1la
survie de la souche. Par exemple, la comparaison des coefficients
de régression obtenus pour les différentes valeurs d'a

w 2preés mise

-~

4 1l'équilibre sous azote donne les valeurs suivantes : tobs.=
3,971%* pour les a, 0,43 & 0,75 ; t,pg,= 3,498%* pour les a, 0,75 &
0,86. D'autre part, il n'y a pas d'incidence de la modalité de mise
4 1’équilibre sur la conservation des cellules pour cette gamme

d'humidités relatives.

En conclusion, ces travaux ont montré qu'une déshydratation poussée est

nécessaire i une longue viabilité de 1l'inoculum, mais la rapidité de

cette opération conditionne la survie des cellules de Bradyrhizobium

japonicum, une mise 3 1'équilibre lente &tant souhaitable. On note
cependant un comportement différent des deux souches au regard des
faibles a;,; ; la souche 3.32 survit mieux & ume a, de 0,11, alors que la
souche 3.2 a une mortalité plus faible 3 une a, de 0,03. La souche 3.32

est plus sensible que la souche 3.2 3 un état de déshydratation extréme.

1.3 / Discussion.

L'observation des courbes de conservation Y en fonction de 1l'ay
(Figures 19 3 26) montre des courbes dé&croissantes dans une premiére
phase juqu'a 1l'a, 0,43. L'a, 0,75 permet en général une longévité
supérieure 3 1'aW 0,43, alors qu'd une a, de 0,86, la longévité de

1'inoculum est plus aléatoire.

La concentration bactérienne Y exprimée en logarithme n'est donc
pas une fonction décroissante monotone de 1'aw. Ces changements en
apparence anormaux de la survie des cellules, peuvent souvent &tre
expliqués par les propriétés particulidres de l'eau et 1'état de 1l'eau

dans le produit.

Une des techniques qdi permet de mettre en &vidence l'état de l'eau
dans un produit, consiste ad &tablir ses isothermes de sorption. Les
produits alimentaires ont en général des courbes sigmoides (Figure 27)
qui. possédent deux points d'inflexion (13, 15, 31, 166, 184).

- le premier point d'inflexion : point BET d'aprés la théorie de

Brunauer (23).
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Figure 27

Isotherme d'adsorption d'un inoculum déshydraté 3 base de lait &crémé
additionné de saccharose.

quantité d'eau
dans 1'inoculum
(g d'eau/100g d'inoculum)

114

104

g8 - POINT BET

ZONE DE CONDENSATION
CAPTLLAIRE.

' ? [ ' !

0,0 0,11 0,23 0,43 0,75 0,86 a
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- le deuxidme point d'inflexion : zone de "condensation capillaire".

D'aprés la théorie de Brunauer, Emmet & Teller (23) rapportée par
Bouldoires (15), elles s'interpré&tent de la fagon suivante :
~ en degd du point BET, 1'eau contenue dans les é&chantillons est de
l'eau fortement 1liée par liaisons hydrogéne avec des groupes
polaires spécifiques (-OH ; -NH2 ; =CO0) ou des liaisons
peptidiques, et assurant entre autre, la conformation des

macromolécules organiques (proteines, phospholipides, ...).

- Le premier changement de pente au point BET correspond & une
couverture monomoléculaire d'eau, tous les sites polaires

hydrophiles formant des liaisons hydrogéne avec 1l'eau.

- entre les deux points d'inflexion, la courbe est linéaire ; une partie
de l'eau est faiblement 1liée. Pauling emet 1'hypothése d'un
empilement succéssif de molécules d'eau sur cette premidre couche
(15, 142). L'eau interagit avec le produit principalement par des
forces électrostatiques (groupements ioniques type =CO0~ et -Ng3* H

groupements polaires type -SH).

- le second changement de pente, correspond 3 la 2zone dite de
"condensation capillaire" oG apparait 1l'eau congelable, libre
d'interactions avec le substrat. Seule l'eau libre est utilisable
par les microorganismes, et mobilisable pour la solvatation des

ionse.

Les travaux réalisés en levurerie industrielle sur les applications
de la RMN aux &tudes de déshydratation de la levure (130) montrent un
équilibre entre les trois é&tats. Aux faibles teneurs en eau,
1'élimination de 1l'eau faiblement 1iée induirait wun passage d'une
fraction de 1l'eau fortement 1liée 3 un état d'eau faiblement 1lide (19,
20, 130).

Les isothermes d'adsorption d'un inoculum de la souche 3.2 atomisée
avec du lait additionné de saccharose montrent deux points d'inflexion
le premier se situe 3 une valeur inférieure 3 0,11, le deuxiéme entre
0,43 et 0,75.
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Les données théoriques et expérimentales concernant 1'état de l'eau

et les réactions connues responsables de la dégradation des produits

alimentaires déshydratés, nous aménent 3 formuler 1les hypothéses

suivantes quant aux relations qui pourraient exister entre les courbes

de survie obtenues avec Bradyrhizobium japonicum et les différentes

valeurs d'aW :

- En

- Le

dessous du point BET, il y aurait passage d'une partie de l'eau de
constitution & un é&tat faiblement 1i&, ce qui causerait des
dommages s&véres sur une fraction des cellules, dommages d'autant
plus sévéres que la vitesse de dé&shydratation est &levée (27, 118).
Ceci pourrait expliquer 1la viabilité moindre des inoculums,

observée aprés déshydratation rapide sous a, 0,0.

point BET situé entre les a, 0,0 et 0,11 correspondrait 3 1'état de
déshydratation optimal garantissant 1'intégrité fonctionnelle des
cellules sans qu'il y ait une quantité d'eau suffisante pour
permettre le fonctionnement enzymatique. Cette valeur d'aw

permettrait donc le taux de survie le plus élevé.

- Dans les produits alimentaires déshydratés certaines réactions se

- La

manifestent aux humidités relatives intermédiaires. L'eau
faiblement liée léve 1l'inhibition de certains enzymes qui conduit 3
des altérations cellulaires (27, 87, 116, 187) , de méme les
réactions de Maillard sont possibles et aboutissent & une
dégradation de 1'A.D.N. ; des fréquences de mutation spontanées
élevées ont été reportées (116, 186, 188). Entre les deux valeurs
seuils de l'aw, l'eau est trés réactive, la mortalité est une
fonction croissante de l'a,. Elle serait la plus forte au deuxilme
point d'inflexion (situé entre 0,43 et 0,75) qui pourrait
correspondre au point de mobilisation du saccharose (0,53), les
produits cristallisés absorbant des quantités d'eau trés

-

importantes dés lors qu'ils commencent 3 se solubiliser.

présence d'eau libre congelable au deld du deuxiéme point
d'inflexion, permettrait 3 certaines cellules de retrouver leur
intégrité physique ce qui expliquerait, la longévité& accrue, bien
que relativement faible de 1l'inoculum. Aux a, supérieures & 0,86,

la conservation devient mauvaise, car 3d ce faible niveau de
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déshydratation, de trés nombreux contaminants fongiques se

développent.

Nos résultats ainsi que ceux antérieurs de Mary concernant 1la

déshydratation de cellules libres de Rhizobium meliloti (116, 118)

cadrent assez bien avec cette hypothése. En effet, il observe un effet
néfaste des déshydratations rapides, l'exposition des cellules 3 a, 0,0
aboutissant 3 une mauvaise conservation de Rhizobium. Les a, 0,23 et
0,43 permettent de maintenir les cellules en vie plus longtemps, alors
que 1'aW 0,66 voit un déclin trés rapide de la viabilité cellulaire et
une forte augmentation de fréquence d'apparition de mutants spontanés.
Lors d'une étude sur le statut de l'eau dans les cellules de Rhizobium,
Bushby & Marshall (27) montrent que la zone de "condensation capillaire"
se situe entre les valeurs d'aw 0,6 et 0,7 pour des cellules de
Rhizobium déshydratées sans support. Dans ce cas, l'aw 0,66 pourrait
8tre proche de 1la wvaleur correspondant 3 1la zone de condensation
capillaire. Les a supérieures permettent des taux de survie plus

élevés.

11 serait tré@s interessant de pouvoir mettre en é&vidence 1l'état de
l'eau dans les inoculums secs ainsi que dans les cellules déshydratés
sans aucun support par des techniques de RMN et de deutériation de l'eau
(15, 19, 20, 27), afin d'étayer ou d'infirmer cette hypoth&se. De méme
1l'étude des fractions membranaires suggérée en §SA.IL.3 devrait
éventuellement permettre de mettre en &vidence le rdle protecteur du
saccharose et de déterminer le soluté 1le plus compatible avec le

maintien de 1l'intégrité cellulaire.

2 / COMPARAISON DE LA VIABILITE D'UN INOCULUM DE LA SOUCHE 3.2 A
FAIBLE Ay, ET DIFFERENTES TEMPERATURES DE CONSERVATION.

L'inoculum utilis& dans 1'&tude précédente d'une concentration
bactérienne de 5.1011 bactéries / gramme a servi dans cette
expérimentation. L'effet de trois températures de conservation (-20°C,

2°C et 20°C), sur la survie de Bradyrhizobium japonicum a é&té &tudié.

Les échantillons sont conditionnés sous azote 3 a,; 0,0 et 0,11.
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Les modéles obtenus sont de type exponentiel, et les coefficients
de régression estimés hautement significatifs. La comparaison des
coefficients de régression donne les résultats suivants (Tableau XXXVIIL
& Figure 28)

- A a, 0,0 comme 3 a, 0,1, la longévité de 1'inoculum est supérieure 3

-20°C qu'a 2°C, elle-méme supérieure 3 celle observée 3 20°C.

- La température de conservation détermine pour une large part 1la
longévité de 1'inoculum. Ainsi 1l'estimation de la période (nombre de
jours) pendant laquelle il est possible de maintenir une population Y>9
varie respectivement pour les a 0,0 & 0,11, et pour chaque température
de 386 et 508 jours & =20°C, 146 et 240 jours 3 2°C, 61 et 52 jours &
20°C. Ces observations rejoignent les conclusions des &tudes menées sur
1l'incidence des temp&ratures sur la survie de Rhizobium dans divers
inoculats (1, 102, 125, 165).

Ces &tudes ont permis de mettre en &vidence, les paramétres dont
1'influence est déterminante sur la longévité de 1l'inoculunm.
- De m@me que les souches ont des taux de survie trés différents lors de
la déshydratation, les souches n'ont pas la méme aptitude 3 survivre
dans un é&tat déshydraté. La souche 3.32 présente une mortalité beaucoup
plus forte que 1la souche 3.2 pour des modalités de conservation
identiques. Elle est en outre, beaucoup plus sensible 3 la présence

d'oxygéne.

- Les faibles humidités relatives de conservation sont nécessaires. Il
serait en outre souhaitable de conserver les inoculums & Dbasse
température, et dans des emballages hermétiques qui permettraient un

stockage des cellules 34 1'abris de 1l'oxygéne et de l'humidité.

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 0.

Afin d'individualiser, 1'influence du support sur la conservation
des cellules déshydratées, les paramétres de conservation sont
identiques pour tous les inoculats :

- température : 2°C
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Tableau XXXVIII
Etude et modélisation de la perte de viabilité d'un ifnoculum de 1la
souche 3.2 3 différentes températures de conservation et faible humidité
relative. Population initiale Y = 10,8.

! ! ! ! ! !

a_ ! lcoefficient!résultat test!intervalle !nombre !
tempé-léquation de régression !corrélation!signification!confiance !de jours!
rature! ! ! 'de b; «=5% !od ¥Y<9 !
! ! ! ! ! !

! ! ! ! ! !

0,0 'Y =10,7 * (0,99956)x ! 0,977 ! 128 ,6%%% I'b + 0,00004! 386 !
-20°C ! ! I ! ! !
0,0} Y=10,5* (0,99896)X ! 0,983 ! 81,46%%% b + 0,00009! 146 !

+ 2°C ! ! ! v ! !
0,0 'Y =10,7 * (0,99676)X ! 0,997 ! 1210,1*** b + 0,00009! 52 !
+20°C ! ! ! ! !
! ! ! ! i !

! ! ! ! ! !

0,11' Y = 10,7 * (0,99965)X ! 0,987 ! 234 ,3%** b + 0,00002! 508 !
-20°C ! ! ! ! ! !
0,11t Y = 10,7 * (0,99928)X ! 0,977 ! 176 ,9%** b + 0,00006! 240 !

+ 2°C ! ! ! ! ! !
0,11t Y = 10,6 * (0,99692)X ! 0,995 ! 598,85%* v + 0,00012! 61 !
+20°C ! ! T ! ! !
! ! ! I

/

! !

\‘

i

* test de Hartley d'égalité des variances.

6 populations, 6 degrés de liberté.

SCE y.x max
Hobs = =94 ; H
SCE y.x min 0,95

= 13,7

L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.

* Comparaisons des coefficients de régression par le test t de Student.

a 0,0 ; =20°C & a_ 0,0 ; +2°C tobs = 7,538%%*%
a 0,0 ; +2°C & a 0,0 ; +20°C t = 22 ,853%%%
W obs.

aW 0,11; =20°C & aw 0,11; +2°C tobs = 14,208%%%*
aw 0,11; +2°C & aw 0,11; +20°C tobs. = 17,859%%%
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Figure 28

Etude de la survie d'un inoculum de la souche 3.2 de concentration
initiale Y = 11,7, &d faible humidité relative pour différentes

températures de conservatiom.
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- conservation sous azote
- humidité relative proche de O obtenue par addition de silicagel dans

1'enceinte de conservation de 1'inoculum.

La maltodextrine et le lait &crémé sont utilisés comme supports

d'atomisation 3 une concentration de 10%; ils sont employés soit seuls,

soit additionnés de maltose ou de saccharose 3 2%.

3.1 / Résultats.

Les courbes de survie représentant les résultats des numérations
sont regroupées dans la figure 29. Les mod&les de régression sont de
type exponentiel (Tableau XXXIX, figure 30). La comparaison des
coefficients de régression par l'analyse de la variance et la recherche
de la plus petite amplitude significative par la méthode de Newman et

Keuls (37, 129) permettent d’établir les conclusions suivantes.

La présence de saccharose ou de maltose qui influence fortement le
taux de survie au moment de la dé&shydration, conditionne é&galement la
conservation des cellules déshydratées, les coefficients de régression
étant significativement différents. On observe ainsi, que le saccharose
et dans une moindre mesure le maltose, favorisent la conservation des
cellules déshydratées en présence de lait, alors qu'ils défavorisent i

1’inverse celle des cellules déshydratées avec la maltodextrine.

L'interprétation de ces résultats paradoxaux est délicate. Aucune
corrélation n'a pu &tre mise en &vidence entre la quantité totale d’eau
retenue dans les échantillons, déterminée par &tuvage (3 110°C, 24

heures) et la survie de Bradyrhizobium japonicum puisque pour les deux

supports &tudiés, l'addition de saccharose et 3 un moindre degré de
maltose augmente la teneur en eau résiduelle des é&chantillons (Voir
figure 31). Mignier et Jung (124) suggérent un rdle dé&terminant du
nombre de carbones, du groupe fonctionnel et du point de mobilisation de
la molécule. Cependant, les numérations de cellules viables réalisées
sur les inoculums montrent que 1'influence des solutés sur la survie est
inversée suivant qu'ils sont ajoutés au lait ou 3 la maltodextrine. Ces

observations nous aménent 3 rechercher d'autres hypothéses susceptibles
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Tableau XXXIX

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium japonicum dans des

inoculums additionnés de deux sucres différents.

!
!

N°Ech.!équation de régression

!

estimée

!

lcoefficient! résultat du
test de

!

!

de

!

!

!
:

!

1

fintervalle
fconfiance
lcorrélation!signification!de b; «=5%

St aw new Sl e S Sy Sow Sy bw bew b b Sew

Y

=7,9

9,6
=10,1
=10,1
= 9,3

=7,7

* (0,99799)%

*

*

*

*

*

(0,99895)%

€0,99974)%

(0,90757)X

(0,99644)%

(0,99601)%

!
I
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

0,970
0,959
0,826
0,993
0,996

0,989

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
i
!

!

L R B i

80,61%%% b + 0,00057!
57,16%%  1Ib i_o,ooo35§
10,76% :b :.o,ooozoi
334 ,40%%* ;b i_o,ooo34§

228,25%%% Ib + 0,00068!

4

I

!

. s
688,65%%* b + 0,00035(

!

Les numéros des &chantillons correspondent aux supports suivants

leceensesoslait écrémé

2e0easseeslait écréme + maltose
Jeeeessseslait 8crémé + saccharose

Aeosoeseso.maltodextrine
Scesesessemaltodextrine + maltose
Beessssesamaltodextrine + saccharose

(S

* Comparaison des coefficients de régression par l'amalyse de la variance

test de parallélisme.

! ! ! [
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés !

I liberté ! des écarts ! moyens ! ¥

! ! ! !

! ! i |
régression linéaire ! ! ! !
moyenne ! 1 ! 0,19322 1 0,19322 1!

! ! ! !
non parallélisme ! 5 ! 0,26063 ! 0,05213 1263,2%%%*

! ! ! !
écarts par rapport ! 30 ! 0,00593 ! 0,00020 !
aux régressions ! I ! !

! ! ! !

! !

TOTAUX ! 36 ! 0,26656

! !

G vem bty by G Gy G ey e Gemy sy Sew b b S

-
-

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.
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Figures 29 et 30

Etude de la survie de la souche 3.2 3 faible humidité relative et 2°C
dans des inoculums 3 base de maltodextrine ou de lait &crémé, additionnés
ou non de saccharose ou de maltose.
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Tableau XL

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des inoculums additionnés de deux
sucres différents.

* Calcul de la plus petite amplitude significative.

La plus petite amplitude significative est, pour un niveau de
signification «, 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 : ql_u.\/CMr/n

soit pour « = 1 7% et pour

2 populationSeseessssss: 0,0207
3 populationSeceessesss: 0,0237
4 populationS.seeesessss 0,0255
5 populationSeesecesscss: 0,0269
6 populationS.csecscsses: 0,0279

* Comparaison des régressions

BU

Litte
! !

nb populations ! comparaison ! résultat !
comparées. ! ! !
} § '
! ! !
i ¥ = v ] v v ]
6 ! Y 6. * 0,0279 = 0,7876 < ¥ 1. ! Y 6. <Y 1. !

v T = v v P
5 ; Y 1.t 0,0269 = 0,8619 < Y 4. : Y 1. <Y 4. :

i v - v Py = v!
2 ; Y 1.t 0,0207 = 0,8557 > ¥ 5. 5 Y 1. Y 5. :

v = v v v
4 : Y 5.+ 0,0255 = 0,8804 < Y A. : Y., <Y 4. i

kv = kL) v V!
3 ; h4 4. T 0,0237 = 0,9480 < Y 3. : Y 4. <Y 3. i

2 = T2, v v
2 ; Y, 0,0207 = 0,9450 < Y 9. 5 ', <Y 7. :
¥ v = ' ] ¥ v ¥
2 ; Y 5.+ 0,0207 = 0,968l < Y 3. ! Y 9. <Y 3. ;

Les moyennes Y'. sont respectivement 2 (log Y.)/n

La comparaison des moyennes commence par la valeur 1a plus faible.

— — o pa— — —

L ’ A 1 1 1
. . Y's, 4. Y. s,

0,7597 0,8350 0,8549 0,9243 0,9474 0,9952

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 4 la
maltodextrine additionnée de maltose sont identiques sur 1la période
considérée.



-142-

d'expliquer l'incidence des solutés sur la survie des inoculums 3 trés

faible humidité relative.

Une explication probable de ces phénoménes peut venir de 1l'analyse
des courbes d'adsorption des inoculats et des propriétés de l'eau dans

les &chantillons déshydratés (Figure 31) :

La réalisation des isothermes d'adsorption, a permis de déterminer
les teneurs en eau obtenues i une a, de 0,03, correspondant a4 1'é&tat
d'hydratation des inoculums tels qu'ils ont &té conservés. Les
échantillons se situent 3 un état de déshydratation situé en dessous du
point BET, puisque le point d'inflexion se situe entre 1'aw de

l'enceinte et la valeur 0,11.

La méme hypothése que précedemment sera admise et notamment qu'd un
niveau de déshydratation &levé, situé en dessous du point BET, il y a
passage d'une fraction de 1'eau fortement liée 3 un état faiblement 1lié.
Les isothermes d'adsorption entre les deux points d'inflexion sont 3 peu
prés linéaires. éi, en prolongeant cette portion de droite, qui
correspond 3 1l'adsorption d'eau faiblement 1i&e, jusqu'd la valeur
d'aW 0, une quantité d'eau importante par rapport au point théorique de
cette droite est perdue dans nos conditions de comservation, on admettra
qu'une quantité voisine d'eau fortement liée est &liminée du produit.
Dans le cas de matériel vivant, & une perte d'eau de constitution
&levée, correspondent des altérations cellulaires importantes entrainant

éventuellement la mort des cellules.

Avec la maltodextrine, les quantités d’'eau &€liminées par rapport 3
ce point théorique ainsi dé&fini, sont dans un ordre croissant obtenues
pour la maltodextrine seule, la maltodextrine + maltose, 1la
maltodextrine + saccharose; Dans le cas du lait écrémé, elles sont
obtenues avec le lait + saccharose, le lait + maltose et le lait. Dans
le cadre de notre étude, cette hypothése, pourrait expliquer valablement

l'incidence de telles substances sur 1la survie de Bradyrhizobium

japonicum. Cette hypothése n'exclut pas le r3le de la nature des groupes
fonctionnels et de la structure de ces oses (34, 124), car ces

paramétres sont déterminants des propriétés thermodynamiques du produit.
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Figure 31

Isotiiermes d'adsorption des inoculats 3 base de maltodextrinme et de
lait ; Q : quantité d'eau retenue dans les inoculats (g d'eau/100g
d'inoculum).

* igothermes d'adsorption des inoculats 3 base de maltodextrine.
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Des &tudes physiques de RMN et 1l'emploi d’eau deutériée pour mettre
en é&vidence les passages d'eau d'un é&tat 3 1l'autre seraient
intéressantes 3 mener pour confirmer ou non la relation entre survie et

cartactéristiques thermodynamiques du produit.

CONCLUSION.

L'étude des paramétres de déshydratation nous a permis de mettre en
évidence une sensibilité variable des souches, ainsi que 1l'influence
déterminante de 1l'age physiologique des cellules sur le taux de survie
lors de 1la dessiccation. La synthése en quantités importantes
d'exopolysaccharides bactériens n'est par contre pas responsable de la
tolérance élevée des cellules en fin de phase exponentielle. Dans les
conditions optimales, il est possible d'obtenir des poudres déshydratées

contenant plus de 1011 bactéries par gramme.

Les facteurs aboutissant 3 la dé&térioration de 1l'inoculum en
conservation sont nombreux. La survie des cellules est altérée par la
présence d'oxygéne, et par des modifications de l'environnement physique
(température et humidité relative). La conservation 4 basse température
est 8 préférer, les températures é&levées accélérant le processus de
détérioration de 1l'inoculum. L'influence de 1l'humidité& relative sur 1la
conservation des cellules déshydratées est dE&terminante mais les
relations entre cette derniére et la survie des cellules est
complexe. L'a, imposée par l'enceinte interviendrait principalement en
modifiant la disponibilité& de 1l'eau dans l'inoculum. Une dé&shydratation

extr@me est favorable 3 1la survie de Bradyrhizobium japonicum bien

qu'une mise 3 1'équilibre rapide soit nocive. Par contre, 1l'eau
faiblement liée est trés réactive et une augmentation de l'aw au deld de
0,11 provoque une mortalité croissante. Les valeurs d'a, supérieures &
0,75 ol l'eau libre est présente sont en général plus favorables qu'une
valeur de 0,43. La protection des Rhizobiums par différentes substances
serait liée aux interactions support-cellules dépendant de la nature du
produit et aux modifications de la disponibilité de 1l'eau au voisinage
des cellules imposées par leur présence. Dans nos expérimentatioms, les
inoculums 3 base de lait &crémé additionné de saccharose permettent 1la
survie la plus importante, et pour une conservation 3 2°C et 3 une

humidité relative inférieure & 23% l1la population excéde 107 bactéries

pendant plus de 4 mois en moyenne pour la souche 3.2.
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Cette partie du travail a pour but de procéder 3 une préinoculation

des semences de soja par bactérisation et enrobage des graines.

-

Les expérimentations visent donc 3 sélectionner et &tudier :
- un ou plusieurs agents adhésifs favorisant la survie de la bactérie
sur la graine.
~ les paramétres de conservation permettant une survie optimale.
- les modalités de bactérisation : 1l'influence de 1l'inoculum employé
lors de 1l'application des Rhizobiums est &tudiée (tourbe, concentré

cellulaire).

"SCREENING"™ DES AGENTS COLLANTS.

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL.

Des produits de différentes natures ont été& utilisés :

eau (témoin)

= saccharose

- substances huileuses (Tween, Rhodorsil, Gensil 420)

- gommes (gomme de guar, gomme arabique)

- alginates (Satialgine S 550, d'une viscositéd de 400-750 cPo et
Satialgine S 1100, d'une viscosit& de 1000-1200 cPo)

- hydroxypropylméthylcellulose (H.P.M.C)(Pharmacoat 606)

Les dérivés de 1la cellulose, les alginates, sont employés
classiquement pour les enrobages industriels (pharmacie notamment). Les
huiles de silicone ainsi que le Tween 80 entrent fréquemment dans 1la
formulation des enrobages en tant que plastifiants. Les gommes sont
d'excellents hydrorétenteurs et cette propriété pourrait &tre
intéressante pour prévenir les Rhizobiums d'une déshydratation

rapide néfaste 3 leur survie.

Les échantillons sont préparés suivant le protocole décrit dans
Matériels et Méthodes. Les quantités des différents constituants sont
200g de graines, 2 3 5 ml d'agent collant et 2 g d'inoculum tourbe

(Bioprox). Les graines enrobées sont conservées sous air, en chambre
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froide 3 6°C. Des numérations des cellules viables sont effectuées 3

intervalles de temps réguliers avec milieu sélectif.

Deux expérimentations ont &té& menées indépendamment, 1'une avec
1'inoculum tourbe, l'autre avec le méme inoculum additionné de carbonate
de calcium. Ce dernier est souvent employé& pour neutraliser les tourbes
destinées i la confection d'inoculums. Il pourrait en outre servir 3 la
réticulation d'un enrobage 3 base d'alginate appliqué sur 1'inoculum
tourbe ; la réticulation en gel est obtenue par é&change des ions Cat+ et

H+, au sein d'une solution d'alginate alcalin.

Mugnier et Jung (124), soulignent en effet 1'interé&t des alginates,
pour la protection des Rhizobiums et d'autres bactéries, lors de la
déshydratation ; ils permettent de méme, de diminuer la mortalité
induite par une réhydratation rapide. Aussi, & titre comparatif, des

enrobages i base d'alginate ont &té confectionnés.

2 / RESULTATS.

2.1 / Enrobages réalisés avec la tourbe seule.

2.1.1 / Modélisation des courbes de survie.

Les résultats des numérations des cellules viables sont récapitulés
dans le tableau XLI. La premidre observation, est que cette fagon simple
de procéder permet de maintenir dans certains cas une population
bactérienne &gale ou supérieure aux normes (105 Rhizobiums/graine),
pendant plus de 7 mois. Le but poursuivi dans cette é&tude, est de
sélectionner par l'analyse des résultats des numérations, les substances

permettant une longévité maximale des cellules de Bradyrhizobium

japonicum.

Les modé&les de régression relatifs aux courbes de perte de
viabilité ont &té recherchés. Ils sont de type exponentiel :

log Y=a+b*XouY=A4%BX avec A =102 et B = 10° (Tableau XLII).

Aprds vérification de 1'égalité& des variances, les coefficients de

régression obtenus sont soumis au test de parallélisme par l'analyse de
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Tableau XLI

enrobages réalisés avec la tourbe

"Screening" des agents collants

seule. Etude de la survie de Bradyrhizobium japonicum sur la graine,

conservation 3 + 6°C

Durée de stockage en jours.

- e s s My ey

Numéro et nature
1'enrobage.

1 210

! 69

22 29 43

15

~ T A

[= ¢ o] — [Ta

- - - - £y

B S — u
St Nt
~~ i ~~

O vy 0 o~

LY L) L) L) L)

[TaliTe! ooy \©
A ~

- - .\h el .

NaJiVe) halisal o~

- o o =~ -

[TalTal [aa s} O
~r ~
) ~ ~

o0 O 3 O ~

- = -~ o~ -

[TaliTe} [salaa! O
Nt S

il i

O\ O\ O 0 N

o« S -

N [3a Msa] e
~r ~

\h i ) ~~ )

N O N O =

P PR -

[Ta N [Sa B0 4 Y]
St N

— e e ey wme e e -
~ ~

—~ O v N ~

-~ n - & -~

O WO < O
Nt o

-~ .\h il

oo o0 & 0

- L) L) -~ L)

(e Ja\o] g O
ot SN

g

o]

(3]

Cal

v

Q wi

o0 4]

= @

2 o

()]

o 3 o)

L} = <

—: (9] o

Y (6,6)! (6,5)F (6,5) (6,4)! (6,4)) (6,3)! (6,2) (5,5)!

Rhodorsil

!

2,7 !

t
}

¥

4,8 1

Bevaloid 6675 ! (5,6)! (5,5)! (5,3)! (5,2)! (5,1)! (4,8)! (4,4)! (2,7)!

4,8

!
!

! !
5,6 ! '

!.

!

4,3

5,1

5,3

huile silicone! 5,9

4

!

5,2 !

' 6,0 1 5,8 !

6,0

6,0 !
P (6,3) (6,2) (6,2)F (6,1)! (6,1)! (6,0)! (5,9)! (5,1)!

6,6 ! 6,3t 6,1

}

o
o

saccharose 25

5

TN
N
i

}
!

6,2! 5,9t 6,0t 581! 5,71 5,11
Y (6,2) (6,2)) (6,1)F (6,1) (6,0)! (6,00t (5,8)! (5,0)!

6,4 !

!
}

uy
¥}
—
o >
=
B ~—t
o B
o I~
b0
IKe)
m 0
/2]
O
oo &>
O

i -

}

5,5 1!

6,8 ! 6,6 !

b 6,5 !

6,5

6,7 ' 6,7} 6,6}

!

H.POM.C. 10 z

7

Pharmacoat 606! (6,8)! (6,7)! (6,7)! (6,6)! (6,6)! (6,5)! (6,4)! (5,6)!

¥
!

!

!
5,61 5,41

}
!

!
'

!
!

}
!

!
6,2 !

H
!

4,7

5,7 ¢ 5,8
Satialgine 550! (5,9)! (5,8)! (5,8)! (5,8)! (5,7)! (5,6)t (5,4)! (4,6)!

5,7

6,0

alginate 1 %

8

!

5,0 !

!

6,0 !

!

5,9 !

} !

!

6,2 1

'
!

!
!

5,8

!

6,1

}

6,5 6,1

alginate 1 %

Satialginell00! (6,3)! (6,2)! (6,2)! (6,1)! (6,1)! (6,0)! (5,8)! (5,0)!

!

5,6 !

}

6,3 !

§

6,8 !

}
!

7,0 !
Y (7,00 (6,9)F (6,9)! (6,8)! (6,8)! (6,7)! (6,5)! (5,6)!

}
6,8 1

}
}

H !
gomme arabique! !

30 %

6,7

7,0

7,0

10

!

s entre

z

timés sont not

Les valeurs calculées par les modéles de régression es

parenthéses.

Les résultats des numérations sont exprimés en logarithme décimal.
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Tableau XLII

"Screening" des agents collants : enrobages ré&alisés avec la tourbe
seule. Modélisation, recherche des modéles de régression.

!
!

I

! !

! fcoefficientirésultat test!intervalle!nombre
N°Ech.!équation de régression !corrélation!signification!confiance !de jours!
'de b; «=5%!ol Y<5

!

! !

! !

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
5 !
!
!
!
!
!
!
!
!
!
10 !
H

]

!

! !

: !
6,1 * (0,9989)% 1 0,952 I  58,60%%*
4,4 * (0,9932)% § 0,989 i 279,10%%*
6,6 * (0,9991)% i 0,926 ; 36,24%%
5,6 * (0,9965)% : 0,991 : 334 ,80%**
6,3 * (0,9990)% i 0,936 ; 42 ,25%%
6,2 * (0,9990)% : 0,940 i 45 ,25%%
6,8 * (0,9991)% i 0,928 i 37 ,48%%
5,9 * (0,9989)% ; 0,939 ! 4h 56%%
6,3 * (0,9989)% § 0,943 i 98 ,90%**
7,0 * (0,9990)% % 0,973 z 105,7 1xk*

! !
ibiopmﬁ

!
%b :_0,00105
fb + 0,0004!
:b i_o,ooosi
ib + 0,0004§
;b 1_0,0004:
ib + 0,0004!
ib + o,oooai
;biOﬁ%3;
§b t_o,ooo3§
!

181

0

309

33

231

215

342

151

210

337

Les numéros d'échantillons correspondent aux enrobages suivants :

leeessseotémoin eau

2000000 stween

3ccceeceshuile silicone Rhodorsil
4e00seseshuile silicone Bevaloid 6675
Seseesssssaccharose 25 %
6eceeecesgomme de guar, Viscogum 2 7
7eeessesH.P.M.C. pharmacoat 606 10 %
8¢evecsssalginate, Satialgine S 550
9ceeeccecalginate, Satialgine S 1100
10¢¢ee.sgomme arabique 30 %

!
!

!

!
!
!
!
!
!
i
!
!
!
!
!
!
!
f
I
!
!
!
!
!
!
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Tableau XLIIT

screening des agents collants, analyse de la variance.
* test de Hartley d'égalité des variances.

10 populations, 6 degrés de liberté.

SCE y.x max
Hobs = = 14,5 ; H = 18,6
SCE y.x min 0,95

L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.

*. test de parallélisme : tableau d'analyse de la variance.

! $

} !
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés !

! liberté ! des écarts ! moyens ! F

! ! ! !

} ! t !
régression linéaire ! ! ! !
moyenne } 1 ! 0,211 ' 0,211 !

! ! ! Y
non parallélisme H 9 ! 0,202 Y 0,022 I 100**%*

! ! } }
écarts % aux régres-—! 60 ! 0,01343 ! 0,00022 !
sion ! ¥ ! H

! ! § }

! ; '

TOTAUX t 70 ! !

] ! ]

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 dans leur ensemble identiques.

D T T e L T

ﬁu’k
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la variance (Tableau XLIII). La valeur F relative au non parallé&lisme
des droites de régréssion est hautement significative. Ceci nous améne &

rechercher les régressions les meilleures.

2.1.2 / TInfluence et comparaison de 10 substances collantes

appliquées 3 la bactérisation et 3 1l'enrobage de semences de soja :
méthode de Newman et Keuls (37, 94, 129).

Les régressions estimées sont comparées entre elles par la méthode
de Newman et Keuls, aprés calcul des plus petites amplitudes
significatives. Les moyennes des valeurs observées servent de base de
comparaison, puisque le point moyen passe par la courbe de régression

estimée.

12 P 2 > = _" =
I1 s'agit des points X, ? Xij/n’ Y. ? (log Yij)/n'
i : numéro de 1l'échantillon.

La comparaison des groupes d'observations commence par la moyenne
la plus faible,‘§'2.. L'amplitude relative 3 10 populations est ajoutée
(Tableau XLIV). Si cela conduit & une valeur inférieure 3 ?"i., il en
ira de méme en ajoutant les amplitudes relatives 3 un nombre de
populations inférieur qui ont des valeurs plus faibles ; on aboutira a
la conclusion Y'2-<§.'i. et 3 toutes les valeurs supérieures A& ?'i.'
Toutes les comparaisons effectuées sont récapitulées dans le tableau
XLIV. Les valeurs qui doivent &tre considérées comme é&gales sont

soulignées ci-dessous.

Les valeurs moyennes Y'i. observées se classent comme suite.

kT2 kT2 k2 v kT2 —-' —-V
o, Yy, Y3, Y o Y4 oo Yoo YT

0,821 0,811 0,797 0,779 0,773 0,772 0,759 0,746 0,672 0,496

! ! v
Y. Y. Yo,

La gomme arabique, l'huile de silicone Rhodorsil, et le Pharmacoat
permettent une survie significativement meilleure que le témoin enrobé

avec de l'eau. Le saccharose, l'alginate 51100, la gomme de guar et
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Tableau XLIV

Comparaison des enrobages réalisés avec 10 substances collantes
méthode de Newman et Keuls.(37,94, 129)

* Calcul de la plus petite amplitude significative.

La plus petite amplitude significative est, pour un niveau de
signification «, un nombre de moyennes donné, un nombre de degrés de
liberté donné (relatif au carré moyen résiduel : CMr) et un nombre n
d'observations intervenant dans chaque moyenne : ql_u.\/CMr/n

soit pour « = 5 % et pour

2 populationSececeess wewt 0015
3 populationSescesessss: 0,019
4 populationSeeceescscsss: 0,020
5 populationSececeeccsecs: 0,021
6 populationSececsececss: 0,022
7 populations«s«sessssss 0,023
8 populationSeececscees: 0,023
9 populationses sssesscas 0,024
10populationSeeceseceees: 0,024

* Comparaison des régressions

:"’_—\\
(BT
i O ; : ; - %&Eifé/
nb populations ! comparaison ! résultat \§s
comparées. ! ! T
! ] !
} ! ]
A & v 7 Era
10 ; Y 9. + 0,024 0,520 K Y 4. : Y 9. <Y 4. 5
'ETal = v v T
9 ; Y 4. + 0,024 0,696 < Y 8. f Y 4. <Y 8. :
8 'Y'y, +0,023=0,769 <Y', 'Y, <Y )
, 8 6. , = 8. 6.
2 ' Y', +0,015=20,761 >Y', !Y', =7Y' !
) 3. e ; 8. 1. )
'Ta = v T v
7 ; Y 1. + 0,023 0,782 € Y 3. : Y 1. <Y 3. :
4 'Y', +0,020=0,779 =Y'. 'Y, =Y !
;L s gy © 3 5.0,
A - v vy ETa
4 ; Y 5. + 0,020 0,799 < Y 7. : b4 5. <Y 7. 5
2 ' Y'. +0,015=0,793<Y', !Y'. <Y !
, 5 34 , © S 3.
3 'Y', +0,019=0,816 <Y .. !Y. <Y !
) 3. 10.! 3. 10. ;
i X' = =y I = ¥
2 ; b4 3. + 0,014 0,811 Y 7. ; Y 3. ¥ 7. ;
1 Y ' - T v i
2 1 b's 7. + 0,014 0,825 > Y 10.: Y 7. Y 10. 3
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1l'alginate S500 sont équivalents au t&moin, l'huile de silicome B6675 et

le tween 80 sont défavorables 34 la survie de Rhizobium.

2.2 / Enrobages réalisés avec la tourbe additionnée de carbonate de

calciume.

Le protocole expérimental adopté est le méme que précédemment. Le
carbonate de calcium est ajouté 3 raison de 0,4 g pour 200 g de graines.
La survie des bactéries sur la graine est contr8lée avec la méme
périodicité que précédemment, les résultats des numérations sont

rassemblés dans le tableau XLV.

Les modéles de régression les mieux ajustés 3 1l'observation, sont
de type exponentiel ou allométrique ; aussi les méthodes de comparaison

de valeurs moyennes ne seront pas employées (tableau XLVI).

‘L'incidence du CaCO3 sur la survie de Rhizobium est
vraisemblablement tré&s faible. Elle intervient principalement au moment
du pelliculage car sa présence diminue la quantité de tourbe fix8e sur

les graines avec les faibles volumes d'adhésif employés.

Les adhésifs, pour lesquels on avait précedemment mis en 8&vidence

une incidence favorable sur la survie de Bradyrhizobium japonicum &

savoir la gomme arabique, le pharmacoat, l'huile de silicone Rhodorsil
permettent dans cette expérimentation des taux de survie importants par
rapport au témoin. La gomme de Guar et 1le saccharose présentent
également des propriétés intéressantes, quelques uns de ces adhésifs
seront employés pour une é&tude plus approfondie des paramétres de
conservation. De la m@me maniére que précédemment, il est possible de
maintenir un nombre de bactéries sur les semences, supérieur aux normes

pendant plus de 7 mois pour les substances les plus favorables.
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Tableau XLV

Screening des agents collants : enrobages réalisés avec la tourbe
additionnée de carbonate de calcium.

Etude de 1la survie de Bradyrhizobium japonicum sur 1la graine,
conservation 3 +6°C

Durée de stockage en jours.
N° et nature de
1l'enrobage.

!
!
!
!
!
!
!
!

}
}
]
! ! ! ! ] ] ] !
ool P8 P15 v 22 v 29 v 43 Y 69 } 210
! ! ! } ! ! ! !
! ! f ! ! ! ! !
11 eau ' 5,31 5,1t 4,9t 4,71 4,61t 46t 45t 3.7
P (5,00 (5,001 (4,9)! (4,9)! (4,8) (4,7)! (4,5} (3,7))
! ! ! ! z ! ! ! (BU)
12 Tween 80 bo5,31 5,21 4,7 % 4,87%Y 4,31 3,91 2,7t 0,1 NULLE
P (5,4) (5,1) (4,8)! (4,5)! (4,3)! (3,8)! (3,1)! (1,0)1>
! ! ! ! ! ! ! ] '
13 huile silicone! 6,2} 6,0} 5,9t 5,8t 5,8¢ 5,7t 5,5t 5,0!
Rhodorsil ! (6,00 (5,9)! (5,9)! (5,9)! (5,8)! (5,8)! (5,6)! (4,9)!
! ! ! ! } ! ! ! !
14  huile silicome! 5,5 ! 5,1 ! 4,6 ' 4,4 Y 461 4,31 3,7t 3,31
Bevaloid 6675 ! (5,9)! (4,8)! (4,5)t (4,4)t (4,3) (4,1)F (3,9)! (3,5)!
} ! ! } t ! ! t !
15 saccharose 25%! 6,8 ¢ 6,2 ! 5,9 ! 581! 581! 5,411 531t 4.9
P (7,001 (6,1)! (5,9)! (5,7)F (5,6)! (5,5)! (5,3)! (5,0)!
! ! ! : f } ! } !
16 gomme de guar ! 6,6 ! 6,0 ! 5,9t 56! 5,41 57t 531 50°1
Viscogum 1 %2 !} (6,7)! (6,0)! (5,8)! (5,7)F (5,6) (5,5)! (5,3)! (5,0)!
! § ! ! ! ! ! ! !
17 H.P.M.C. 10 %! 5,2! 500! 4,9 4,9 4,7t 461t 4,51 4,21
Pharmacoat 606! (5,4)! (4,9)! (4,8)! (4,7) (4,7)! (4,6)F (4,5)! (4,3)!
§ ! ! ! ! t ! ! !
18 alginate 1 % ! 5,9t 5,3 49 %Y 4,71 4,7t 42t 4,21 3,51
Satialgine 550! (6,2)! (5,1)! (4,8)! (4,6)! (4,5)! (4,3)t (4,1)t (3,7)!
! f ! ¥ } ¥ ! ! !
19 alginate 1 %2 ! 6,3 ! 5,6 ! 5,41 5311 51t 47t 441 4C!
SatialgineilO0! (6,6)! (5,5)! (5,2)! (5,00t (4,9)! (4,87t (4,6)! (4,1)¢
! ! ! ! ' H ! ! {
20 gomme arabique! 7,0 ! 6,7 } 6,6 ' 6,3t 6,3} 6,4} 6,2t 5,7
30 Z V(7,00 (6,6)F (6,5)F (6,4)! (6,3)! (6,2)! (6,1)! (5,9)!¢
t ! ! t }

!

Les valeurs calculées par les modéles de régression estimés sont notés
entre parenthéses.
Les résultats des numérations sont exprimés en logarithme décimal.
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Tableau XLVI

Screening des agents collants : enrobages réalisés avec la tourbe
additionnée de carbomate de calcium. Modélisation, recherche des modéles
de régression.

! ! I ! !

! lcoefficientirésultat test!intervallelnombre
N°Ech.!équation de régression lcorré@lation!significationlconfiance !de jourg

! ! I Ide b; a=5%Zlod Y<5 !

! !
H !

! ! ! !

! ! ! 1
1M1 Y =5,0%(0,9985)% 1 0,953 1 59,46%** 1p + 0,0005! 0 !
12 1 vest 0,005 1 0,905 1 550, 7%kk I i_o,ooosi 0 1
131 16,0 0,090F 1 0,958 1 67,56 1b i_o,ooo3§ 203 1
14t =5, % x 00965 ; 0,935 i 41,924 b i_o,0149§ 6
15 1 y-698x 00623 0,983 i 174, 5%k b 1_0,0047§ 77 1
6 1 ye 6,6 * x 0017 i 0,964 i 79,50 %% b 1.0,0058; 25 1
17 § g = 5,4 % x 0,040l § 0,943 ; 48 ,02%%% ;b i_o,oosai 7 :
18 oy 6,2 * x 0,0970 : 0,966 i 83 ,72%%% b i_o,oxosi 0 1
9 1 x- 6,6 * x 00874 i 0,964 ; 79,82%%% 1b :_o,oo9s§ 2 1
0 1 ¥- 7,1 % x 0,036l é 0,941 ; 46 ,7 3%k b i_o,0053§ nd# g

! . : :

! I

Les numéros d'échantillons correspondent aux enrobages suivants :

ll.cceeeestémoin eau

12cccceseetween

13.¢2¢ecechuile silicone Rhodorsil
14....0..shuile silicone Bevaloid 6675
15¢¢e0seeesaccharose 25 %
16ecesecesgomme de guar, Viscogum 2 7
17¢¢¢vsseH.P.M.C. pharmacoat 606 10 %
18.¢.cc.salginate, Satialgine S 550
19....scs.alginate, Satialgine S 1100
20ceeeccegomme arabique 30 %
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II / INFLUENCE DU SEL DE CALCIUM EMPLOYE POUR LA RETICULATION
DES GELS D'ALGINATE SUR LA SURVIE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM".

Afin de déceler une influence é&ventuelle du sel de calcium employé
pour la réticulation des gels d'alginate, différents sels de calcium ont

-~

été testés i cet effet.

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL.

L'enrobage des graines est effectué comme dans les cas précédents.
L'adhésif employé est le Gensil 420 3 raison de 2 ml par lot de 200g de
graines. 0,5 g des sels de calcium sont ajoutés 3 4g de 1'inoculum
tourbe. Aprés obtention d'un enrobage uniforme avec la tourbe, 5 ml
d'alginate sont ajoutés dans les graines sous agitation. La réticulation
en gel est instantanée.. Deux alginates de viscosité différente ont &té
employés dans cette &tude : Satialgine 550 et Satialgine 1100. Les
échantillons obtenus sont conservés sous air, 4 2°C et 3 20°C, et 1la

survie de Bradyrhizobium japonicum est &tudiée sur plus de 6 mois.

2 / RESULTATS.

L'ensemble des valeurs des numérations effectuées pour le suivi de
ces deux expérimentations est rapporté dans le tableau XLVII. De méme
que pour toutes les expérimentations réalisées jusqu'd présent, les
températures basses permettent une longévité sup&rieure des Rhizobiums.
A 1'exception du chlorure de calcium, qui induit une mortalité immédiate
et totale en moins d'une semaine, les courbes de survie de

Bradyrhizobium japonicum, suivent des régressions exponentielles 3 6°C,

et linéaires décroissantes 4 20°C (tableaux XLVIII & L).

Pour les deux températures de conservation, apré&s vérification de
1'égalité des variances, les coefficients de régression sont comparés
entre eux par l'analyse de la variance (tableaux XLIX & LI). Le test de
non parallélisme des droites de régression estimées, donne une valeur F
non significative pour « = 5 %. Les coefficients de régression estimés
doivent donc &tre considérés comme &gaux. A l'exception du chlorure de

calcium, les quatre autres sels utilisés ont une incidence identique sur
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Tableau XLVII

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des enrobages 3 base d'alginate

confectionnés avec différents sels de calcium.
Conservation 3 +6°C et 3 20°C; résultats des numérations exprimés en log.

! !
! Durée de stockage en jours !
numéro, nature ! !
de ! !
1'enrobage 10 15 29 50 70 200 !
! I 2°C 20°C! 2°C 20°C! 2°C 20°C! 2°C 20°C! 2°C 20°C!
! ! ! ! ! ! !
! ! 1 ! ! ! !
21..5 1100, /16,3 15,5 4,5!5,0 3,3!55,5 2,11 3,9 0 1 2,8 0 !
CaCO3 ! ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! !
22..5 1100, 16,6 !16,1 4,815,5 3,6!5,4 2,6!4,3 1,21 3,3 0o 1
CaSO, , 2H,0 ! ! ! ! ! ! P
42 2 [
! ! ! ! { ! mz&
23..5 1100, 16,6 15,9 4,9 !5,5 4,5!'6,0 2,7 14,2 1,9 3,1 0.7
ca(Po, )., 0H ! ! ! ! ! ! !
473 ! ! ! ! i ! !
24..5 1100, 1<2 t 0 0 !t 0 o ! 0 0O ! 0 0 ¢t 0 0 !
CaCl2 ! ! ! ! ! ! f
! ! ! ! ! ! !
25..5 1100, V6,4 15,7 4,5'!'4,9 2,7 15,0 2,0!3,6 1,21 3,4 0 !
Ca lactate ! ! ! ! ! ! !
! ! ! ! ! ! !
26...S 550, 16,1 15,4 4,2 15,1 2,41 4,7 0,81 3,9 o ! 2,8 0 !
CaCO3 ! ! ! ! ! { !
! ! ! ! ! ! !
27...5 550, 16,61 6,0 491t5,4 3,9!5,6 2,81!4,5 2,11 3,6 0 !
Caso, , 2H,0 ! ! ! ! ! ! !
{ ! ! ! ! i {
28...5 550, V16,6 ! 5,7 46! 5,4 3,6 15,2 2,914,9 1,81! 3,0 o !
Ca(POa)BOH ! ! ! ! ! ! !
! ! ! { ! ! {
29...5 550, 13,31 0 0 ! 0 0O ! 0 0O ! o o ! 0 0 !
CaCl2 ! ! { ! ! ! !
! ! ! ! ! ! !
30...5°550, 16,4 15,8 4,1 15,7 3,114,7 1,9 13,4 1,212,9 0 !
Ca lactate ! ! t ! ! ! !
! ! ! ! ! ! !

4 P

r’ B ' ‘\\
S
o~

Sy

\
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Tableau XLVIIX

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium japonicum dans des
enrobages 3 base d'alginate confectionnés avec différents sels de
caleium. Conmservation 3 +6°C.

!
!

!

estimée

!

!

!

Tcoefficient! résultat du ! intervalle
N°Ech.!8quation de régression ! de

!

!

I

test de

! confiance

!corrélation!signification! de b; «=5%

!

!

!

! ! !
21 1 Y=35,9*% (0,99610)X ! 0,966 ! 69,79%% Ib + 0,00047
22 i Y =6,2 % (0,99661)x ; 0,963 i 63,11%* ib + 0,00042
23 ; Y=6,2 % (0,99641)X i 0,965 i 68 ,68%* ib + 0,00044
25 : Y=15,7 % (0,99706)X ; 0,853 § 13,32%* ib + 0,00081
26 ; Y=5,7 % (0,99629)X § 0,974 ; 92,21%%* :b + 0,00039
27 ; Y = 6,2 % (0,99710)% ; 0,953 ; 48,92%% ' + 0,00042
28 ; Y =6,2 % (0,99639)X ; 0,989 i 230 ,46%*%* ;b + 0,00024
30 i Y=25,9 % (0,99595)X ; 0,912 ; 24 ,86% ib + 0,00082
témoin; Y=6,8*% (0,99628)X ; 0,999 ; 4949 3%%% éb + 0,00005

Les numéros d'échantillons correspondent aux enrobages suivants :

2lececesess
22c0e000e0eS
23c0000eesS
2bcc0eanesS
2540ceneeeS
26ccccesesS
27 cesceesel
28cecceeesS
29 ceceesnsS
30ecesseesS

1100, CaCO3
1100, CaS0O;,, 2H,0
1100, Ca(P6 ) Oﬁ
1100, CacCl
1100, Ca lactate
550, CaCO3

550, CaSO,, 2H,0
550, Ca(P0 )08
550, CaCl
550, Ca lactate

:"aprés 24 H, Y=1; 1 sem.,Y=0

:Taprés 24 H, Y=3; 1 sem.,Y=0

o b Gy Gl smg G vy AW b Sg by $UE Mg Mem Sw e Sy S S Sl e G Sy S
> v
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Tableau XLIX

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des enroﬁages 3 base d'alginate
confectionnés avec différents sels de calcium. Conservation 3 +
6°C.Tableau d'analyse de la variance

* test de Hartley d'égalité des variamces.

8 populations, 5 degrés de liberté.

SCE y.x max
Hobs = = 11,7 ; H = 22,9
SCE y.x min 0,95

L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.

* comparaison des coefficients de régression par 1l'analyse de 1la
variance.

!

! ! ! !
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! !

! liberté ! des écarts ! moyens ! F !

! ! ! ! !

! ! ! ! P
régression moyenne ! 1 ! 0,53406 ! 0,53406 1277 ,1%%*1 ~°
non parallélisme ! 7 ! 0,00650 ! 0,00093 !10,4816NS!
ecarts par rapport a! 32 ! 0,06169 1 0,00193 ! !
régression moyenne ! ! ! ! !

! ! ! ! !

! ! ! !
TOTAUX ! 40 ! 0,60229 ! !

! ! ! !

La valeur F du test de non parallélisme n'est pas significative, les
coefficients de régression doivent &tre considérés comme &gaux.
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Tableau L

Modélisation des courbes de survie de Bradyrhizobium japonicum dans des
enrobages 3 - base d'alginate confectionnés avec différents sels de
calcium. Conservation 3 + 20°C.

!
!

I

I

lcoefficient! résultat du ! intervalle
N°Ech.!équation de régression !

de

!

test de ! confiance

! estimée Icorrélation!signification! de b; &=5%

: : : i
21 t 6,1 - 0,08607 * Xt 0,992 ! 183,75%% I'b + 0,00635
22 i 6,2 - 0,07393 * X ; 0,984 ; 88,91%* ib + 0,00784
23 i 6,2 - 0,06592 * X ; 0,980 ; 73,30%* §b + 0,00770
25 i 5,8 - 0,07260 * X i 0,963 z 38,56%* ib + 0,01169
26 ; 6,0 - 0,10827 * X i 0,990 ; 95,99%%* ;b + 0,01105
27 i 6,1 - 0,06277 * X § 0,972 i 50,75% §b + 0,00881
28 ; 6,0 - 0,01060 * X ; 0,961 ; 36,14% ;b + 0,01059
30 S 5,6 - 0,01429 * X S 0,945 % 24 ,88% ;b + 0,01429

!

Les numéros d'échantillons correspondent aux enrobages suivants :

2lecescaesS
22c0e0c00s8
23c00c0e048
2bc00c00005
25¢0c0004.8
260000004485
27 ceevesesS
28ccevecssS
2900000048

1100, cacCo
1100, CaSO

3

21,0

1100, Ca(Pg’) OE

1100, CaCl
1100, Ca lactate
550, CaCo
550, CaSoO

3

550, ca(Po ). ok

550, CaCl
30......'.8 550,

2H,0

:"aprés 24 H, Y=1; 1 sem.,Y=0

:"aprés 24 H, Y=3; 1 sem.,Y=0
Ca lactate

G amg e A Y b ey bew b Al by Ly b bl b b b b e by by S

N\

ars

7E
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Tableau LI

Survie de Bradyrhizobium japonicum dans des enrobages 3 base d'alginate

confectionnés avec différents sels de calcium. Comservation 3 + 20°C.

Analyse de la variance.

* test de Hartley d'égalité des variances.

8 populations, 3 degrés de liberté.

SCE y.x max
Hobs = = 5,79 ; H
SCE y.x min

0,95 = 83,5

L'hypothése d'égalité des variances est acceptée.

* comparaison des coefficients de régression par 1l'analyse de 1la
variance.
! ! ! ! !
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! !
! liberté ! des é&carts ! moyens ! !
! ! ! ! !
; ! ! ! I
régression moyenne ! 1 ! 119,978 ! 119,978 1436 ,7%*%%|
non parallélisme ! 7 ! 1,0241 ! 0,1463 !10,5325NS!
ecarts par rapport 3a! 24 ! 6,5938 I 00,2747 ! !
régression moyenne ! ! { ! !
! ! ! ! !
! ! ! !
TOTAUX ! 32 ! 129,5 ! !
! ! ! !
La valeur F du test de non parallélisme n'est pas significative, les

coefficients de régression doivent &tre considérés comme &gaux.
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la survie de Bradyrhizobium japonicum dans 1les enrobages & base

d'alginate.

II1 / INFLUENCE DE L'HUMIDITE RELATIVE DE CONSERVATION SUR LA
SURVIE DE "BRADYRHIZOBIUM JAPONICUM", DANS DES ENROBAGES DE
DIFFERENTES NATURES.

1 / PROTOCOLE EXPERIMENTAL.

Trois des adhésifs précedemment sélectionnés comme excellents
agents protecteurs ont été utilisés dans cette étude: la gomme arabique,
la gomme de guar, l'huile de silicone Rhodorsil. Chaque adhésif est
additionné de saccharose 3 25 7. Pour chacun des 3 1lots de graines
obtenus, on é&tudie 1'influence des modalités d'application des
Rhizobiums, et 1l'influence de différentes humidités relatives de
conservation. Chaque observation est constituée des numérations

effectuées sur des échantillons issus de chacun de ces trois lots.

Trois modalités d'application de l'inoculum sont testées. Le pelliculage

des microorganismes est réalisé soit :
- par adjonction de Rhizobiums cultivés sur tourbe (souche G49).

- par adjonction de Rhizobiums cultivés sur tourbe (souche G49) et

confection d'un deuxidme enrobage 3 base d'alginate (réticulation

obtenue par CaPO4)

- par application de concentrés cellulaires de cette méme souche,

et réalisation d'un enrobage 3 base d'alginate.

Les différents lots de graines enrob&es ainsi obtenus, sont
répartis par &chantillons de 20 graines dans des tubes (50 x 20 mm),
puis placés 3 1l'intérieur d'enceintes 3 différentes a,, et stockés &

20°C.

~

Des numérations de cellules viables sont effectuées 3 intervalle de
temps réguliers afin de suivre la viabilité des Rhizobiums, et de mettre
en &vidence l'incidence des différents facteurs :

_.aw
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temps

modalité d'enrobage.

2 / RESULTATS

Les quantités moyennes de bactéries viables par graine, obtenues
par numération, sont récapitulées dans le tableau LII. Afin
d'individualiser le rd8le des différents facteurs, les résultats sont

soumis 4 l'analyse de la variance 3 trois critéres de classification
(Tableau LIIIL).

Les tests F de signification des différents facteurs ont des
valeurs hautement significatives. Ceci s'interpréte facilement, car

- la viabilité de l'inoculum baisse en fonction du temps,

- la viabilité des cellules est dé&terminée par 1'humidité relative
de conservation, les humidités relatives inférieures 3 437 é&tant
les plus favorables. Les humidités relatives supérieures a 0,75

permettent des taux de survie nettement inférieurs.

- Cette expérimentation permet de mettre en &vidence qu'un
deuxidme enrobage 3 base d'alginate n'améliore pas la longévité
des bactéries, et que les Rhizobiums appliqués avec un support tel
que la tourbe permettent d'obtenir un enrobage dans lequel 1la

viabilité des cellules est trés bonne.

De méme, les tests relatifs aux interactions des différents
facteurs sont significatifs, ce qui nous permet de tirer les conclusions
suivantes :

- La mortalité en fonction du temps est d'autant plus importante

que 1' est &levée.
a,

— L'application d'inoculum tourbe permet de diminuer sensiblement

les effets létaux des humidités relatives de conservation élevées.

- De méme, elle permet une longévité des cellules supérieure 3

celle obtenue en appliquant des concentrés cellulaires.
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Tableau LII

Influence de 1'humidité& relative de conservation, du mode d'applicatiom,
et du temps sur la survie de Bradyrhizobium japonicum sur la graine :
conservation 3 20°C. résultats des numérations exprimés en log du nombre
de bactéries / graine

! ! !
humidité I temps de ! Numéro de 1'é&chantillon !
relative ! conservation! !

de ! en semaines ! ! ! !
conservation ! Pl 2 3 1! 4 5 6 ! 7 8 9 !

! ! ! ! !
population ! ! ! ! !
initiale ! 0 17,0 7,0 6,9 16,9 6,7 6,91!'6,7 7,2 6,9 !

! ! ! ! !

| 2 16,2 6,9 6,8! 6,5 6,5 6,7 15,8 5,4 6,0!
H.R. = 3% ! 4 ! 6,2 6,7 6,8 16,3 6,2 6,3 !5,6 5,2 5,71

! 8 t!5,6 6,1 6,01 5,8 5,5 5,913,9 3,7 2,9!

! ! ! ! !

! 2 16,4 7,0 6,7 1 6,6 6,7 6,7 15,7 5,5 5,9 !
H.R. = 11% ! 4 '6,3 7,0 6,7 16,5 6,2 6,815,5 5,6 6,0!

! 8 1 5,6 6,4 6,0 ! 5,9 5,5 5,7 14,0 3,7 3,6 !

! ! ! ! !

! 2 6,5 7,1 6,9 ! 6,5 6,4 6,6 15,7 5,4 6,1 !
H.R. = 23% ! 4 '6,2 6,8 6,5! 6,5 6,4 6,6 15,2 5,0 5,5

! 8 15,3 6,1 6,1 15,8 5,4 6,213,7 3,6 3,1

! ! ! ! !

! 2 16,6 7,2 6,81 6,7 6,5 6,7 1 5,7 4,7 5,6 !
H.R. = 43% ! 4 16,4 6,8 6,7 16,5 5,9 6,7 ! 4,7 3,3 5,2

! 8 ' 5,5 6,2 6,2 5,4 5,3 5,9!11,8 2,9 2,6!

! ! . ! ! !

! 2 '6,7 6,8 6,7 ! 6,6 6,4 6,4 15,5 4,2 5,6
H.R. = 75% ! 4 '6,1 6,7 6,2 15,9 6,0 6,0 ! 4,0 3,2 4,7 !

t 8 !3,7 5,6 4,5 13,9 4,5 3,71 0 0 0 1

! ! ! ! !

! 2 '6,5 6,7 6,1 ' 6,5 6,1 6,1 14,9 4,2 4,9 !
H.R. = 86% ! 4 '5,5 6,6 5,7 !'5,9 5,8 5,61 4,1 3,3 3,5

i 8 !'3,2% 4,6% 4,8%! 1,0% 2,6% 1,0%! Q0* 0* 0% !

! ! ! ! !
échantillons ! 2 vr7,1 7,0 7,1 16,7 6,6 6,8 16,1 5,9 6,3
conservés 3 ! 4 r7,1 7,1 7,1 v7,0 6,6 6,8 !5,9 5,9 5,9!
6°C, en ! 8 16,5 6,5 6,5!16,0 6,0 6,1 !3,1 3,6 4,0!
1'état. ! 28 16,2 6,5 6,1 1 5,6 5,7 5,6 12,9 2,3 2,9
les numéros des &chantillons correspondent aux enrobages suivants :
gomme arabique 30Z saccharose 25% * Numérations effectuées en présence
+ inoculum tourbe Bioprox 4g... 1 de 10 ug/ml de Benlate (Benomyl)

+ tourbe et alginatececeececssccs &
+ conc. cellulaire et alginate. 7 Rhodorsil, saccharose 25%

+ inoculum tourbe Bioprox 4g... 2
Viscogum 2Z, saccharose 257 + tourbe et alginat@.ececcececsss 5
+ inoculum tourbe Bioprox 4g... 2 + conc. cellulaire et alginate. 8
+ tourbe et alginat@eesecseccessss 5
+ conc. cellulaire et alginate. 8
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Tableau LIII

Influence de 1'humidité relative de conservation, du mode d'application, et du temps
sur la survie de Bradyrhizobium japonicum sur la graine : tableau d'analyse de 1la
variance.

' ! ! ! !
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! !
! liberté ! des écarts ! moyens ! F !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
a a ! 5 ! 47 ,124 ' 9,425 170,37%%%]
v ! ! ! ! !
temps b ! 3 ! 229,574 ! 76,525 1571 ,4%%%!
! ! ! ! !
enrobage c ! 2 ! 99,000 ! 49,500 1369,6%%%!
interaction ! ! ! ! ! /(;:5%
a _ temps ab ! 15 ! 50,129 ! 3,342 124 ,95%%*] {;;Q;f?
interaction ! ! : ! ! ! ﬁ;“4%?/
a _enrobage ac ! 10 ! 9,225 ' 0,923 16,890%%%} -
interaction ! ! ! ! !
temps enrobage bc ! 6 ! 53,173. ! 8,862 !66,17%*%!
interaction aW ! ! ! ! !
temps enrobage abc ! 30 ! 10,443 ! 0,3481 12,599%%*%
! ! ! ! !
résiduelle ! 144 ! 19,287 ' 0,134 1 !
! ! ! ! !
! ! ! !
TOTAUX ! 215 ! 517,954 ! !
! ! ! !
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- L'interaction significative des trois facteurs montre, que
1'effet conjugué de 1'humidité relative et du temps différe
suivant les modalités d'application : les enrobages réalisés 3
base de tourbe seule supportent le mieux les effets délétéres du

temps et de l'humidité.

Cette expérimentation permet de montrer que contrairement &
1'emploi de concentrés cellulaires qui ne permettent pas une longévité
gsuffisante des bactéries, leé inoculums sur tourbe se prétent trés bien
au pelliculage. 1Ils permettent au moins aux humidités relatives
inférieures 3 75 %, de maintenir la concentration en Rhizobium largement

au dessus des normes pendant au moins 2 mois 3 20°C.

Pour des températures de stockage inférieures, 1l’expérimentation

nous a montré qu'a 6°C, la viabilité de Bradyrhizobium japonicum dans

les enrobages réalisés avec la tourbe est encore largement au dessus

de 10° bactéries par graine au bout de 7 mois. (Tableau LII)

IV / ESSAIS COMPLEMENTAIRES.

1 / AUTRES SUBSTANCES PROTECTRICES.

Pour compléter 1'étude des divers adhésifs des substances
protéiques ont &té testé@es et notamment pour se rapprocher des essais de
la deuxiéme partie, le lait &crémé a &té employé. Des substances
glucidiques, le Methocel (méthylcellulose), 1'explotab (glycolate
sodique d'amidon), ont &té& choisis d'aprds leurs caractéristiques
thermodynamiques (31, 166) et ils sont d'un emploi fréquent en enrobages

industriels.

Des lots de 300 g de graines ont &té& enrobés avec 4 g d'inoculum
tourbe et 5 ml des produits choisis. Les lots sount ensuite fractionnés
afin de les stocker 3 température ambiante (20°C) et 3 6°C. Un autre
échantillon est conservé A humidité relative proche de 0% et 20°C. La
gomme arabique additionnée de saccharose a servi de témoin. Les
résultats des numérations de cellules viables sont récapitulés dans le

tableau LIV.
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Tableau LIV

!
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! 20°C, H.R=0 !
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!
!
!
!
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!
!
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o
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o

¢ lmg
¢ Smg
: 10mg

Les résultats des numérations sont exprimés en logarithme décimal.

Explotab 5%, 6ml

gomme arabique 30

gomme arabique 307 !
gomme arabique 30

gomme arabique 307 !
saccharose 25%, 4ml! 20°C
Benlate

Benlate
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La conservation 3 6°C permet de maintenir une population trés
élevée pendant 6 mois. A 20°C, la conservation 3 une a, proche de 0, ou
dans 1'état initial de déshydratation donne des résultats voisins. Les
cing adhésifs test&s permettent une tréds bonne conservation. La
viabilité est trds &levée (aux alentours de 10°) pendant 2 mois ; apréds
6 mois de stockage, il subsiste environ 1000 bactéries par graine,
quantité cependant insuffisante pour des applications agronomiques. Le
lait &crémé et la gélatine sont particuliérement appropriés 3 cet usage;
la gélatine présente la particularité intéressante de fixer des

quantités importantes d'inoculum sur la graine.

Ces études ont permis de mettre en &vidence les facteurs principaux

qui conditionnent la survie de Bradyrhizobium japonicum. Les

températures de conservation é&levées ont une influence néfaste et
accélérent le processus de détérioration de 1'enrobage. Cependant a
20°C, de nombreuses substances protectrices permettent de maintenir la
population bactérienne au dessus des normes agronomiquement acceptables
pendant plus de 2 mois. De plus, un léger sé&chage aprés confection de
1'enrobage est suffisant pour placer les bactéries dans des conditions
tout 3 fait acceptables pour leur survie ; cependant il serait
préférable de contrdler que 1l'humidité relative de stockage n'excéde pas
43%. En effet, Davidson (42) a montré qu'd une humidité relative de 50%,
la survie sur la graine des Rhizobiums est mauvaise pour divers adhésifs
testés, et apréds 3 semaines de comservation, il subsiste au maximum 147
de 1l'inoculum initial 3 15°C et 1% & 30°C.

2 / AJOUT D'UN ANTIFONGIQUE.

Des publications récentes (79 bis et 81 bis) ont montré une
prédation ou une coumpétition importantes par les mnicroorganismes
telluriques sur les Rhizobiums. Des tentatives d'amélioration de

1'implantation de Bradyrhizobium japonicum dans les sols ont pu aboutir

par l'emploi d'antifongiques appropriés, qui permettent de maintenir des
concentrations bactériennes &levées, au moins jusqu'd 1'émergence des

racines.
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Pour garantir 1les chances de succés de 1la bactérisation des
graines, une telle démarche prééente un intérét pratique. Du bénomyl
(Benlate) a ainsi &té ajouté dans les enrobages réalisés 3 partir de
gomme arabique 30% et de saccharose 25%. Afin de tester sa toxicité vis
d vis des Rhizobiums, la survie des bactéries dans les enrobages est
suivie pendant 7 mois & 6°C et d 20°C. Dans nos conditions
expérimentales, la présence de bénomyl, n'altdre pas significativement
la survie de Rhizobium dans les enrobages qu'il soit employé 3 une
concentration de 1, 5 ou 10mg par lot de graines (300 g). Des mutants
des souches 3.2 et G49 résistant, en milieu liquide 3 une concentration
de 20 ug par ml ont &té isolés afin, si le besoin s'en fait sentir,

d'augmenter les concentrations de Benlate dans les enrobages.



CONCLUSION
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L'ensemble de ce travail nous a amené 3 envisager différents

problémes, intimement 1i&s 3 la réussite de 1l'inoculation du soja.

Lors de 1l'étude des performances symbiotiques d’'une trentaine de
souches, nous avons mis en &vidence 1l'existence de deux types
symbiotiques phénotypiquement différents. Il serait intéressant de
rapprocher ces observations avec les travaux de Stanley et al (166 Bis)

qui soulignent l'existence de deus types symbiotiques de Bradyrhizobium

japonicum présentant une organisation génétique ainsi que de nombreuses

caractéristiques physiologiques et métaboliques différentes.

L'analyse de certains caractdres pourrait utilement aider 3
comprendre les mécanismes de compétition entre souches. On connait bien
d 1l'heure actuelle le processus d'infection des poils racinaires par les
Rhizobiums et 1la notion de compétence des cellules. De nombreux
changements qui affectent directement leur infectivité, interviennent
lors du vieillissement des cellules, notamment au niveau de la
composition et des récepteurs membranaires (78). Streeter (170) a ainsi
établi qu'il existe une corrélation négative entre 1'accumulation de
tréhalose, variable en fonction du temps et des souches, et
l'infectivité des Rhizobiums ; il suggére que cet aspect pourrait &tre

en relation avec la tolérance des souches & la dessiccation.

De fait, nos travaux ont mis en &vidence que la souche 3.2
résistante a4 la déshydratation présente une nodulation peu abondante et
est peu compétitive par rapport 3 la souche 3.32 ; cette dernidre, par
contre trés infective et compétitive présente une forte sensibilité 3 la
dessiccation. De méme, les expérimentations au champ ont montré qu'a
population &gale, les inoculums dé&shydratés induisent une moins bonne
nodulation que les inoculums non déshydratés 3 base de tourbe. A cet
8gard, toute &tude pouvant &tayer 1l'hypothdse de résistance i 1la
dessiccation par l'accumulation de metabolites tels que le tréhalose et

le mannitol, serait intéressante i mener.

Dans cette optique, il serait é&galement utile de déterminer si
1l'accumulation de tels métabolites, aboutit nécessairement 3 une perte

de 1l'infectivité des cellules, ou s'il est possible de placer les
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cellules dans les conditions optimales de résistance 3 la dé&shydratation
(synth@se ou protection extérieure par de telles substances dans les

inoculums) tout en préservant leur infectivité.

~

Grdce aux travaux ayant trait 3 la déshydratation, les paramétres
physiques favorables au maintien des potentialités vitales des inoculums

déshydratés ont pu &tre cernés.

L'étape de la dé&shydratation aboutit &3 la destruction de 40 3 plus
de 997 des cellules suivant les souches, les supports, 1'dge
physiologique des cellules ; les changements rapides de structure des
membranes 1iés 3 la perte d'eau et la fuite du matériel intracellulaire
sont vraisemblablement responsables de 1la mortalité trés importante
observée 3 ce stade. La dessiccation par atomisation permet cependant
d'atteindre des concentrations trés importantes allant jusqu'a 1012
bactéries par gramme. Le maintien de telles concentrations passe par la

maftrise des facteurs affectant la survie de Bradyrhizobium japonicum en

1'état déshydraté.

La présence d'oxygéne se révéle 3 cet é&gard particuliérement
nocive. Elle provoque en général une perte de viabilité linéaire en
fonction du temps, ce qui traduirait que les altérations cellulaires ont
lieu en cours de conservation probablement par oxydation de sites

démasqués par l'élimination de l'eau.

Toutes les expérimentations mettant en jeu le facteur température
aboutissent aux mémes conclusions. L'augmentation de la température de

conservation accélére la dégradation de 1'inoculum.

L'emploi d'enceintes & différentes humidités relatives pour
apprécier 1l'influence de ce paramétre sur la conservation des Rhizobiums
a mis en évidence des relations complexes entre ce facteur et la survie
des cellules déshydratées. En effet, dans le cas d'inoculums
déshydratés, la conservation 3 une a, de 0,11 est la plus favorable,
mais on peut considérer que les a, 0,0, 0,11, 0,23 sont satisfaisantes.

I1 en va de méme, pour les enrobages réalisés avec les cellules en
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milieu liquide. Par contre, dans les enrobages réalisés 3 partir de
tourbe, les valeurs 0,0, 0,11, 0,23 et 0,43 donnent des ré&sultats

voisins.

La valeur d'a, n'est donc pas le facteur déterminant de la survie.
Par contre chaque valeur d'aw impose des modifications de 1la
disponibilité de l1l'eau dans le produit. Nous avons mis en &vidence par
1'étude des isothermes d'adsoption que la survie optimale se situe
vraisemblablement au premier changement de pente des isothermes, point
qui correspond 3 une couverture monomoléculaire d'eau fortement lie sur
le substrat. L'élimination d'une partie de cette fraction d'eau par un
séchage extréme conduit 3 une détérioration de 1l'inoculum. La présence
d'eau faiblement liée au deld de ce point d'inflexion est trés réactive,
et la mortalité de l'inoculum augmente avec des quantités croissantes de
cette fraction d'eau. La mortalité serait la plus forte au deuxiéme
point d'inflexion, qui traduit la présence d'eau libre d'interaction
avec le substrat. Au deld de ce point la mortalité est en général un peu
moins forte, mais la dé&térioration de 1l'inoculum reste trds rapide.

L'état de l'eau dans le produit déshydraté dépend des valeurs d'a_, et

W’
est caractéristique du support employé. Il serait 3 ce titre intéressant

de comparer la survie des Rhizobiums pour plusieurs valeurs d’a dans

W)
des supports, dont les caractéristiques thermodynamiques sont établies,

afin d'étayer cette hypothése.

De méme, des &tudes visant 3 expliquer les processus responsables
de la mort des cellules seraient utiles. En effet, les &tudes de
conservation des denrées alimentaires ont montré que de nombreuses
réactions sont directement dépendantes de 1l'eau (15). Des réactions
d'autooxydation des 1lipides interviennent aux humidités relatives
inférieures 3 11% ; les réactions de brunissement qui aboutissent 3 la
dégradation des acides nucléiques sont les plus.intenses i une H.R.
située autour de 507 ; le fonctionnement enzymatique commence dés qu'une
humidité relative de 207% environ est atteinte. On ne sait par contre pas
grand chose de l'existence et de l'intensité de ces réactious chez des
bactéries vivantes conservées 3 humidités relatives contrdlées. De
telles réactions, si elles ont lieu, pourraient causer des dommages

sévéres aux cellules.
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Des dommages physiques aux membranes, lides 3 1'&limination de
1l'eau, peuvent &galement intervenir dans 1l'altération des fonctions
vitales de la cellule (34). Des &tudes de microscopie &lectronique

aideraient en cela 38 la compréhension de ces phénoménes.

Cependant, par l'emploi de lait &crémé additionné de saccharose, la
conservation 3 basse température (2°C), absence d'oxygéne et faible
humidité relative (<0,23) permet de maintenir une population bactérienne
supérieure a 10° bactéries/g pendant plus de 4 mois pour la souche 3.2.
Ces conditions sont relativement faciles 3 remplir par l'utilisation
d'emballages imperméables aux &changes gazeux et 34 1'humidité. Un court
séchage &ventuel en chambre de séchage 3 la sortie de 1l'atomiseur,
suffirait 3 é&liminer 1'eau faiblement 1liée qui subsiste dans les
inoculums. En outre, 1l est possible de différer production de 1la
biomasse et déshydratation, par congélation des concentrés cellulaires,

sans perté de viabilité des cellules.

L'étape ultérieure de pelliculage des microorganismes sur la graine
est trés prometteuse. En effet, le respect des contraintes liées 3 la

survie des cellules déshydratées de Bradyrhizobium japonicum suffit &

préserver des quantités de bactéries, au dessus des normes agronomiques,
pendant plus de deux mois 3 20°C et plus de 7 mois 3 6°C. L'emploi de
Rhizobiums cultivés sur tourbe et de substances protectrices, se révéle
d cet é&gard particuliérement approprié. La survie des cellules n'est que
peu affectée par la déshydratation qui suit le pelliculage, alors que 1la
mortalité des Rhizobiums apportés sous forme de concentrés cellulaires
est importante. D'un point de vue pratique, l'entreprosage des semences
enrobées, 3 des températures basses de préférence et 3 une humidité
relative inférieure ou égale 3 437%, permet une excellente conservation
des bactéries sur la graine. Au dessus de 75% d'H.R. et 3 20°C, la
survie n'est acceptable que pour de courtes périodes (1 wmois).
Cependant, il n'est pas envisable de stocker des semences d des
humidités relatives aussi &levées sans perte importante de pouvoir
germinatif. La réalisation de ces enrobages est simple et utilise les

techniques classiques de pelliculage en turbine.



ANNEXES

EXPERIMENTATIONS AU CHAMP.
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Pour &tudier le comportement des souches en symbiose dans des
conditions se rapprochant des conditions réelles de culture, des
expérimentations au champ ont &té& réalisées durant deux années

consécutives.

L'expérimentation de 1985 a pour but de comparer les performances

de plusieurs souches de Bradyrhizobium japonicum apportées soit sous

forme de cultures liquides, soit sous forme d'inoculums déshydratés. La
variété Effi du groupe 00 obtenue par Tourneur a &té utilisée pour cette

8tude, la variété Mapple arrow a servi de témoin.

I. - MODE D'IMPLANTATION.

Les essais ont &té réalisés en trois lieux : Coulommiers,
Pouy—-Roquelaure, et Villeneuve d'Ascq.
Les semis ont &té effectués 3 la main, en parcelles de 3 lignées de
5 métres (50 cm d'écartement) 3 raison de 450 graines environ, ce qui
correspond 3 un peuplement de 600 000 pieds/ha.
Les dates des semis sur les trois sites sont respectivement : 24,
25, 26 Avril ; 24, 25, 26 Avril ; 4 Mai 85.

II. - PRODUCTION DES INOCULATS.

Les inoculats liquides sont constitués de 10 ml de culture en fin

de phase exponentielle (environ 102 bactéries/ml).

Les inoculats déshydratés sont produits comme suit : 2 1 de culture
sont centrifugés. Le culot cellulaire est repris dans 200 ml de lait
écrémé 3 100g/l de matidre sé&che additionné de 2g de saccharose. Le
concentré cellulaire est ensuite atomisé. Les inoculats destinés aux
parcelles ont é&té produits entre le 12 Mars et le 10 Avril 1985, et

conservés 3 4°C sous vide partiel jusqu'd 1'expédition.

Le tableau LV indique le nombre de bactéries revivifiables
déterminé lors de la dernidre numération effectude. Ces valeurs doivent

étre prises 3 titre indicatif. En effet, les semis interviennent aprés

les dates des dénombrements cellulaires, et la perte de viabilité peut
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Tableau LV

Nombre de Bradyrhizobium japonicum survivant dans les i s
0 noculat
déterminé par numération (c.f.u.). e

Souches Date de Numsération initiale Date derniére Numération Inoculum
production bactéries/g MS numération finale des apporté/
Rhizobium/ parcelle(g.
g g MS 4 |
3.41 10.04.85 7,5.10 10.04.85 7,5.10 1
35 10.04.85 9,4.10° 10.04.85 9,4.10° en melangs
3.2 09.04.85 2,6.10° 09.04.85 2,6.101° 1
3.43 09.04.85 2,3.10% 09.04.85 2,3.10° -
3.1 05.04.85 2,5.10° 05.04.85 2,5.10° 1
J315 03.04.85 2,3.10° 03.04.85 9,3.10° en mélange
3.32 01.04.85 3,4.10° 19.04.85 9.10° 1
3.15b3 21.03.85 1.10° 05.04.85 7.10° 1
3.30 20.03.85 3.2.10%° 05.04.85 1,8.103 1
20.05 .85 1.1.10
3.28 90.03.85 ND 05.04.85 ND 1
3.15 18.03.85 - 10%2 92.03.85 5.108 1
65°04.85 5:10
T83005 15.03.85 6,4.10° 99.03.85 7,5.10° 1
3.55 12.03.85 1,4.1010 27.03.85 3.10° 1
CB1809 14.12.84 2,1.10° 12.02.85 6.102 en mélang
55,03 .85 3107
CB1809 14.12.84 ND 12.02.85 1.10] en mélang
22.03. 85 2.10
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Tableau LVI
Villeneuve d'Ascq : semis du 04/05/1985 ; liste des inoculatioms
effectuées.
N° essais Souche
l 3.1 Liq EFFI 21 Mel | Liquide EFFI
2 3.2 Liq EFFI 22 Mel 2 Liquide EFFI
3 3.15 Liq EFFI 23 Mel 3 Liquide EFFI
4 3.15 b3 Liq EFFI 24 Mel | Poudre EFFI
5 3.28 Liq EFFI 25 Mel 2 Poudre EFFI
6 3.30 Liq EFFI 26 Me!l 3 Poudre EFFI
7 3.32 Liq EFFI 27 ~ Mel | Liquide Mapple A
8 3.41 Liq EFFI 28 Mel 2 Liquide Mapple A
9 3.55 Liq EFFI 29 Mel 3 Liquide Mapple A
10 3.4.3 Liq EFFI 30 Mel 1 Poudre Mapple A
11 3.1 Poudre EFFI 31 Mel 2 Poudre Mapple A
12 3.2 Poudre EFFI 32 Mel 3 Poudre Mapple A
13 3.15 Poudre EFFI 33 Bioprox EFFI
14 3.15 b3 Poudre EFFI 34 Lipha EFFI
15 3.28 Poudre EFFI 35 Naninoc.EFFI
16 3.30 Poudre EFFI 36 Bioprox M.A.
17 3.32 Poudre EFFI 37 Lipha M.A.
18 3.41 Poudre EFFI 38 Naninoc. M.A.
19 3.55 Poudre EFFI
20 T83005 Poudre EFFI
Mel | : = Inoc 83 T83005 5 ml Mélanges souches du pourtour du champ.
35 5mi 10 ml de chaque
J315 5 mi CB 1809
CB1809 5 ml 3.15 b3
Mel 2 3.55 3.4.3.
3.2 15
341 T83005
3.15
el 3 3.4.3 Mel 3 Poudre 3.15
RN 3.1
3.15 b3 315 b3
3.30 3.30
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. Tableau LVII
Analyse de terre effectuée 3 Villemeuve d'Ascq ; 07/05/1985

o
A N
S L
O oooooo vesssas 900000000000 e0000004ecs00tsenROOIEESsRES ssssese eevssesveae sesse 5,9 SRS

pH H2

o) 0 S ) P L LLLIIRIEE 5,2

C OrganiqUe..ceeeessasessscscoccsseensessssiosessnnsaensanses ceererecncanacases 1,09 g C % g terre
Matiere organique.......................; ........................... crevene 1,87 %

Azote total ANSTEIiciecreiieriareeraiisesessesnsaseseenssaacasscenacaosce 0,116 g N % g terre
Azote ammoniacal.ciccceressecsecteniiencrnacencences cossensossnns avenes 0,85 mg NH, % g terre
AZOte NItriQUe.ecereesecnesconsscseonssecsasaenene cereens ceereseracces 1,29 mg NO, % g terre
Calcaire totaliceceeserecrmeisecaccnsciassresencesencennes svvesese covesvonve & non estimable

Calcaire actificececasenennes ceenene eerseseressstscnsnsesresaseseseserasenes 3,7 g CaCO3 °/s0 § de terr
Phosphore fraction acide...eceeesseeeessssseraesersnssssssnsseececcnns 0,433 mg P,0,/g de terre
Phosphore fraction basique..ccciiicereereceinanencreneaccesaataneess 0,412 mg P205/g de terre
PhosSphore totaliiceeeeeeeranneeseeesiienenissescseneeensinmeseceasannies 0,845 mg P205/g de terre

Potassium échangeable..cccciireciiiiiiiiiiciiiiaiennacnnenss cavens 16, 26 mg KZO % g terre
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Figure 33

Plan des parcelles de Villeneuve d'Ascq.

]
B
o
-3 ' . e
2T PRE 2 3) v
2| 7= ‘ e
2 S |® 3 o
27 s |6
s H|? G o5
S - - 3:> Q Zﬁ _ .
- bm &r - o'_D
b R I R 5 Al
o l¢
1Ple ¢ 4 } YEs
™ AR
? ' 2¢
. ‘ H
2|z g o 2s
e |5 T
3 c|e 9 & {1
< C |
> nom ¥e) | 23
H Ll 22
12 21
13 2o
lq 19
L5 13
16 ! (3
q
’ n.M[R. T
T . [, In




~177~
Figure 34

Plan des parcelles de Pouy-Roquelaure.
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&tre importante, suite 3 1l'exposition des poudres 3 l'oxygéne, et 3 des

températures plus &levées.

L'inoculation par les poudres a &té effectuée par mise en
suspension d'un gramme d'inoculum dans 1l'eau, et mélange avec les

semences.

ITI. - OBSERVATIONS EFFECTUEES.

A Villeneuve d'Ascq, 10 plantes par parcelle ont &té pré&levées deux
mois aprés le semis. Certaines observations et mesures ont é&té
effectuées sur ces plantes

- - pourcentage de plantes nodulées.

- nombre moyen de nodules par plante.

- estimation de l'activité nitrogénasique des nodules par mesure

de 1'A.R.A.

La mesure de 1'A.R.A. n'a pas pour but de comparer les souches
entre elles, mais de comparer 3 une méme date, inoculum frais et
inoculum dé&shydraté. En effet, 1'&chantillonage est réalisé sur une
semaine et l’activité nitrogénasique liée au stade de développement de
la plante, varie_ de maniére importante sur cette période. Ces

observations sont récapitulées dans le tableau LVIIT.

D'autres notations ont &té& effectuées en cours de culture et 3 la
récolte :

- La couleur du feuillage a &té appréciée sur les trois lieux.

La date de chute des feuilles a &té& notée i Pouy—Roquelaure.

Enfin, les rendements en grains ont &té mesurés 3 la récolte.

iv.

RESULTATS.

Les diverses observations réalis@es 3 Villeneuve d'Ascq permettent
de tirer les conclusions suivantes quant-3 la qualité des 1inoculats
produits.

- nodulatiom : les inoculums frais et tourbe induisent tous deux une
nodulation abondante. Par contre, les inoculums déshydratés ne
permettent une nodulation satisfaisante que dans deux cas (souches
3.2 et 3.30). Dans les autres parcelles, le pourcentage de plantes

nodulées
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Tableau L VIXII
Résultats des parcelles expérimentales de Villeneuve d'Ascq 1985.

! ! ! !

N° parcelle nodulation !A.R.A.! poids 3 !rendement! couleur

! !
! !
souche ! date ! 2 = nb moyen!umoles! 14% lestimé ! 1/09/85
— — : §
1 .3.1 LIQ. ! 1/07 ! 100% - 10,4 ! 2,5 ! 2,00 kg 5 27 qx : vert foncé
11 3.1 SEC. i 1/07 E 80% - 2,0 % 2,2 i 1,65 kg ; 22 gx ; vert clair
2 3.2 LIQ. ; 1/07 ; 100% - 10,2 ; 5,6 i 2,05 kg i 27 qx i vert foncé
! ! !
12 3.2 SEC. % 1/07 i 100% - 11,0 ; 7,8 i 2,03 kg ; 27 qx i vert foncé
3 3.15 LIQ. i 1/07 ; 100% - 12,0 i 5,4 i 1,76 kg i 24 gqx i vert foncé
13 3.15 SEC. i 1/07 ; 80% - 4,8 i 3,8 ; 1,81 kg i 24 qx i vert clair
! ! ! {
4 3.15b3 LIQ% 2/07 ; 100% - 4,8 i 11,2 % 1,86 kg ; 25 gqx i vert foncé
14 3.15b3 SEC; 2/07 ; 83%Z - 5,0 i 5,2 ; 2,02 kg § 27 gx ; vert clair
5 3.28 LIQ. % 2/07 % 1007 - 21,0 i 22,2 ; 1,65 kg i 22 gx ; vert clairi
15 3.28 SEC. % 2/07 i 40%2 - 7,0 ; 3,1 i 1,59 kg ; 21 gx % jaunatre
6 3.30 LIQ. i 2/07 ; 10072 - 13,0 i 10,0 i 1,91 kg ; 26 gx i vert foncé
16 3.30 SEC. E 2/07 i 100% - 4,5 ; 6,5 § 1,59 kg : 21 gx ; vert clair
7 3.32 LIQ. ; 3/07 ; 100% - 18,0 ; 21,5 ; 2,08 kg ; 28 gx 5 vert foncé
17 3.32 sEc. 1 3/07 1 37% - 2,0 ; 1,9 : 1,73 kg 2 qx ! jaunatre
!
8 3.41 LIQ. E 3/07 ; 100%Z - 20,0 i 13,0 ; 1,93 kg i 26 gx i vert foncé
18 3.41 SEC. i 3/07 ; 25%2 - 3,0 ; 3,2 i 1,39 kg E 19 gx i jaune
9 3.55 LIQ. ! 3/07 | 100% - 4,2 ; 4,3 : 1,90 kg ! 25 qx | vert
i
19 3.55 SEC. ! 3/07 L 43y - 1,0 : 2,2 i 1,64 kg - qx ! jaune
! ! ! ! !
10 3.4.3 LIQ.; 8/07 ; 100Z - 8,3 ; 10,4 % 2,04 kg 5 27 qx ; vert
20 183005 SEC! 8/07 L 0% - 0,01 0 ! 1,15keg! 15 qx i jaune
! ! ! ! !

!
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Tableau LVIII (suite)
Résultats des parcelles expérimentales de Villeneuve d'Ascq 1985.

i

!

!

!

N° parcelle i i nodulation 'A.R.A.! poids 3 !rendement! couleur
souche ! date ! % - nb moyenlumoles! 14% lestimé - 1/09/85
variété Effi ! ! i i i i
21 MEL.l LIQ.! 8/07 1 100% 16,0 f 19,4 i 2,10 kg i 28 gx : vert foncé
22 MEL.2 LIQ.E 8/07 i 100% 18,0 ; 17,7 v 2,10 kg ! 28 gx ! vert foncé
23 MEL.3 LIQ.! 8/07 1002 15,0 ; 20,0 : 1,95 kg L 26 qx ; vert foncé
1

24 MEL.1 SEC.i 8/07 ; 22% - 2,51 3,1 ; 1,46 kg i 20 qx % jaune
25 MEL.2 sac.;; 8/07 3 897 - 2,0 i 4,0 i 1,47 kg ' 20 qx ! jaunatre
26 MEL.3 SEC.i 8/07 i 50% 2,0 ; 7,8 i 1,52 kg ; 20 gx ; jaunatre
variété Mappl; arrow! : i i i B
27 MEL.1 LIQ.: 9/07 : 100% 16,0 E 17,0 : 3,07 kg ; 41 qx i vert fonc?;
28 MEL.2 LIQ.! 9/07 ! 100% - 20,0 1 16,6 ! 2,99 kg | 40 qx ! vert foncé
29 MEL.3 LIQ.; 9/07 ; 100% - 33,0 i 13,3 \ 2,75 kg . qx i vert foncé !
30 MEL.1 SEC.i 9/07 : 67% 2,0 § 5,9 i 1,52 kg ; 20 qx : vert clair
31 MEL.2 SEC.i 9/07 ; 1007 2,7 : 5,1 i 2,09 kg i 28 gqx : vert
32 MEL.3 SEC.i 9/07 i 100% 5,7 i 9,3 i 2,01 kg ; 27 qx i vert clair

! t ! 1 ‘-T ————— ! o
variété Effi
33 BIOPROX 111/07 t 100% 21,0 V19,1t 2,17 kg } 29 gx ! vert foncé

! } ! 1

34 LIPHA ;11/07 i 100% 13,4 2 19,5 % 2,22 kg 3 30 gx % vert foncé
35 NON INOC. 211/07 : 07 0 i 0 i 1,30 kg i 17 gqx i jaune
variété Mapplé arrow! ! | ] ! !
36 BIOPROX 111/07 1 100% 23,0 9,7 Vv 2,77 kg ' 37 gx i vert foncé !
37 LIPHA 211/07 i 100% - 25,0 i 11,6 ; 2,57 kg 2 34 gx i vert foncé !

] 1 1
38 NON INOC. ill/07 i 0% 0 f 0 % 1,93 kg % 26 qx f vert clair !

!
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est inférieur 3 1007 et le nombre moyen de nodules par plante trés
gsouvent inférieur 3 5, contre une moyenne de 15 3 plus de 20 dans
le cas des inoculums 1liquides. Les numérations de contrdle
effectuées peu de temps avant expédition révélent de fait que
certains inoculums ont une faible concentration bactérienne, ce qui
explique 1'échec plus ou moins prononcé de 1'inoculation de

nombreuses parcelles.

- activité nitrogénasique : les mesures d'efficience effectuées par le
test de réduction de 1'acétyléne, confirment les observations
précédentes. Les plantes prélevées dans les parcelles ou la
nodulation est peu abondante ont une activité nitrogénasique
inférieure 3 celle observée avec le témoin inoculé par une culture
liquide de la souche. Les parcelles pour lesquelles les différences

sont peu importantes concernent les souches 3.1, 3.2 et 3.30.

- L'observation de la couleur du feuillage au début septembre, révéle

une carence azotée typique (feuillage vert clair 3 jaune) dans les

parcelles od la nodulation est peu abondante.

A Pouy-Roquelaure (Tableau LIX), les observations de feuillage et
de précocité soulignent que les inoculums déshydratés ne permettent
pas d'apporter aux plantes les quantités de bactéries suffisantes
pour une bonne couverture azotée. La végétation de ces parcelles
est dans 1'ensemble jaune. Les parcelles inoculées avec les
inoculums liquides sont de couleur verte, mais d'un vert moins
foncé que les inoculums commerciaux sur tourbe. Des différences de
précocité peuvent &galement &tre remarquées entre parcelles. Elles
pourraient &tre en rapport direct avec wune balance azotée
déficitaire pour les parcelles ou la chute des feuilles a lieu le

plus tét.

A Coulommiers, 1la couleur du feuilllage, jaune en général, révéle
une carence azotée importante. Seuls les inoculums commerciaux sur
tourbe, et quelques exceptions donnent une couleur verte au

feuillage.
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Tableau LIX
Résultats expérimentaux des parcelles de Pouy —Roquelaure.

: Aspect végétation : Jaunissement : Chute feuilles : Poids &

(

(

(

( : : : :

( Effi N.1 : Jaune : 17/8 : 21/8 : 2,35
g Effi Liphe Vert foncé 16/8 21/8 : 2,85
E EfTL MB‘},PM . 16/8 : 21/8 . 3,25
é Effi 3.1 sec Jaune 16/8 = 21/8— : 2,10.
E Effi 3.2 sec ; Jaune i 16/8 = z 21/8 < z 2

E Effi 3.15 sec ; Jaune ; 16/8 ; 21/8 ; 2,15
E Effi 3.15 b3 sec z Jaune if' 16/8 i 21/8 i 2,35
é Effi 3.28 sec i Jaune z 14/8 ; 18/8 z 2,10
E Effi 3.30 sec i Jaune ; 10/8 ; 16/8 ; 1,95
g Effi 3.32 sec Jaune 10/8 16/8 : 1,65
§ Effi 3.41 sec Jaune 10/8 16/8 1,80
E Effi 3.55 i Jaune z 12/8 ; 18/8 ; 2,05
E Effi T 83,005 sec i Jaune : 11/8 z 18/8 i 2

E Effi Mélange 1 sec Jaune 12/8 18/8 ; 2,1
E Effi Mélange 2 sec i Jaune N i 14/8 i 22/8 ; 2

E Effi Mélange 3 sec z Jaune i 14/8 ; 21/8 ; 2,05
E Effi 3.1 liquide ; Vert légt foncé z 13/8 z 20/8 ; 2,25
E Effi 3.2 liquide ; Vert légt foncé i 12/8 i 18/8 i 2,15
E Effi 3.15 liquide i Vert foncé Z 13/8 ; 20/8 ; 2,10
E Effi 3.15b3 liquide i Vert foncé Z 13/8 i 20/5 ; 2,20
E Effi 3.28 liquide ; Vert légt foncé : 12/8 ; 20/8 ; 2,20

Effi 3.30 liquide : Vert légt foncé : . 14/8 : 23/8_ : 2,2%
Effi 3.32 liquide : Vert foncé i 14/8 z 23/8 z 2,40
Effi 3.41 liquide ; Vert légt foncé ; 15/8 ; 23/8 ; 1,75
Effi 3.55 liquide i Vert légt foncé i 16/8 z 23/8 i 1,78
Effi 3.43 liquide ; Vert légt foncé i 14/8 ; 23/8 ; 1,95

Effi Mélange 1 liq. : Vent légt foncé : 13/8 : 23/8 : 2,08

Effi Mélange 3 liq. : Vert légt foncé : 14/8 : 23/8 : 2,20
M.ARROW N.I : Jaune : 24/8 : 29/8 : 2,25
M.ARROW Liphe : Vert foncé : 20/8 : 26/8 : 2,80

(

(

(

{

(

(

(

(

(

(

(

( ) : : : :

E Effi Mélange 2 liq. : Vert foncé : 15/8 : 23/8 : 2,08
(

(

(

(

(

( H H M H

E M.ARROW Portex : Vert foncé : 18/8 : 26/8 H 2,90
(

e e e~ et e e " e e N e et S e et e N i ot St o M N Mt N Nt e N Nt N N M e S S N e S
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Tableau LX
Résultats expérimentaux des parcelles de Coulommiers.
|xr\/0cucm‘/0“/[ P
ANNEE ; 1385 copE E5SAl. SA& @\
LIEV .. COvuCoHMMIERS PRRCELLE @ /503 “‘g/
) Coul [AE +
INOCVLATION VKOV N Ddavetc' 43 ";%lf /°a.HLa- ang"/o
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- En termes de rendements, les conclusions sont identiques (Tableau
LXbis).

A Villeneuve d'Ascq, les rendements les plus faibles ont &té obtenus
dans le cas des parcelles faiblement nodulées. Ainsi des &carts
extrémes de 15 3 30 gx/ha ont &té observés, avec la variété Effi.
La variété Mapple arrow fournit des rendements en graines plus
importants compris entre 25 qx/ha pour le témoin non inoculé et
41 gqx/ha. L'observation des rendements en graines des parcelles
inoculées par les cultures 1liquides de forte concentration
bactérienne montre que les souches ayant une forte activité
nitrogénasique in vitro, présentent é&galement aux champs des
performances intéressantes. Les souches 3.32, 3.2, 3.1, et 3.4.3

donnent les rendements les plus élevés.

A Pouy, la récolte des graines ne met pas en &vidence d'dcarts
importants entre les variétés. L'inoculum tourbe Bioprox fournit de
trés bons rendements. Les plus faibles rendements correspondent,
pour les inoculums déshydratés, 3 ceux ou la population bactérienne
est faible. Les inoculums liquides ne permettent pas des rendements
en moyenne supérieurs 3 ceux observés avec les poudres atomisées,
contrairement au cas de Villeneuve d'Ascq. Ceci pourrait témoigner
d'une mauvaise survie des bactéries en culture liquide, au cours du

transport et du temps de stockage précédant le semis et pourrait

expliquer la couleur vert clair des parcelles.

A Coulommiers, les rendements de la quasi totalité des parcelles sont
faibles et en moyenne inférieurs 3 ceux observés sur les deux
autres lieux. Les inoculums commerciaux sur tourbe, donnent les
meilleurs rendements. Quelques parcelles inoculées avec des
inoculums liquides ont des rendements supérieurs 3 la moyenne. Ces
résultats témoignent vraisemblablement d'une mauvaise nodulation
dans les parcelles inoculées avec les cultures liquides et les
poudres atomisées qui pourrait comme dans le cas précédent provenir

d'une concentration bactérienne trop faible dans les inoculats.
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Tableau LXbis
Rendements observés 3 142, sur les parcelles expérimentales des trois
stations.

] ] ]

N° parcelle rendement estimé! rendement estimél! rendement estimé !

]

!

}
souche ! Pouy-Roquelaure ! Coulommiers ! Villeneuve d'Ascq!

i i i |
1 3.1 LIQ. f 30 gx/ha ; 16 gx/ha ; 27 qx/ha ;
11 3.1 SEC. i 28 qx/ha ! 13 gx/ha ! 22 qx/ha |
2 3.2 LIQ. i 29 qx/ha ; 12 qx/ha i 27 gx/ha ;
12 3.2 SEC. ; 27 qx/ha 1 13 qx/ha ; 27 qx/ha @
3 3.15 LIQ. i 28 gx/ha § 9 gx/ha i 24 gx/ha
13 3.15 SEC. ; 29 gqx/ha i 11 gqx/ha ; 24 qx/ha ;
4 3.15b3 LIOi 29 qx/ha ; 9 gqx/ha i 25 qx/ha i
14 3.15b3 SEC; 31 gqx/ha i 7 gqx/ha ; 27 qx/ha ;
5 3.28 LIQ. ; 29 qx/ha ; 7 gqx/ha ; 22 qx/ha i
15 3.28 SEC. % 28 qx/ha i 8 gqx/ha i 21 qx/ha ;
6 3.30 LIQ. ; 30 gqx/ha ; 9 gx/ha i 26 qx/ha ;
16 3.30 SEC. i 26 qx/ha ; 7 qx/ha ; 21 gqx/ha ;
7 3.32 LIQ. ; 32 qx/ha ; 8 gqx/ha ; 28 gx/ha ;
17 3.32 SEC. ; 22 gx/ha i 9 gqx/ha i 23 qx/ha ;
8 3.41 LIQ. i 23 qx/ha i 13 gx/ha i 26 qx/ha ;
18 3.41 SEC. i 24 qx/ha i 7 qx/ha i 19 gqx/ha i
9 3.55 LIQ. ; 23 gqx/ha ; 12 gqx/ha i 25 gqx/ha i
19 3.55 SEC. i 27 qx/ha i 9 gx/ha i 22 gx/ha i
10 3.4.3 LIQ.i 26 qx/ha ; 13 gx/ha ; 27 qx/ha i
20 T83005 SECi 27 gqx/ha ; 9 gx/ha ; 15 gx/ha ;
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Tableau LXbis (suite)
Rendements observés 3 14Z, sur les parcelles expérimentales des trois
stations.

! | } }
! rendement estimé! rendement estimé! rendement estimé !
! Pouy-Roquelaure ! Coulommiers ! Villeneuve d'Ascq!

N° parcelle
souche

]

)

]

variété Effi

21 MEL 1 LIQ.! 27 qx/ha 1! 14 qx/ha ! 28 gx/ha i
22 MEL 2 LIQ.i 27 qx/ha i 15 gx/ha i 28 qx/ha 2
23 MEL 3 LIQ.; 29 gx/ha i 13 qx/ha i 26 qx/ha i
24 MEL 1 SEC.i 28 gx/ha ; 8 qx/ha ; 20 qx/ha ;
25 MEL 2 SEC i 27 qx/ha i 10 gqx/ha ; 20 gx/ha i
26 MEL 3 SEC ; 27 qx/ha i 13 qx/ha i 20 gx/ha ;
variété Mapplé arrow ! ] ;
27 MEL 1 LIQ.! ND ] ND ! 41 gqx/ha 3
28 MEL 2 LIQ.; ND i ND ; 40 gx/ha ;
29 MEL 3 LIQ.: ND i ND i 37 qx/ha ;
30 MEL 1 SEC ; ND ; 5 qx/ha - !' 20 qx/ha 3
31 MEL 2 SEC ; ND i 6 gx/ha ; 28 gx/ha i
32 MEL 3 SEC ; ND i 6 qx/ha ; 27 qx/ha i
variété Effi | | | :
33 BIOPROX I 43 gqx/ha 1} 21 qx/ha ! 29 gx/ha !
34 LIPHA ; 33 gqx/ha i 18 gx/ha i 30 gx/ha ;
35 NON INOC. ; 31 gqx/ha i 7 qx/ha i 17 gqx/ha i
variété Mappl; arrow | | i
36 BIOPROX ! 39 qx/ha ! 15 gx/ha ! 37 gx/ha !
37 LIPHA ; 37 qx/ha i 14 gqx/ha ; 34 gx/ha §
38 NON INOC. ; 30 gx/ha } & -qx/ha 3 26 qx/ha i

!

"\
)
0

.y

.‘:

]

-
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I1 n'est pas possible de comparer entre elles les performances des
souches sur les trois sites. Les problémes de survie rencontrés aussi
bien dans les inoculums liquides 3 Pouy et 3 Coulommiers que dans les
inoculums déshydratés fausseraient complétement toute interprétation des
résultats. Il semble important d’'étudier 1les paramétres qui
favoriseraient la survie des Rhizobiums dans les inoculums déshydratés.
De méme, les témoins liquides ne sont pas appropriés &tant donné que 1la

mortalité est &levée lorsque les cultures ne sont plus agitées.

On peut cependant noter les performances intéressantes des souches
3.1, 3.2, 3.32 et 3.15b3.



..1%9-

EXPERIMENTATION AU CHAMP 1986

Au regard des résultats de 1985 et des différences marquées entre
les performances des inoculats déshydratés et apportés sur tourbe, nous
avons jugé intéressant de comparer d'un point de vue qualitatif ces deux
types d'inoculum en employant trois souches du laboratoire et deux

témoins commerciaux (souches isolées des inoculums Bioprox et Lipha).

I. PRODUCTION DES INOCULUMS.

1 / INOCULUMS SUR TOURBE.

Ils ont &té réalisés début avril, sur tourbe pulvérisée issue d'une
dose d'inoculum commercial. Aprds répartition, par quantité de wvingt
grammes environ, en flacon de 125 ml, stérilisation 2 x 30 min, ces
échantillons sont ensemencés par 2 ml de culture en phase exponentielle
des souches désirées. Apré&s incubation 3 29°C pendant 15 jours, les
inoculats sont conservés 3 température ambiante jusqu'd 1l'emploi. C'est
d ce moment que l'on effectue un contrdle sur la pureté et la densité de

la population bactérienne.

2 /_ _INOCULUMS DESHYDRATES.

Ils sont produits comme suit : 2 1 de culture en phase
exponentielle des souches sont centrifugés, puis repris dans 100 ml de
milieu TY additionné de lait é&crémé 3 10% (w/v). Ces suspensions sont
ensuite déshydratées dans un atomiseur puis stockées sous azote i 4°C, &
une humidité relative proche de O par addition de silicagel dans

l'emballage de conservation.

I1. IMPLANTATION DES PARCELLES.
A Villeneuve d'Ascq, les essais ont di &tre réalisés i deux reprises

~ le premier essai a &té effectué le 7 Mai ; mais la nature trés
argileuse du sol et les fortes pluies consécutives au semis, ont &té
responsables de la formation d'une crofite de battance. Cette dernidre
liée 3 wune préparation grossidre du sol a fortement inhibé 1la

germination des graines (10% en moyenne, de 7 i 24%) ;
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- l'essai a été recommencé le 11 Juin 86. Il est 3 noter que la
proximité immédiate d'un massif d'arbres et 1l'exiguité du terrain mis a -
notre disposition, ont &té& responsables d'une diminution de la vigueur
et d'un léger é&tiolement des plantes des parcelles de bordure, ce qui a

favorisé la verse de certaines parcelles (1 et 3) 3 la fin Aodt.

Lles traitements appliqués & chaque parcelle, ainsi que les
résultats des contr8les effectués sur les inoculats figurent dans le
tableau LXI.

IXITI. NOTATIONS EFFECTUEES.

Conformément au programme préalablement &tabli, les notations

relatives aux caracté@res suivants ont été effectuées

- pourcentage de germination au stade deux feuilles trifoliées ;

notation de 1 4 9 ;
- vigueur au stade jeune : échelle de 1 3 9 ;

- nodulatiom : pourcentage de plantes nodulées, localisation et nombre

de nodules ; notation de 1 3 9 ;
- couleur du feuillage : mi-aolit, &chelle de 1 3 9 ;

~ précocité : 3 la floraison, en cours et en fin de végétation ;
notations effectuées d'aprés 1la nomenclature américaine sur

échantillons de 10 plantes 3 chaque passage ;

- récolte : la récolte et 1l'écossage ont é&té faits manuellement pour
1l'essai n°l. Etant donné le faible peuplement des parcelles, nous
n'avons enregistré que le poids des mille grains et 1l'humidité 3 1la
récolte. La maturité tardive et les conditions climatiques de fin
octobre début novembre n'ont pas permis d'assurer la récolte des

parcelles du deuxiéme essai.

L'ensemble de ces données est résumé dans le tableau LXII pour

1'essai n°®l, LXIII pour l'essai n°2, LXIV pour l'essai de Coulommiers.
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Tableau LXI
Désignation des parcelles et population bactériemnne dans les inoculats.
Ne Variété Inoculum
l Mapple Arrow Bioprox Tourbe
2 Mapple Arrow Bioprox Atomisé
3 Mapple Arrow Lipha Tourbe
4  Mapple Arrow  Lipha Atomisé
5  Mapplie 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
Il Mapple Arrow  Non inoculé
"./;
Tableau - Population bactérienne dans les inocula
N°inoculum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
log Nb de
Rhizobium/g
5 mal >9 10,8 >9 9,0 >9 1,5 >9 9,9 >9 10,0
18 juin ND 10,8 ND &,7 ND 11,4 ND 9,5 ND 9,7
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Tableau LXII

Résultats expérimentaux de l'essai n°l r&alisé 3 Villeneuve d'Ascq.

691 % 0°6 60/61 60/50 L0/12 6/S 0l Il
6l % 0°T1 60/61 60/50 L0/12 6/6 6 0l
161 % 0°01 60/4Z 60/60 L0/€z 6/6 11 6
181 % 801 60/42 60/21 L0/€2 6/8 ¢ 8
ZL1 "% 0°01 60/42 60/Z1 L0/€2 6/8 91 L
161 % 001 60/61 60/50 L0/12 6/8 4 9
881 % 0°01 60/61 60/$0 L0/€2 6/L 6 ¢
161 % 66 60/ 60/21 L0/12 6/¢ 8 f
902 % 091 60/4Z 60/60 £0/12 6/8 8 €
¢6l % 0°01 60/61 60/50 L0/52 6/8 91 z
961 % S‘G1 60/61 60/$0 L0/€2 6/6 91 I
sautead ool 211009y 83 °opels /Y °opei1s €Y ape1s
% Hl ® spiog  1ptwny $3(IN3} 21NYD 28elIA a1eQ 80/40:NDMOD  3IA3| % a|[av1ed
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Résultats expérimentaux de 1l'essai n°2 réalisé 3 Villeneuve d'Ascq.

Nﬂ
reelle

Stade 2 F. trifoliées
26/06

Nodulation

Date d'apparition des stades :

% levée vigueur

% plantes

nodulées Note
Nb nodules
localisation

R1

R2

R3

R4

RS

R6

R7

Jau-
nisse-
ment

Chute
des
feuilles

Notation
couleur
15/08

87 4
91 6
90 7

90 9

93 6
94 4
90 7
90 9
83 9

93 8

100 %
> 20 9
collet

70 %
< 5 6
collet

100 %
20 9
collet

50 %
5 5
R.L

75 %
5-10 7
collet

100 %
5-10 8
collet

100 %
i0 8
collet

70 %
<5 6
collet-R.1.

80 %
= 10 7
collet

70 %
5 6
collet

5%
1 I

06/08

04/08

04/08

04/08

01/08

01/08

06/08

01/08

04/08

G1/08

04/08

12/08

08/08

12/08

08/08

04/08

04/08

06/08

04/08

08/08&

06/08

08/08

14/08

12/08

14/08

12/08

08/08

08/08

12/08

12/08

12/08

12/08

08/08

22/08

18/08

22/08

18/08

12/08

14/08

18/08

18/08

22/08

18/08

18/08

25/08

verse

22/08

25/08

22/08

18/08

18/08

22/08

22/08

25/08

22/08

22/08

06/10

06/10

06/10

06/10

18/09

18/09

06/ 10

26/09

06/10

26/09

18/09

17/10

06/10

13/10

09/10

06/10

06/10

06/10

06/10

09/10

09/10

06/10

17/10

06/10

13/10

06/10

06/10

06/10

26/09

26/09

09/10

26/09

26/09

13/10

13/10

09/10

13/10

09/10

09/10

23/10

09/10

06/10
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Tableau LXIV
Résultats expérimentaux des parcelles de Coulommiers : 1986.
Code Essai : SAG 953
Année 1986
Lieu : COULOMMIERS
Surface parcellaire : 7,5 m2
INOCULATION SUR MAPPLE ARROW
A Vg,
+ Atk ,}uoﬁmwn ce JL {—'/[L— -
Lo A
T ) “';
{?N° | NOMS f DENSITE {gbre de nodules {Jaunisst{ Rdt {%T n¥a- ]
I l I {x/plte , 5/8 | des sec/ | LIPHA |
H H ' feuilles|Parcelle | TOURBE |
PETIT GROS
i— i | | PETITS | GROS |™7y g™ 1" " |5 ) 6ow/hal
1 T Rl ¥ 13 ) A
l 1 ; 3-2 TOURBE ; 45 { 10,2 : 3,1 : 1 { 1785 ; 97 I
} 2 } 3-3-2 TOURBE } 54 | 11,4 ’ 7,9 | 1 ; 1947 } 105 }
I 3 { 3-4-3 TOURBE { 43 | 7,1 { 3,1 | 3 { 1647 } 89 |
; 4 } LIPHA TOURBE : 39 13,2 = 6,2 1 | 1845 ; 100
|
; 5 ’ BIOPROX TOURBE ’ 44 | 11,8 ’ 2,5 2 } 1764 } 96 |
; 6 I TEMOIN N.I. | 38 |  o,2 { 0 | 4 } 1479 } 80
} 7 ! 3-2 SEC 37 | 2,1 l 1,4 _; 3 | 1e16 { 88 |
| 8 ] 3-3-2 SEC 49 | 2,3 | 1,2 | 4 1410 | 76 |
| | | | | | | | |
% 9 i 3-4-3 SEC ~ 36 | 3,4 | o,4 I 4 1308 } 71
| I |
{ 10 i LIPHA SEC | 33 l 5,2 { 0,5 i a 1418 ! 77
|
: 11 } BIOPROX SEC | 35 | 3,4 | 1,2 | 4 | 1468 | 80 |
I | | | |
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IV. RESULTATS - DISCUSSION.

l1 / DENSITE.

Essai 1.

La levée des semences a &té trds hétérogéne A l'intérieur des

parcelles et le taux de germination trés faible de 7 a 24%.

Essai 2.

Levée régulidre avec fort taux de germination, de 130 3 143
plantes/rang sur 150 théoriquement semées, ce qui correspond 3 une

densité de 26 3 29 plantes/métre linéaire.

Coulommiers

densité au métre linéaire é&levée.

2_/_VIGUEUR.
Essai 1.
Plantes germées tré&s vigoureuses, pas de différence observable
entre parcelles.
Essai 2.

Vigueur moindre pour les parcelles 1, 6, 7, 1l au stade deux
feuilles trifoliées, ce qui pourrait correspondre & leur position en
bordure de champ. Ces différences de vigueur se sont estompées en cours

de végétation.

3 / NODULATION.

La nodulation a é&té contrdlée sur quelques plantes (<5) pour

l'essai 1 et sur 12 plantes pour l'essai 2.

Essai 1.

Nodulation importante, localisée au collet mais nombre de plantes

observables trop faible pour tirer des conclusions.
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—~ Influence du type d'inoculum.

Essai 2.

* Inoculum sur tourbe : parcelles 1, 3, 5, 7 et 9
- nodulation au collet
- fort pourcentage de plantes nodulées (>90%)
- nombre de nodules &levé : >20 pour les parcelles 1, 3 et 9 ;

entre 5 et 10 pour les parcelles 5 et 7

* Inoculum dé&shydraté : parcelles 2, 4, 6, 8 et 10
- nodulation au collet

- pourcentage de plantes nodulées plus faible : en moyenne 75% (de
50 & 1007%)

- nombre de nodules par plante : entre 5 et 10
Coulommiers.

* Inoculum sur tourbe :

- nombre de nodules par plante : entre 10 et 20

* Tnoculum déshydraté :

- nombre de nodules plus faible : <5

= Différences entre souches.

Les expérimentations sur cultures aseptiques de plantules réalisées
au préalable, ont mis en &vidence deux phénotypes distincts parmi 1les

souches de la collection :

- les souches 3.2 et 3.4.3 sont caractérisées, entre autre, par :
- une différentiation lente des nodules sur plantules (3 semaines)
- un nombre faible des nodules (environ 5) et une efficience
élevée

- une production d'exopolysaccharides faible

- les souches Lipha, Bioprox et 3.32 sont caractérisées par :
- une formation rapide des nodules sur plantules (8 jours)
= un nombre &levé de nodules et une forte efficience

- une abondante production d'exopolysaccharides
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Ces observations pourraient avoir comme origine 1'appartenance de
ces deux types de souches 3 deux types symbiotiques divergents de

Rhizobium japonicum (166bis) 3 savoir divergence d'organisation

génomique de génes connus (nif, nod), de voies de métabolisme.

* Au champ, les différences entre souches relatives 3 1l'abondance de 1la

nodulation sont confirmées.

* D'autre part, le mode d'inoculation joue un rdle important pour les
souches 3.32, Bioprox et Lipha. Malgré des populations élevées de 102 a
1011 bactéries par gramme, une nodulation de moindre abondance a é&té
constatée pour les inoculats déshydratés sur les deux stations. Pour les
souches 3.2 et 3.4.3, la nodulation n'est pas affectée par le mode
d'inoculation & Villeneuve d'Ascq. Elle est moins abondante pour les

inoculums déshydratés 3 Coulommiers.

4 / COULEUR

Egsai 2

Les parcelles inoculées avec 1l'inoculum tourbe sont d'un vert plus
soutenu que celles inoculées avec 1l'inoculum déshydraté pour les souches
Bioprox, Lipha et 3.32 ; pour les souches 3.2 et 3.4.3 on n'observe pas

de contraste entre parcelles.

5 / PRECOCITE

Essai 1

Les plantes &tant tré&s clairsemées, il est difficile d'observer les
&carts de précocité entre parcelles (Tableau LXII)
- pas d'écarts importants entre les deux modes d'inoculation.
- 1légers décalages entre parcelles inoculées avec des souches

différentes.
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Egsai 2

Les décalages observés portent sur quelques jours en cours de
végétation et s'allongent jusqu'3d 10 jours en fin de végétation (Tableau
LXIII). L'augmentation des &carts doit en partie &tre imputée 3 la verse
partielle ou totale des parcelles 1, 3 et 9, consécutive 3 de fortes
pluies.

- souches 3.2 et 3.4.3 : pas d'écarts de précocité entre les deux
modes d'inoculatiom.

- souches 3.32, Bioprox et Lipha : les parcelles inoculées avec
les inoculats déshydratés ont un gain de précocité de 3 3 4 jours
en cours de végétation (stades R3, R4). Les &carts restent
sensiblement identiques au stade R7 (sauf parcelles versées) et
pourraient 8tre imputés 3 une balance azotée légérement différente
entre les deux modes d'inoculation (nodulation plus ou moins

abondante).
Coulommiers

Comme 3 Villeneuve d'Ascq, le jaunissement des feuilles intervient
plus t8t sur les parcelles inoculBes avec les inoculums déshydratés

(balance azotée légé&rement déficitaire).

6 / RECOLTE

La récolte d'échantillons dans les parcelles de l'essai 1 nous a
permis de mettre en &vidence un poids de mille grains

- supérieur au témoin dans tous les cas, et variable entre
souches,

- pour les souches Bioprox , Lipha et 3.32, un poids des mille
grains meilleur dans le cas des inoculations par la tourbe,

- pour les souches 3.2 et 3.4.3, les poids des mille grains les
plus é&levés dans le cas des inoculations par les poudres

atomisées.

A Coulommiers, la récolte des graines met en &vidence des
différences de rendement importantes entre les deux modes d'inoculation
particulidrement pour les souches 3.32 et Lipha. L'inoculation par les

tourbes permet les rendements les plus &levés.
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CONCLUSION

Les expérimentations de 1986 nous ont permis de confirmer les
performances intéressantes des souches 3.32 et 3.2 cultivées sur tourbe

en comparaison avec 1les souches utilisées dans 1les inoculums

commerciaux.

En outre, l'incidence de l'emploi d'inoculums dé&shydratés sur
1'infectivité des souches est manifeste ; 1la nodulation est moins
abondante malgré des populations trds &levées dans les inoculums. Ce
phénoméne est trés marqué pour les souches telles que la souche 3.32 qui
est trés sensible 3 la déshydratation. A ce sujet la mise en suspension
dans l'eau pour l'inoculation se révéle peut &tre néfaste 3 la survie
dans le sol des bactéries déshydratées et ils serait peut &tre

souhaitable d'appliquer la poudre directement dans le rang de semis.

Trois facteurs peuvent &tre déterminants pour expliquer ce phénoméne :

- le fait que 1les bactéries soient adsorbées sur la tourbe ce qui
favorise la formation de pili ;

= la déshydratation qui met en oeuvre des adaptations métaboliques
néfastes d 1'infectivité des cellules comme il est suggéré par
Streeter (170).

- une forte mortalité consécutive 3 la réhydratation des cellules

-~

déshydratées par atomisation 3 partir d'une phase liquide.

Nos travaux ultérieurs de bactérisation par enrobage ont montré
1l'incidence dé&terminante de 1la tourbe sur la survie des bactéries
déshydratées notamment dés que 1l'humidité relative de conservation
dépasse 43%. Dans ce cas, pour un méme adhé&sif, les cellules
déshydratées sans support solide meurent trés rapidement, alors que les
Rhizobiums cultivés sur tourbe survivent sur de plus longues périodes.
I1 serait tré@s intéressant de poursuivre dans ce sens, Ll'emploi
d'inoculums déshydratés présentant de nombreux avantages : le maintien
de la stérilité n'y est pas nécessaire et les bactéries dé&shydratées
sont 3 méme de survivre 3 une exposition 3 des températures &levées sur
de courtes périodes alors que la mortalité est totale dans les inoculums
tourbe hydratés d@s qu'une température de 40°C est atteinte. A cette
fin, il est indispensable d'étudier les mécanismes qui aboutissent 3 1la
perte d'infectivité des cellules dans les inoculums déshydratés par

atomisation.
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10 11
19/07 R1 R1 R2 R2 R2 R2 R1 R2 R1 R2 R2
21/07 V9 R2 V9 R2 V8 R3 V8 R3 V9 R2 V9 R3 V& Rz Vv8 R2 V8 R2 V7 R3 V7 R3
23/07 R3 R3 R4 R4 R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
26/07 |VI0O R3 V9 R4 V9 R4 V9 R4 VIO R& V9 R3 VIO R3 V9 R4 V9 R3 V9 R3 V9 R4
30/07 R4 R5 R5 R5 R4 R4 R4 R5 R4 R4 R5
04/08 |VIO RS5 VIO R5 VIO R5 VIO R5 VIO R5 VIO R5 VIl R4 VIO R5 Vil R5 VIO R5 VIO RS
08/08 R5 R5 R6 R5 R5 R5 R5 R5 R5 R5 R5
12/08 R5 R6 R6 R5 R6 R6 R5 R5 R5 R5 Ré6
25/08 R6 R6 R6 R6 R6 R6 Ré6 Ré6 R6 R6 R6
05/09 R7 R7 R6 Ré6 R7 R7 R6 R6 R6 R7 R7
09/09 R7 R7 R7 R6 R7 R7 Ré6 R6 R7 R7 R7
12/09 R7 R7 R7 R7 R7 R7 R7 R7 R7 R7 R7b
19/09 R8 R8 R7 R7 R8 R& R7 R7 R7 R38 R8
24/09 R8 R8 R8 R8 R38 R8 R8 R8 R& R8 R8
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ANNEXE 2
VILLENEUVE D'ASCQ : ESSAI N°2
SEMIS : 11 JUIN 1986
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REALISATION DES CALCULS RELATIFS A L'ANALYSE DE LA VARIANCE A UN CRITE
DE CLASSIFICATION. :

— Analyse de la variance & ur’ critére de classification:
réalisation des calculs dans le cas d’échantillons d'effectifs inégaux.

Sy -
k o ~ i 2 P ToTAuX
1 X1y X24 ot
2 X2 X2z Xp2 |
. . 4
1* Les calculs peuvent étre réalisés conformément au tableav -~ | en utilisant '
tes notations et les formules suivantes : Xony
. ., XI.I
pour I'effectif total: n_ = i R ’ L
=t w y ny ny e ", n,
our les totaux par échantillon: X, X, tout i),
p p - .Z. u (pour tout i) X, X, X2, e X, X,
pour le total général: X_ = i‘X,.('). . 3 2 $' X2 3 x2 3 2 T
=] g;| ,. . AZ:| * kzl 3 k21 "
2 o
pour la somme des carrés générale: T= 3 ¥ xi, Xiim Xin, Xi/n, e Xan, -
imt k=
SCE SCE S¢ SCE sC
pour les sommes des carrés des écarts par échaatillon : ' ! CE‘z ’ & AT
&} at &} - :H - g
s . B
SCE; = .El x% — X#n, (pour tout i), 5 X\ %3 X, —_ ( 'Z " ,\'
pour la somme dos carrés des écarts résiduelle: SCE, = f: SCE,, -
_ =t Pout pouvoir dresser le tableau d’analyse de la variance , il
pour les variances estimées: 8} = SCE/(n, — 1) (pour tout i), reste 4 calculer:
et pour les moyennes estimées : le terme correctif: C = X%ju,

1a so.nme des carrés des écarts totale : SCE, = T - C,
la somme des carrés des écarts factorielle : SCE, = SCE, ~ SCE,,
(*) Les quantitds X,, et X, sont donc des sommes de valcurs observées et non des variables aléatoires, les carvés moyens : CM, = SCEJ(p = 1) et CM, = SCE/in - p),

Dl:‘m{de C sont la somme des carrés des valeurs observées et un terme correctif, et non des variables ainsi que leur rapport : F,y, = CM,/CM, .
aléatoires. . e i s ew cmmeeaiaaes m mmen e e

X = X, /n;(pourtout i) et ¥ =X /n .

2° On peut alors réaliser le test de I'hypothése nulle, par comparaison de F,,,
avec la valeur F,_,, dont les nombres de degrés de liberté sont ky = p — 1 et
ky=n —-p,

Analyse de la wvariance 3 un critére de classification : tableau
d'analyse de la variance dans le cas d'effectifs inégaux.

! § ! ! !

source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés ! !
I 1iberté ! des écarts ! moyens ! F !

! ! ! ! !

: ! ! ! ! 1

Facteur contrdlé, varia! ! ! ! !
tion entre populations ! p-1 ! SCEa ! CMa ! Fobs !
! ! ! ! !

erreur résiduelle entre! ! ! ! !
observations dans les ! n.-p ! SCEr ! CMr ! !
populations ! ! ! ! !

! ! ! ! !

! ! !

TOTAUX I n.-1 ! SCEt !

! ! !
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TABLE DES DISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR.

p=0,95

. TabLES DES DISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR: p = 0,95

Valcurs critiques F, telles que:

.q xRNy g k)RR Ry oy

pour p == 0,95k, = 1(1)10, 15, 20, 30, 50, 100, 200, 500,
et ky = 1(1)20(2)30(10)60(20)100, 200, 500, o,

“k -
N ] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 18 20 30 50 100 200 SO0 o
Ko\
1 16l 200 206 225 230 234 237 219 241 242 246 248 250 252 25) 234 234 234
2 18,5 190 19,2 192 19,3 19,3 194 194 194 194 19,4 194 19,5 19,5 19,5 19,57 19,5 19,3
3 10,1 9,55 9,28 9,12 9,01 8,94 889 8,85 3.8t 8,79 8,70 8.66 5,62 8,58 8,55 8,54 8,53 8,5)
41 771 6,94 6,59 639 6,26 6,16 6,09 6,04 6500 5,96 5,86 5,80 5,75 5,70 5,66 5,65 5,64 5,63
51 6,61 5,79 541 5,19 5,05 4,95 4,88 4,82 4,77 4,74 4,62 4,56 4,50 4,44 4,41 4,39 437 437
6] 597 5,14 4,76 4.53 4,39 4,28 4,21 4,15 4,10 4,06 3,94 3,87 3,81 3,75 1,71 1,69 1,68 3,67
T 559 4,74 4,35 4,12 3,97 3,87 1,79 1,73 3,68 1,64 3,51 3,44 3,38 3,32 3,27 3,25 3,24 3,23
8] 532 446 4,07 3,84 1,69 3,58 3.50 1,44 3,39 3,35 3,22 3,15 2,08 3,02 2,97 2,95 2,94 2,93
9] 5.2 4,26 3,86 3,63 1,48 3,37 3,29 3,23 3,18 3,14 3,01 2,94 2,86 2,80 2,76 2,73 2,72 2,11
10 496 4,10 3,71 348 3,33 3,22 314 1,07 3,02 2,98 2,85 2,77 2,70 2,64 2,59 2,56 2,58 2,54
11} 484 398 3,59 1,36 3,20 3,09 1,01 2,95 2,90 2,85 2,72 2,65 2,57 2,51 2,46 2,43 242 2,40
12] 4,75 3,89 3,49 5,26 3,11 3,00 2,91 2,85 2,80 2,75 2,62 1,54 2,47 2,40 2,35 2,32 2,31 2,30
13] 4.67 3.8t 3,44 3,18 3,03 2,92 2,83 2,77 2,71 2,67 2,53 2,46 2,38 2,31 2,26 2,2) 2,22 2,2¢
14] 4,60 3,24 3,34 3,11 2,96 2,85 2,76 2,70 2,65 2,60 2,46 2,39 2,31 2,24 2,19 2,16 2,14 2,13
IS} 454 368 3,20 2,06 2,90-2,79 2,71 2,64 2,59 2,54 2,40 2,33 2,25 2,18 2,12 2,10 2,08 2,07
16 ] 4.49 1,63 3,24 3,00 2,85 2,74 2,66 2,59 2,34 2,49 2,35 2,28 2,19 2,12 2,07 2,04 2,02 2,00
17] 4.43 139 3,20 2.96 281 2,70 2,61 2,55 2,49 2,45 2,31 2,23 2,15 2,08 2,02 1.99 1,97 1,96
IR{ 440 3,58 2,16 290 2,77 2,66 2,58 2,51 2,46 2,40 2,27 2,19 2,11 2,04 1,98 1,95 1,93 1,92
191 4.38 3,52 3,13 290 2,74 2,63 2,54 2,48 2,42 2,38 2,23 2,16 2,07 2,00 1,94 1,91 1,89
0] 435 349 310 287 2,71 2,60 2,51 2,45 2,39 2,35 2,20 2,12 2,04 1,97 1,90 1,88 1,86
221 4.0 ) 2,82 2,66 2,55 2,46 2,40 2,34 2,30 2,15 2,07 1,98 1,91 1,85 (.82 §,80
U] 426, 2,78 2.62 2,51 2,42 2,36 2,30 2,25 2,11 2,03 1,94 1,80 1,77 1,75
261 423 3,37 2,98 2,74 2,59 2,47 2,39 2,32 2,27 2,22 2,07 1,99 1,90 1,82 1,76 1,73 1,71
28] 4,20 3,34 2,95 2,71 2,56 2,45 2,36 2,29 2,24 2,19 2,04 1,96 1,87 1,79 1,73 1,69 1,67
30} 4,17 1,32 2,92 2,69 2,53 2,42 2,33 2,27 2,21 2,16 2,01 1,93 1,84 1,76 1,70 1,66 1,64
40] 4,08 3,23 2,84 2,61 2,45 2,34 2,25 2,18 2,12 2,08 1,92 1,84 1,74 1,66 1,59 1,55 1,53
$0| 4,03 )18 2,79 2,56 2,40 2,29 2,20 2,13 2,07 2,03 1,87 1,78 1,69 1,60 1,52 1,48 |46
6] 400 318 2,76 2.53 2,27 2,25 2,17 2,10 2,04 1,99 1,84 1,75 1,63 1,56 1,48 1,44 L4}
01 396 211 2,72 249 2,31 2,20 2,13 2,06 2,00 1,95 1,79 1,70 1,60 1,501 1,43 1,8 1,35
100} 394 3,09 2,70 2,46 2,31 2,19 2,10 2,03 1,97 1,93 1,77 1,68 1,57 1,48 1,39 1,34 1,3}
200] 3,89 3,04 2,65 242 2,26 2,14 2,06 1,98 1,93 1,88 1,72 1,62 1,52 1,41 1,32 1,26 §,22
500} 3,86 3,08 2,62 2,39 2,23 2,12 2,03 1,96 1,90 1,85 1,69 1,59 1,48 1,38 1,28 1,21 1,16
w | 384 3,00 2,60 2,37 2,21 2,10 2,01 1,94 1,88 1,83 1,67 1,57 1,46 1,35 1,24 L17 1,11
Exvemple. AW pour kg -5l ky- 10

14,74 == 0,211 pour ky == S et &y - 10,

p=0,975

D. TABLES DES ISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR (suite): p = 0,975

Valeurs critiques F, telles que:

_...q- e kx4 kg) g
o

pour p = 0,975, k, = 1(1)10, 15, 20, 30, 50, 100, 200, 500, oo
et ky = 1(1)20(2)30(10)60(20)100, 200, 500, 0.

1 2 3 4 $ 6 7 8B 9 10 15 20 30 SO 100 200 500 oo

64 ROO 864 900 922 917 948 957 963 969 985 991 100! 1008 1011 1016 §017 1018
38,5 39,0 39,2 39,2 39,3 39,3 39,4 39,4 39,4 39,4 39,4 19,4 39,5 39,5 39,5 19,5 39,5 19.5
17.4 16,0 15,4 15,1 14,9 14,7 14,6 14,5 14,5 14,4 14,3 142 14,1 14,0 140 13,9 13,9 13,9
12,2 10,6 9,98 9,60 9,36 9,20 9,07 8,98 8,90 8,84 8,66 8,56 3.46 5,38 8,32 8,29 8,27 8,26
10,0 8,43 7,76 7,39 7,15 6,98 6,85 6,76 6,68 6,52 6,41 6,33 6,23 6,14 6,08 6,05 6,0} 6,02

8,81 7,26 6,60 6,23 5,99 5,82 5,70 5,60 3,52 5,46 5,27 5,17 507 4,98 4,92 4,88 4,86 4,85
3,07 6,54 5,89 5,52 5,29 5,12 4,99 4,90 4,82 4,76 4,57 4,47 4,36 4,28 4.21 4,18 4,16 4.14
7,57 6,06 5,42 5,05 4,82 4,65 4,53 4,43 4,36 4,30 4,10 4,00 1,89 3,81 3,74 1,70 3,68 3,67
7,20 5,71 5,08 4,72 4,48 4,32 4,20 4,10 4,03 3,96 3,77 3,67 1,56 3,47 3,40 3,37 3,35 3,33
6,94 5,46 4,83 4,47 4,24 4,07 3,95 3,85 3,78 3,72 3,52 3,42 3,31 3.22 3,15 3,12 3,09 1,08

6,72 5,26 4,6 4,28 4,04 3,88 1,76 3,66 3,59 3,53 3,33 3,23 3,12 3,03 2,96 2,92 2,90 2,88
6,55 5,10 4,47 4,12 3,59 3,73 3,61 3,51 3,44 3,37 3,18 3,07 2,96 2,87 2,30 2,76 2,4 1.2
6,41 4,97 4,35 4,00 3,77 3,60 3,48 1,39 3,31 1,25 3,05 2,95 2,84 2,74 2,67 2,63 2.6! 2,60
6,30 4,86 4,24 3,89 1,66 3,50 3,38 3,29 3,21 3,15 2,95 2,84 2,73 2,64 2,56 2,53 2,50 2.49
6,20 4,76 4,15 2,30 3,58 3,41 3,29 3,20 3,12 3,06 2,86 2,76 2.64 2,55 247 2,44 2,41 240

6,12 4,69 4,08 3,73 3,56 3,34 3,22 3,12 3,03 2,99 2,79 2,68 2,57 2.47 240 2,36 2,03 2,32
6.04 4,62 4,01 3,66 3,44 3,28 3,16 3,06 2,98 2,92 2,72 2,62 2,50 2.41 2,33 2,29 2,26 2,25
5,98 4,56 3,95 3,61 3,38 3,22 3,10 3,01 2,93 2,87 2,67 2,56 2,44 2,35 2,27 2,23 2,20 2.19
$,92 4,51 3,90 3,56 3,31 3,17 3,05 2,96 2,88 2,82 2,62 2,51 2,39 2.30 2,22 2,18 2,13 2.1}
3,87 4,46 3,86 3,5t 3,29 3,13 3.01 2,91 2,84 2,77 2,57 2,46 2,35 2,25 2,17 2,13 2,10 2,09

5,79 4,38 3,78 3,44 3,22 3,05 2,93 2,84 2,76 2,70 2,50 2,39 2,27 2,17 2,09 2,05 2,02 2,00
$,72 4,32 3,72 3,38 3,15 2,99 2.87 2,78 2,70 2,64 2,44 2,33 2,21 2,11 2,02 1.98 1.95 1.94
5,66 4,27 3,67 3,31 3,10 2,94 2,82 2,73 2,65 2,59 2,39 2,28 2,16 2,05 1,97 1,92 1,90 1,88
$,61 4,22 3,63 3,29 3,06 2,90 2,78 2,60 2,61 2.5 2,34 2,23 2,11 2,01 1,92 1,88 1,85 1,83
5,57 4,18 3,59 3,25 3,03 2,87 2,75 2,65 2,57 2,51 2,31 2,20 2,07 1,97 1,88 1,84 1,81 1,79

542 4.05 3,46 3,13 2,90 2,74 2,62 2,53 2,45 2,39 2,18 2,07 1,94 1,83 1,74 1,69 166 1.64
534 398 3,39 3,06 2,83 2.67 2,55 2,46 2,38 2,32 2,11 1,99 1,87 1,75 1,66 1,60 1.57 1,55
529 3.93 3,34 3,01 2,79 2,63 2,51 2.41 2.3 2,27 2,06 1,94 1,82 1.70 1,60 1,54 1,51 1.48
3522 3,86 3,28 295 2,73 2,57 1,43 236 2,28 2,21 2,00 1,88 1,75 163 1,33 147 1,43 1.40
318 3,83 3,25 2,92 2,70 2,54 3,43 2,37 2,74 2,18 1,97 1,85 1,70 1,59 1,48 1,42 1,38 1,38

5,10 3,76 3,18 2,88 2,63 247 1,35 2,26 2,i8 2,11 1,90 1,78 1,64 1,51 1,39 1,32 1,27 1,23
3,05 3,72 3,14 231 2,59 2,43 231 2,22 3,14 2,07 186 ¢.I 1,60 1,46 1,34 1,25 1,19 1,14
$,02 3,69 3,12 2,79 2,57 2,41 2,29 2,19 2,1t 2,05 1,83 L7t 1,57 1,43 1,30 0,20 1,13 1.00

2 = - e = >
888 225 SNREN USEIR SECRS Svwuo wawn- 7

Exemples: Fegys = 4,24 pour ky =+ § ot ky = 10;
Fo,033 ™ 1/6,62 = 0,151 pour ky w= 3 et k3 = 10,
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TABLE DES DISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR.

p=0,99

D. TanLEs pis MSTRIBUTIONS I DE SNEDECOR (suite): p = 0,99

Valeurs critiques F, telles que:
—u\
§ etk k) RN s p,
0

pour p = 0,99, k, = (110, 15, 20, 30, 50, 100, 200, 500, e
et ky = 1(1)20(2)30(10)60(20)100, 200, 500, co.

k .
N 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20 30 50 100 200 500 o
Les valeurs de la premicére ligne (ky = 1) doivent étre multipliées par 10.
1 405 3500 540 563 376 586 593 598 602 606 616 621 626 630 633 635 636 637
2| 98,5 99,0 99,2 99,2 99,3 99,3 99.4 99,4 99,4 99.4 99,4 99,4 99,5 99,5 99,5 99,5 99,5 99,5
3| 341 308 29,5 28,7 28,2 27,9 27,7 27,5 27,3 27.2 26,9 26,7 26.5 26,4 26,2 26,2 26,1 26,1
4] 21,2 18,0 16,7 16,0 155 152 15,0 148 14,7 14,5 142 14,0 13,8 13,7 13,6 13,5 13,5 13,5
S| 163 13,3 12,1 11,4 11,0 10,7 10,5 10,3 10,2 10,1 9,72 9,55 9,38 9,24 9,13 9,08 9,04 9,02
6| 137109 9,78 9,15 8,75 8,47 8,26 8,10 7,98 7,87 7,56 7,40 7,23 7,09 6,99 6,93 6,90 6,88
7| 12,2 9,55 8,45 7,85 7.46 7,19 6,99 6,84 6,72 6,62 6,31 6,16 5,99 5,86 5,73 5,70 5,67 5,65
8| 11,3 8,65 7,59 7,00 6,63 6,37 6,18 6,03 591 5% 5,52 5,36 5,20 5,07 4,96 4,91 4,88 4,86
9| 10,6 ¥02 6,99 6,42 6.06 5,80 5,61 547 535 5,26 4,96 4,81 4,65 4,52 4,42 4,36 4,33 4,31
10] 10,0 7,56 6,55 5.99 5,64 5,39 520 5,06 4,94 4,85 4,56 4,41 4,25 4.12 4,01 3,96 3,93 3,91
1| 9,65 7,21 6,22 5.67 5,32 5,07 4,89 4,74 4,63 4,54 4,25 4,10 3,94 1,81 3,71 3,66 1,62 3,60
12] 9,33 693 595 5,41 5,06 4,82 4,64 4,50 4,39 4,30 4,01 3,86 3,70 3,57 3,47 3,41 13,38 3,36
13| 9.07 6.70 5,74 5,21 4,86 4,62 4,44 4,30 4,19 4,10 3,82 3,66 3,51 3,38 3,27 3,22 3,19 3,17
14] 886 6.51 5,56 5,04 4,70 4,46 4,28 4,14 4,03 3,94 3,66 3,51 3,35 3,22 3,11 3,06 3,03 3,00
15] 8,68 6.36 5,42 4,89 4,56 4,32 4,14 4,00 3,89 3,80 3,52 3,37 3,21 3,08 2,98 2,92 2,89 2,87
16| 853 6.23 5,29 4,77 4,44 4,20 4,03 3,89 3,78 3,69 3,41 3,26 3,10 2,97 2,86 2,81 2,78 2,75
17| 8.40 6,11 5,18 4,67 4,34 4,10 3,93 1,79 3,68 1,59 3,31 3,16 3,00 2,87 2,76 2,71 2,68 2,65
18| 829 6,01 5,09 4,58 4,25 4,01 3,84 3,71 3,60 3,51 3,23 3,08 2,92 2,78 2,68 2,62 2,59 2,57
19| 8,18 5.93 5,01 4,50 4,17 3,94 3,77 1,63 3,52 3,43 3,15 3,00 2,84 2,71 2,60 2,55 2,51 2,49
20| 8,10 585 4,94 4,43 4,10 3,87 3,70 3,56 3,46 3,37 3,09 2,94 2,78 2,64 2,54 2,48 2,44 2,42
22| 7,95 572 4.82 4,31 3.99 3,76 3,59 3.45 1,35 3,26 2,98 2,83 2,67 2,53 2,42 2,36 2,33 2,31
24| 7,82 5,61 4,72 4,22 3,90 3,67 3,50 3,36 3,26 3,17 2,89 2,74 2,58 2,44 2,33 2,27 2,24 2,2|
26| 7,72 5,53 4,64 4.14 3,82 3,59 3,42 3,29 3,18 3,09 2,82 2,66 2,50 2,36 2,25 2,19 2,16 2,13
28| 7.64 5.45 4,57 4,07 3,75 3,53 3,36 3,23 3,12 3,03 2,75 2,60 2,44 2,30 2,19 2,13 2,09 2,06
30| 7,56 5.19 4,51 4,02 3,79 3,47 3,30 3,17 3,07 2,98 2,70 2,55 2,39 2,25 2,13 2,07 2,03 2,01
40| 7,31 S.18 4,31 1,85 X3S 3,29 3,12 2,99 2,89 2,80 2,52 2,37 2,20 2,06 1,94 1,87 1,83 1,80
50| 7,17 506 4,20 3,72 3,41 3,19 3,02 2,89 2,79 2,70 2,42 2,27 2,10 1,95 1,82 1,76 1,71 1,68
60 | 7,08 4,98 4,13 3,65 3,34 3,12 2,93 282 2,77 2,63 233 2,20°2,03 '1,¥8 1,75 1,68 1,63°1,60
80| 6,96 4.88 4,04 3,56 3,26 3,04 2,87 2,74 2,64 2,55 2,27 2,12 1,94 1,79 1,66 1,58 1,53 1,49
100 | 6,90 4,82 3,98 3.51 3,21 2,99 2,82 2,69 2,59 2,50 2,22 2,07 1,89 1,73 1,60 1,52 1,47 1,43
200 | 6,76 4,71 3,88 3,41 3,11 2,89 2,73 2,60 2,50 2,41 2,13 1,97 1,79 1,63 1,48 1,39 1,33 1,28
500 | 6,69 4.65 3,82 3,36 3,05 2,84 2,68 2,55 2,44 2,36 2,07 1,92 1,74 1,56 1,41 1,31 1,23 1,16
o | 6,63 4,61 1,78 3,32 1,02 2,80 2,64 2,51 2,41 2,32 2,04 1,88 1,70 1,52 1,36 1,25 1,15 1,00
+ 5,64 pour A Scethy - 10;
S 10,0 0,099 pour Ay S et Ay 10.
[T
[ea]
(=)}
P
o
]
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D. TABLES DES DISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR (suite): p = 0,995

Valeurs critiytes F, tclles que:

F,
h...,.‘..:lS_». 4 k)" WtR 2
o

pour p = 0,995, k, = 1(1)10, 15, 20, 30, 50, 100, 200, 500, «
et ky = 1(1)20{2)30(10)60(20)100, 200, 500, o.

1 2 ) 4 5 6 7 8 9 10 15 20 30 SO 100 200 500 o

VBN A AW -

Les valeurs de la premiére ligne (ky = 1) doivent étre mulripliées par 100.

162 200 216 225 231 234 :37 237 241 242 246 248 250 252 253 254 254 255
198 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 199 200 200
55,6 49,8 47,5 46,2 45,4 44,8 44,4 44,1 43,9 43,7 43,1 42,8 42,5 42,2 42,0 41,9 41,9 41,8
31,3 26,3 24,3 23,2 22,8 22,0 21,6 21,4 21,1 21,0 20,4 20,2 19,9 19,7 19,5 19.4 19,4 19,3
22,8 18,3 16,5 15,6 14,9 14,5 14,2 14,0 13,8 13,6 13,1 12,9 12,7 12,5 12,3 12,2 12,2 12,1

18,6 14,5 12,9 12,0 11,5 11,1 10,8 10,6 10,4 10,2 9,81 9,59 9,36-9,17 9,03 8,95 8,91 8,88
16,2 12,4 10,9 10,0 9,52 9,16 8,89 8,68 8,51 8,38 7,97 7,75 7,53 7,35 7,22 7,15 7,10 7,08
14,7 11,0 9,60 8,81 8,30 7,95 7,69 7,50 7,34 7,21 6,81 6,61 6,40 6,22 6,09 6,02 5,98 5,95
13,6 10,1 8,72 7,96 7,47 7,13 6,88 6,69 6,54 6,42 6,03 5,83 5,62 5,45 5,32 5,26 5,21 5,19
12,8 9,43 8,08 7,34 6,87 6,54 6,30 6,12 3,97 5,85 5,47 5,27 5,07 4,90 4,77 4,71 4,67 4,64

12,2 8,91 7,60 6,88 6,42 6,10 5,86 5,68 5,54 5,42 5,05 4,86 4,65 4,49 4,36 4,29 4,25 4,23
11,8 8,51 7,23 6,52 6,07 5,76 5,52 5,35 5,20 5,09 4,72 4,53 4,33 4,17 4,04 3,97 3,93 3,90
11,4 8,19 6,93 6,23 5,79 548 5,25 5,08 4,94 4,82 4,46 4,27 4,07 3,91 1,78 3,71 3,67 3,65
11,1 7,92 6,68 6,00 5,56 3,26 5,03 4,86 4,72 4,60 4,25 4,06 3,86 3,70 3,57 3,50 3,46 3,44
10,8 7,70 6,48 5,80 5,37 5,07 4,85 4,67 4,54 4,42 4,07 3,88 3,69 3,52 3,39 3,33 3,29 3,26

10,6 7,51 6,30 5,64 5,21 4,91 4,69 4,52 4,38 4,27 3,92 3,73 3,54 3,37 3,25 3,18 3,14 3,11
10,4 7,35 6,16 5,50 5,07 4,78 4,56 4,39 4,25 4,14 3,79 3,61 3,41 3,25 3,12 3,05 3,01 2,98
10,2 7,21 6,03 5,37 4,96 4,66 4,44 4,28 4,14 4,03 3,68 3,50 3,30 3,14 3,01 2,94 2,90 2,87
10,1 7,09 5,92 5,27 4,85 4,56 4,34 4,18 4,04 3,93 3,59 3,40 3,21 3,04 2,91 2,85 2,80 2,78
9,94 6,99 5,82 S,17 4,76 4,47 4,26 4,09 3,96 3,85 3,50 3,32 3,12 2,96 2,83 2,76 2,72 2,69

9,73 6,81 5,65 5,02 4,61 4,32 4,15 3,94 3,81 3,70 3,36 3,18 2,98 2,82 2,69 2,62 2,57 2,55
9,55 6,66 5,52 4,89 4,49 4,20 3,99 3,83 3,69 3,59 3,25 3,06 2,87 2,70 2,57 2,50 2,46 2,43
9,41 6,54 5,41 4,79 4,38 4,10 3,89 3,73 3,60 3,49 3,15 2,97 2,77 2,61 2,47 2,40 2,36 2,33
9,28 6.44 5,32 4,70 4,30 4,02 3,81 3,65 3,52 3,41 3,07 2,89 2,69 2,53 2,39 2,32 2,28 2,25
9,18 6,35 5,24 4,62 4,23 3,95 3,74 3,58 3,45 3,34 3,01 2,82 2,63 2,46 2,32 2,25 2,21 2,18

8,83 6,07 4,98 4,37 3,99 3,71 3,51 3,35 3,22 3,12 2,78 2,60 2,40 2,23 2,09 2,01 1,96 1,93
8,63 5,90 4,83 4,23 3,85 3,58 3,38 3,22 3,09 2,99 2,65 2,47 2,27 2,i0 1,95 1,87 1,82 1,79
“8,49'5,80° 4,73 4,14 3,76 349 32973,13°3,0172,90 2,57 2,39 2,19 2,01 1,86 1,78 1,73 1,69
8,33 5,67 4,61 4,03 3,65 3,39 3,19 3,03 2,91 2,80 2,47 2,29 2,08 1,90 1,75 1,66 1,60 1,56
8,24 5,59 4,54 3,96 3,59 3,33 3,13 2,97 2,85 2,74 2,41 2,23 2,02 1,84 1,68 1,59 1,53 1,49

8,06 5,44 4,41 3,84 3,47 3,21 3,00 2,85 2,73 2,63 2,30 2,11 1,90 1,71 1,54 1,44 1,37 1,31
7,95 5,36 4,33 3,76 3,40 3,14 2,94 2,79 2,66 2,56 2,23 2,04 1,84 1,64 1,46 1,35 1,26 1,18
7.88 5,30 4,28 3,72 3,35 3,09 2,90 2,74 2,62 2,52 2,19 2,00 1,79 1,59 1,40 1,28 1,17 1,00

™

Exemples: Fo,y95 = 6,87 pour k; = § et k; = 10;

Fo,00s = 1/13,6 =« 0,074 pour k, = § et ky = 10.
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TABLE DES DISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR.

p=0,999

D. TABLES DES MISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR ?_xov" p = 0999
Valeurs critiques F, telles que:
Fp
§ e 2 x 4 k)" Ny o
[+]

pour p = 0,999, k, = I(I)10, 15, 20, 30, 50, 100, 200, 500,
et ks = 1(1)20(2)30(10)60(20)100, 200, 500, .

5

1 2 Y 4 5 6 7 ] ? 1o _uuﬁuOS—s»Sus,s
Les valeurs de la premicre ligne (ky = 1) doivewt &tre multiplides par ?&
1 405 300 340 562 576 386 393 398 602 606 616 621 626 630 633 635 636 637
21 998 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999 999
1 168 148 141 137 138 133 132 131 130 129 127 126 125 123 124 124 124 124
4] 74,1 61,2 56,2 53,4 51,7 50,5 49.7 49,0 43,5 48,0 46,8 46,1 45,4 44,9 44,5 44,3 44,1 440
S| 470366 33,2 30,0 29.8 28,8 28,2 27,6 2.2 26,9 25,9 25,4 24,9 24,4 24,1 23,9 21,8 238
6] 355 27,0 23,7 2:,9 208 20,0 19,5 19,0 18,7 184 17,6 17,1 16,7 16,3 16,0 15,9 158 13,8
T 292 25,7 18,8 17,2 16,2 15,5 13,0 14,6 14,3 14,0 13,3 12,9 12,8 122 11,9 11,8 11,7 11,7
81 254 18,5 158 14,2 13,5 12,9 12,4 12,0 11,8 11,5 10,8 10,5 10,1 9,80 9,57 9,46 9,39 9,34
9§ 229 164 13,9 12,€ 11,7 11,1 10,7 10,4 10,1 9,89 9,24 8,90 8,53 8,26 8,04 7,93 7,86 7,8¢
104 21,0 149 12,6 11,) 10,5 9,92 9,52 9,20 8,96 8,75 8.1 7,80 7,47 7,19 6,98 6,87 6,31 6,76
1] 197 13,8 10,6 104 9,58 9,05 8,66 8,33 8,12 7.92 7,32 7,01 6,68 6,41 621 6,10 6,04 6,00
121 18,6 13,0 108 9,63 8,89 3,38 800 7,71 7.48 7,29 6,71 6,40 6,09 5,83 5,63 5,52 5,46 5,42
3] 178 9.07 8,35 7,86 7.49 7,21 6,98 6,80 6,23 5,93 5,62 5,37 S,17 3,07 5,01 4,97
41 1 8.62 792 7.4} 7,08 6,80 6,58 6,40 5,85 5,56 5,25 5,00 4,30 4,70 4,64 4,60
15] 166 25 7.57 7.09 6,74 6,47 6,26 6,08 3,53 5,25 4,95 4,70 4,51 4,41 4,35 4,31
16} 101 1,94 7,27 6,81 6,46 6,19 5,98 5,81 5,27 4,99 4,70 4,43 4,26 4,16 4,10 4,06
17§ 157 7.68 7.02 6,56 6,22 5,96 575 5,58 5,03 4,78 4,48 4,24 4,08 3,95 3,89 3,85
187 154 104 849 746 6,81 6,15 6.02 5,76 5,56 5,39 4,87 4,59 4,30 4,06 3,87 3,77 3,71 1,67
1] 15,1 10.2 828 7.26 6,61 618 5,84 $.59 5,39 5,22 4,70 4,43 4,14 3,90 3,71 3,61 3,55 3,51
201 148 9,95 8,10 7,00 6,46 6,02 5,69 5.44 5,24 3,08 4,56 4,29 4,00 3,77 3,58 3,48 3,42 3,38
22] 144 9,61 7,80 6,81 6,19 576 5,44 5.19 4,99 4,83 4,32 4,06 3.77 3,53 3,34 3,25 3,19 )15
241 140 9,04 7,55 6,59 598 5,55 5,23 4,99 4,20 4,64 4,04 3,87 3,39 3,35 3,16 3,07 3,01 2,97
26 1.7 7.36 641 5.0 5,08 5,07 4.8) 4,04 4,48 3,99 3,72 1,45 3,20 3,00 2,92 2.36 2.82
281 138 7,19 6,25 5,66 5,24 4,93 4,69 4.50 4,35 3,86 3,60 3,32 3,08 2,89 2,79 2,73 2,70
04 1R3 B77 7,05 6,12 5.5) 5,02 4,82 4,58 4,39 4,24 3,75 3,49 3,22 2,98 2,79 2,69 2,63 2,59
40| 12,6 8,25 6,60 5,70 5,13 4,73 4,43 4,21 4,02 3,87 3,40 3,15 2,87 2,64 2,44 2,34 2,28 2,2)
501 122 7,95 6,34 5,46 4.90 4,51 4,22 4,00 3,82 3,67 3,20 2,95 2,68 2,44 2,24 2,14 2,07 2,03
601 12,0 7,76 6,17 5,31 4,76 4,37 4,09 3,87 3,69 3,54 3,08 2,83 2,56 2,31 2,11 2,00 1,93 1,89
ROQ LT 7,34 597 S48 4,58 421 1,92 170 3,53 1,19 2,93 2,68 2,40 2,16 1,95 1,84 1,77 1,72
100 ] 16,3 741 3,85 500 448 4,11 181 3,61 3,44 3,30 2,84 2,59 2,32 2,07 1,87 1,75 1,68 1,62
2001 11,2 7,15 5,64 4,81 4,29 3,92 3,65 3,43 3.26 3,12 2,67 2,42 2,§5 1,90 1,68 1,55 1,46 1,39
500 | 11,0 7,0t 5,51 4,69 4.18 3,82 3,54 3,33 3,16 3,02 2,58 2,33 2,05 1,80 1,57 1,43 1,32 1,23
0 10,8 6,91 542 4,62 4,10 3,74 3,47 3,27 3,10 2,96 2,51 2,27 1,99 1,73 149 1,34 1,21 1,00
Exemple:

Fo,see = 10,5 pour &y = § et k; = 10;
Fooor = 1/269 =+ 0,037 pour k, = $ et k, = 10,

p=0,9995

D. TABLES DES DISTRIBUTIONS F DE SNEDECOR (suite): p = 0,9995
Valeurs critiques F, telles que:
.m. ext (kx4 kg) "2y p,
[

pour p = 0,9995, k, = 1{1)10, 15, 20, 30, 50, 100, 200, 500, «
et ka = 1{1)20(2)30(10)60(20)100, 200, 500, co,

1 2 3 4 8 6 7 8 9 10 15 20 30 50 100 200 500 oo

Les valewrs de la premidre ligne (ky = V) doivent &ire multiplites par 10.000; celles de la
deuxidme ligne (ky = 2) par 10.

162 200 216 225 231 234 237 239 241 242 246 M8 250 252 233 253 254 254
200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 20 200 200
266 237 225 218 214 211 209 208 207 206 203 201 199 (98 197 97 196 196
106 87,4 80,0 76,1 73,6 71,9 70,6 69,7 68,9 68,3 66,5 65,3 64,6 63,8 61,2 62,9 62,7 62,6
63,6 49,8 44,4 41,5 39,7 38,5 17,6 24,9 36,4 359 34,6 33,9 33,1 32,5 32,1 31,8 31,7 316

46,1 34,8 30,4 28,1 26,6 25,6 24,9 243 23.9 13,5 22,4 21,9 21,4 20,9 20,5 20,3 20,2 20,1
37,0 27,2 23,8 21,4 20,2 19,3 12,7 18,2 17,8 17,3 16,5 16,0 153 15,1 14,7 14,6 14,5 J44
31,6 22,8 194 17,6 164 157 15,1 14,6 14,3 14,0 13,1 12,7 12,2 11,8 11,6 11,4 114 11,3
28,0 199 16,8 15,1 14,1 12,3 12,8 12,4 12,1 11,8 11,0 10,6 10,2 9,80 9,53 9,40 9,32 9.26
25.5 17,9 15,0 13,4 12,4 10,8 11,3 10,9 10,6 10,3 9,56 9,16 8,75 8,42 8,16 8,04 7,96 7,90

23,6 16,4 13,6 12,2 11,2 10,6 10,1 9,76 9,48 9,24 8,52 8,14 7,78 7,43 7,18 7,06 6,98 6,93
222 15,3 12,7 11,2 10,4 9,74 9,28 8,94 8,66 3,43 7,74 7,37 7,00 6,68 6,4S 6,33 625 6,20
21,0 14,4 11,9 10,5 9,66 9,07 8,6) 8,29 3,03 7,81 7,1) 6,78 6,42 6,11 5,38 5,76 5,69 5,64
20,2 13,7 11,3 9,95 9,11 8,5) 8,17 2,78 7,52 7,31 6.63 6,1 5,95 5,66 543 5,31 5,24 5,19
19,5 13,2 10,8 9,48 8,66 3,10 7,68 7,36 7,11 6,91 6,27 393 5,58 5.29 3,06 4.94 4,87 4,83

18,9 12,7 10,3 9,08 8,29 7,74 2,33 7,02 6,77 6,57 5,94 5,61 527 4,98 4,76 4,64 4,57 4,52
18,4 12,3 9,99 8,75 7,98 744 7,04 6,73 6,49 6,29 5,67 5,34 .01 4,72 4,30 4,39 4,32 4,27
17,9 11,9 9,69 8,47 7,71 7,18 6,78 6,48 6,24 6,05 3,44 5,i2 4,78 4,50 4,28 4,17 4,10 4,06
17,5 11,6 9,42 8,23 748 6,95 6,57 6,27 6,03 5,84 5,25 4,92 4,59 4,31 4,09 3,98 1,97 3,87
17,2 11,4 9,20 8,02 7,28 6,°6 6,38 6,08 3,85 5.66 5,07 4,75 4,42 4,18 3,93 3,82 3,75 3,70

16,6 11,0 8,82 7,67 6,94 6,44 6,07 3,78 5,55 5,36 4.79 4,47 4,15 3,88 1,66 1,55 3,48 3,44
16,2 10,6 8,52 7,39 6,68 6,18 5,82 5,54 35,31 5,13 4,55 4,25 3.9) 3,66 3,44 3.33 3,27 3.22
15,8 10,3 8,27 7,16 6,46 5,98 3,62 3,34 5,12 4,94 4,37 4,07 3,78 1,48 3,27 3,16 1,09 },4
15,3 10,1 8,07 6,98 6,28 5,80 3,43 3,18 4,96 4,78 4,22 3,92 3,61 1,34 3,13 3,01 2,95 2,90
15,2 9,90 7,90 6,82 6,14 5,66 5,31 5,04 4,82 4,65 4,10 3,80 3,48 3,22 3,00 2,39 2,82 2,78

14,4 9,25 7,33 6,30 5,64 5,19 4,85 4,59 4,38 4,21 1,68 3,39 3,08 2,82 2,60 2,49 2,41 2,37
13,9 8,88 7,00 6,01 5,37 4,93 4,60 4,34 4,14 1,98 5,45 3,16 2,86 2,59 2,37 2,25 2,17 2,13
13,6 8,65 681 $,82 3,20 4,76 4,44 4,18 ),98 3,82 3,30 3,02 2,71 2,45 2,23 2,1} 2,00 1,98
13,2 8,27 6,57 3,60 4,99 4,56 4,24 4,00 3,80 3,63 1,i3 2,85 2,54 2,27 2,05 1,92 1,84 1,79
13,0 8,21 6,43 547 4,87 4,44 4,13 3,89 3,70 1,54 3,0) 2,75 2,44 2,18 1,95 1,82 1,74 1,67

12,5 7,90 6,16 5,23 4,64 4,23 3,92 3,68 3,49 ),34 2,83 2,56 2,25 1,98 1,74 1,60 1,50 1,42
12,3 7,72 6,08 3,09 4,51 4,10 3,80 3,56 3,36 3,20 2,72 2,45 2,14 1,87 1,61 146 1,34 1,24
12,8 7,60 5,90 5,00 4,42 4,02 3,72 3,48 3,30 3,14 2,65 2,37 2,07 1,79 1,33 .36 1,22 1,00

-Exemples: Fo 9995 = 12,4 pour ky = § ¢ k; = 10;

Fo.o00s * 1/35,9 = 0,028 pour k; = $ ei ky = 10.
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LA REALISATTON ET L'INTERPRETATION DE L'ANALYSE DE LA

VARIANCE A DEUX CRITERES DE CLASSIFICATION (37)

MODELES CROISES ET ECHANTILLONS DE MEME EFFECTIF.

TAOUBLIBA B[ Op SIJUBSOQUIOD SIUIAIPPIP SI] NO SIUUIAOW SIJUIIPYIP SI| Jawiyse
1ssne jnad uo ‘ses s9f wopes ‘(7°¢1 aydesFesnd) juawwapozid sawuydp 4 13 74
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COMPARAISON MULTIPLE DE MOYENNES :
METHODE DE NEWMAN ET KEULS (37, 94, 129)

La méthode de NEWMAN et KEULS est bas@e sur la comparaison des
amplitudes observées pour des groupes de deux, trois, ..., p moyennes,

avec l'amplitude maximale attendue 3 un niveau de signification donné.

Pour effectuer cette comparaison, on doit d'abord calculer la plus
petite amplitude significative relative a des groupes de 2, 3, ..., p
moyennes. Ce calcul nécessite l'emploi de tables particuliéres, des
valeurs 91~ + La plus petite amplitude significative est, pour un
niveau de signification o , pour un nombre de degrés de liberté donné et

pour un nombre de moyennes donné :

—
ql__a\/CMr/n

les valeurs q1-, ayant é&té& calculées de telle sorte que, pour p
populations normales de méme moyenne et de méme variance, la probabilité
de dépasser la plus petite amplitude significative soit précisément

égale 3 a.

Aprés avoir déterminé de cette maniére les amplitudes maximales
admissibles relatives aux différents nombres de moyennes, on compare
1'amplitude observée des p moyennes considérées, 4 la plus petite
amplitude significave correspondante, puis on traite de la méme maniére
1l'amplitude des différents groupes de p-l moyennes, de p-2 moyennes,
etc., jusqu'au moment ol l'amplitude de certains groupes de moyennes ne
dépasse plus la limite admissible correspondante. Les moyennes de ces

groupes sont alors considérées comme non significativement différentes.

Le carré moyen résiduel doit éventuellement &tre remplacé par le
carré moyen ayant servi de base de comparaison, et l'effectif n par le
nombre d'observations qui interviennent dans le calcul de chacune des
moyennes. De méme, le nombre de degrés de 1liberté est d'une fagon

générale, celui du carré moyen servant de base de comparaison.
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TABLE DES VALEURS CRITIQUES DU TEST DE NEWMAN ET KEULS

a =0,05

Valeurs critiques ¢; -,

pour a = 0,05, p=2(1)20 et k = 2(1)20, 24, 30, 40, 60, 120,

0,
N 2 3 4 s 6 7 8 9 10
Ho12 13 14 15 16 31 18 19 2
2| 608 833 9,80 1088 11,74 12,44 1303 13.54 1399 1439 1475 1508 1508 Is6
88 11, 03 13,54 13,99 1439 1475 154 65 1591 15,
3 430 551 682 750 BG4 843 885 9B 545 9072 995 105 1035 102 10.85 lose oy Loo) Ity
S 3k s e 6n 705 735 T 78 803 821 83 4m ass &7 891 90 913 52
64 460 S22 567 603 633 638 630 699 17 742 147 T80 772 T8 793 803 813 81
61 346 434 490 530 563 590 612 632 649 665 679 692 103 7
30 563 590 6 49 6 ; 14 728 734
T] 338 al6 468 506 536 561 S8 600 616 60 643 655 666 616 6as cas ror M3 o
8 326 404 453 489 SI1T S0 560 577 592 605 618 629 639 643 657 665 673 650 481
S 3 385 4 a7 s s34 s s® S SE S 6D 619 628 636 64 651 638 6
15 388 433 465 a1 512 530 546 560 572 S8 593 603 6l 619 627 634 640 641
1 LI 382 426 45T 482 503 520 535 549 S61 571 S8 590 S
ST 482 503 520 335 549 561 571 SBL 590 598 606
12| 308 377 420 431 475 495 512 527 539 551 Sl ST 580 538 595 cor ey o2 pe
3 306 373 415 445 469 488 505 519 532 543 553 563 S 579 586 593 599 605 1t
11 303370 411 441 4k 483 499 513 528 536 Sd6 5SS 564 ST 515 585 S91 597 603
01 367 408 437 409 478 494 508 520 531 540 549 55T 565 572 ST8 585 590 596
16 | 300 365 405 433 436 474 490 503 515 526 S35 S4é S52 S :
56 474 490 503 SIS 526 535 544 552 539 566 S
17| 298 363 402 430 452 40 436 49 511 520 531 539 547 sed ser vm o ol
18 297 3,61 400 428 449 4,67 482 A9 507 ST 537 535 543 550 557 S63 S s74 o
i3 o AT 527 S35 543 S50 557 563 569 578 879
191 2% 3% 398 425 447 45 47 4% S04 SI4 5D S35 546 53 59 565 50 sis
295 LI 396 423 445 462 477 A% 501 511 520 528 536 543 549 555 561 566 S0
26 | 292 353 390 417 437 454 468 481 452 501 510 sis 525 sz s
0| 289 349 385 410 430 446 460 472 482 492 S00 508 sﬁ sfgx s,’g Poadiod prH P
2 286 344 379 404 423 439 452 463 473 482 490 498 504 511 516 522 527 S $36
60 | 283 340 374 398 416 431 444 455 465 4TS 48 483 494 500 506 Si1 515 $30 o
120 280 336 3,68 392 410 424 436 447 456 464 471 478 484 490 495 500 504 509 511
, X ) X X £ 13
@ 177 331 363 385 403 41T 429 439 440 435 462 468 474 480 485 489 493 497 o0)
Exemple: qo,95 = 3,96 pour p = 4 populations et k = 20 degrés de liberté.
a =0,01 fig
&
Valeurs critiques ¢, _,
pour @ == 0,01, p =2(1)20 et = 2(1)20, 24, 30, 40, 60, 120, .

N 2 3 4 5 6 7 %8 9 1w nm 12 13 14 15 16 17 18 1 2
2| 1406 1902 2229 2472 2663 2820 29,53 30,68 31,69 32,59 3340 34,13 3431 3543 3600 3653 37,08 750 378%
3| 826 1062 1247 1333 1424 1500 1564 1620 1669 1713 1753 1789 1822 1852 581 19,07 19,32 1955 19,77
3| 6st 812 1947 995 1058 11,10 11SS 1193 1227 12,57 1284 1309 1332 15,53 1373 1391 1408 1424 1440
S| 57 698 780 342 891 932 9,67 997 1024 1048 1070 1089 1108 1124 1640 ILSS 1168 181 1193
6| 524 633 1703 156 797 832 861 887 910 930 948 965 980 995 1008 1021 1032 1043 10,5¢
7| 495 soz ese 701 737 7168 784 817 837 855 871 &8s 900 002 924 935 946 955 965
8| 475 564 1620 662 69 724 747 768 786 803 818 831 844 855 866 876 885 894 903
9 | 460 543 596 635 666 691 743 733 T49 765 778 191 803 813 823 B3 B4l 549 857
16 | 448 527 'SA7 614 643 661 687 T05 121 136 149 T60 71 781 791 199 808 845 823

i
| a3 sis ise2 s97 625 648 667 684 699 713 725 736 146 1,56 1,65 173 T8 788 195
12 | 432 505 550 584 610 632 651 667 681 698 706 117 126 7136 T4d 152 189 1,66 173
13 ] 426 4% 540 573 598 619 637 653 667 619 690 701 110 718 127 735 T4 T48 15
16 | 420 489 532 563 588 608 636 641 654 666 677 687 696 705 I3 720 727 733 739
15 ] 417 484 525 556 58 599 616 631 64 655 666 676 684 693 700 707 704 120 7.2
16 ] 413 479 519 s49 572 592 608 622 635 646 656 666 674 682 690 697 703 109 7,15
17| 410 474 S04 543 566 585 601 615 627 638 648 65T 666 673 68 687 694 700 705
18 | 407 470 509 538 560 579 594 608 620 631 641 650 658 665 673 679 685 691 697
19 | 405 467 505 533 555 573 589 602 614 625 634 643 651 658 665 672 678 684 689
20 | 402 464 502 529 SSI 569 584 597 609 619 628 637 645 652 659 665 671 577 682
2 | 396 455 491 517 537 554 569 581 592 602 611 619 626 633 639 645 651 656 661
30 | 389 445 480 505 524 540 554 565 576 585 593 601 608 614 630 626 631 636 64
40 | 382 437 470 493 Si1 S26 539 S50 560 569 576 583 590 596 602 607 612 616 621
60 | 376 428 459 482 499 S13 525 536 SAS 551 €60 567 573 578 584 58 593 597 60l
120 | 370 420 450 47 487 S0l 542 521 530 837 544 550 556 561 566 ST 575 519 583
m | N 412 440 40 476 48 4 508 SI6 53 52 S35 sM sAS S Ss 5ST ssl s
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METHODES RELATIVES A LA REGRESSION.

Relation de type Y = a + b*x
X : variable indépendante
Y : variable dépendante

droite de régression au sens des moindres carrés

2 T2 o2
variance de x : 8" = X x, -1/n ( X x.)
X ) i
i=1 i=1
n n
variance de y : 32 = 3 yi -1/n (% Y.)2
Y oi=1 i=1
n n n
= %* * -
cov(x,y) = 1/n z Xty 1/n (‘Z xi)( z yi)
i=]1 i=] i=1

* Calcul du coefficient de régression b :

n n n
*y -
.E x *y, 1/n (‘E xi)(‘Z yi) cov(x,y)
i=] i=1 i=1
b = -
n s
X

n
xi -1/n ( X xi)z
i=1 i=1

* Calcul de la variance résiduelle de Y

-

On appelle résidu de y par rapport 3 x, les &carts y - y(x,)
La variance résiduelle de Y est la variance de ces résidus.

=1

= %* - = -
s . l/n El (Yi y(x.)) S CcOoV (x,y)/sx

covz(x,y)/si ¢ variance expliquée par la droite de régression de y en x.



* Coefficient de corrélatiom

cov (x,y)
r = —m—————
* g
y

]
X
s
s y
X
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: variance de x
: variance de y

s, 8
X y

différents de 0

L'estimation de ces valeurs nécessite le calcul des quantités suivantes

noo, n 2 n, n 2
SCEx = % i -1/n ( xi) SCEy = X v -1/n ( Z yi)
i=1 i=1 i=1 i=1
n n n
SPE = ¥ x.*y. -1/n (X x )X v.)
i=p + 71 i=1 1 gmp 1
On déduit ainsi les valeurs N
SPE N
b, = r = SPE/VSCEx * SCEy N
y. SCEx
2 SPE2
Sox = 1/a * } SCEy = =—=-—
e SCEx
* Test de significatiom du coefficient de régression.
On teste l'hypothése b = 0
] ! ] | !
source de variation ! degrés de ! somme des carrés ! carrés | }
! liberté ! des écarts ! moyens !} F ]
] } } ! 1
] } ! } 1
Régression linéaire ! 1 ] SCEl ] CM1L ! Fobs !
] ! ! ] 1
Ecarts par rapport & ! ] ] ] !
la régression ! n=2 ! SCEy .x ] CMy.x | 1
! ] } i ]
} ! !
TOTAUX ! n-1 } SCEy !
} ! !
Fobs = CM1/CMy.x
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* Comparaison de plus de 2 coefficients de régression.

test de parallélisme : tableau d'analyse de la variance.

i I i i SR

152

1 1 ] !
source de variation } degrés de | somme des carrés ! carrés |
} liberté ! des &carts ! moyens | F
] } } !
] } ] }
Régression linéaire ! 1 ! SCEl 1 cML I F1
moyenne ] ] ] !
} ! 1 }
Non parallélisme } p—-1 ! SCEb 1 CMb I Fb
} ] ] 1
Ecarts par rapport aux | ] 1 1
régressions linéaires ! n.-2p } SCEy.x } CMy.x !
} 1 } !
] 1
TOTAUX } n.-p ] SCEy
] ]
P p
SCEy.x = X (SCEy.x)i SCEy = X (SCEy),
. i
i=1 i=]
P 2 P P P
SCEL = ( X SPEi)“/ I SCEx b = X SPEi/ X (SCEx),
i=1 i=1 i=1 i=1 *
P
SCEb = X (SCEl)i - SCEl Fb = CMb/CMy.x
i=1

* Dans le cas ol la valeur Fb n'est pas significative, on accepte
1'hypothése d'égalité des coefficients de régression et on peut chercher
la régression moyenne puis tester la signification de ce coefficeint de
régression mcyen par le test Fl.

* Dans le cas ol la valeur Fb est significative, les coefficients de
régression doivent étre considérés comme différents dans leur ensemble.
On peut ensuite les comparer par la méthode de la plus petite amplitude
significative.

7T
i -
Koo

L

N
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TABLE DES DISTRIBUTIONS T DE STUDENT :

Valeurs critiques ¢, telles que :

s
i

[ el + r2i)y~®*Di2g — p,

-
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, co.

0,6 0,7 0,8 09 095 0975 099 0,995 0,999  0,9995

e

0,325 0,727 1,376 3,078 6,314 12,71 31,82 63,66 3183 636,6
0,289 0,617 1,061 1,886 2,920 4,303 6,965 9,925 22,33 31,60
0,277 0,584 0,978 1,638 2,353 3,182 4,541 5,841 10,22 12,94
0,271 0,569 0,941 1,533 2,132 2,776 3,747 4,604 7,173 8,610
0,267 0,559 0,920 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 5,893 6,859

0,265 0,553 0,906 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 5,208 5,959
0,263 0,549 0,896 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 4,785 5,405
0,262 0,546 0,889 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 4,501 5,041
0,261 0,543 0,883 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 4,297 4,781
10| 0,260 0,542 0,879 1,372 1,812 2,228 2,764 3,169 4,144 4,587

11| 0,260 0,540 0,876 1,363 1,796 2,201 2,718 3,106 4,025 4,437
12] 0,259 0,539 0,873 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055 3,930 4,318
13| 0,259 0,538 0,870 1,350 1,771 2,160 2,650 3,012 3,852 4,221
141 0,258 0,537 0,868 1,345 1,761 2,145 2,624 2,977 3,787 4,140
15| 0,258 0,536 0,866 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 3,733 4,073

16 | 0,258 0,535 0,865 1,337 1,746 2,120 2,583 2,921 3,686 4,015
17| 0,257 0,534 0,863 1,333 1,740 2,110 2,567 2,898 3,646 3,965
18 | 0,257 0,534 0,862 1,330 1,734 2,10l 2,552 2,878 3,611 3,922
19 0,257 0,533 0,851 1,328 1,729 2,093 2,539 2,861 3,579 3,883
20| 0,257 0,533 0,860 1,325 1,725 2,086 2,528 2,845 3,552 3,850

21} 0,257 0,532 0,859 1,323 1,721 2,080 2,518 2,831 3,527 3,819
22| 0,256 0,532 0,858 1,321 1,717 2,074 2,508 2,819 3,505 3,792
23] 0,256 0,532 0,858 1,319 1,714 2,069 2,500 2,807 3,485 3,767
24| 0,256 0,531 0,857 1,318 1,711 2,064 2,492 2,797 3,467 3,745
25| 0,256 0,531 0,856 1,316 1,708 2,060 2,485 2,787 3,450 3,725

26 { 0,256 0,531 0,856 1,315 1,706 2,056 2,479 2,779 3,435 3,707
27{ 0,256 0,531 0,855 1,314 1,703 2,052 2,473 2,771 3,421 3,690
28| 0,256 0,530 0,855 1,313 1,701 2,048 2,467 2,763 3,408 3,674
29| 0,256 0,530 0,854 1,311 1,699 2,045 2462 2,756 3,396 3,659
30| 0,256 0,530 0,854 1,310 1,697 2.042 2,457 2,750 3,385 3,646

40| 0,255 0,529 0,851 1,303 1,684 2,021 2,423 2,704 3,307 3,551
60| 0,254 0,527 0,848 1,296 1,671 2,000 2,390 2,660 3,232 3,460
80| 0,254 0,527 0,846 1,292 1,664 1,990 2,374 2,639 3,195 3,415
100 | 0,254 0,526 0,845 1,290 1,660 1,984 2,365 2,626 3,174 3,389

200 | 0,254 0,525 0,843 1,286 1,6537°1,972 2,345 2,601 3,131 3,339
500 { 0,253 0,525 0,842 1,283 1,648 1,965. 2,334 2,586 3,106 3,310
«© | 0,253 0,524 0,842 1,282 1,645 1,960 2,326 2,576 3,090 3,291

Voo dON LR W —

3
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TABLE DES VALEURS CRITIQUES DU TEST DE HARTLEY :

Valeurs critiques H; _,

pour a = 0,051 0,01, p =2(1)12,
et k = 2(1)10, 12, 15, 20, 30, 60, w.

e = 0,05
4
;\ 2 3 4 b [ 7 3 9 10 " 12
2 390 875 42 202 266 333 403 475 530 626 704"
3 154 278 39,2 50,7 62,0 729 83,5 91,9 104 114 124
4 92,60 15,5 20,6 252 29.5 336 37,5 41,1 446 480" 514
5 7.5 10,8 13,7 16,3 18,7 20,8 229 24,7 26,5 28,2 299
6 582 838 104 12,1 3,7 150 16,3 17,5 186 . 19,7 20,7
7 499 6,94 8,44 9,70 10,8 11,8 12,7 13,5 143 15,1 158
8 443 6,00 7,18 8,12 9.03 9,78 10,5 it 1,7 12,2 12,7
9 4,03 s\ 6,31 T 1,80 8,41 89S 9,45 991 10,3 10,7
i0

372 4,85 3,67 6,34 6,92 7142 7.87 8,28

12 328 4,06 4,79 530 572 6,09 6,42 6,72
15 286 3,54 4,01 4,37 4,68 4,95 5,19 5,40
20 246 2,95 3,2 3,54 3,76 3,94 4,10 4,24
30 2,07 240 2,0 2,78 2,91 3,02 3,12 3.2t
&0 1,67 1,88 1,96 2,04 2,11 2,17 2,22 2,26

8,66 9,01 9,34

7,00 7,25 7,48
5,59 577 593
4,37 449 4,59
3,29 336 3,39

2,30 2,33 2,36
0 1,06 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
a = 0,0l
2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 i2
199 448 729 1036 1362 1705 2063 2432 2813 3204 3608
47.5 85 120 154 184 216 249 281 310 337 361
232 37 49 59 ] 79 89

97 106 13 120

149 2 i 33 38 42 46 50 54 57 60
[ER] 155 191 22 28 27 .30 32 34 36 37
889 12,1 145 16,5 18,4 20 22 23 24 26 27
7.50 99 147 13,2 14,5 15,8 16,9 7,9 18,9 19,8 2t
6,54 8,5 9.9 it 12,1 13.1 13,9 14,7 15,3 16,0 16,6
5,85 74 3.6 9.6 104 I i1,8 124 12,9 13,4 13,9

491 61 .69 .76 8.2 8,7 9.1 9.5 9,9 10,2 10,6
4,07 4,9 55 6,0 6,4 67 i 73 7.5 78 3,0
332 3,8 4,3 4,6 49 5.t 53 5,5 56 58 59
2,63 30 3,3 34 3.6 3.7 3,8 39 4,0 4,1 4,2
1,96 2.2 23 24 24 25 - 258 2,6 26 2,7
1,00 1o 1.0 1.0 1o 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

~
(PR Rl et —
Sgoou‘,@a SBuwas wewn A

Exemples: Hoes = 4,85 pour g = 3 populations ct k = 10 degrés de liberté;
Hg,es = 7.4 pour p = 3 populations e1 k = 10 degrés de liberté,
Remarque: certaines valeurs ne sont quapprochées, A partir du troisiéme chiffre significatif,
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