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EVALUATION DE LA DENS ITE DES MICROORGANISMES 

VIVAs\pTS DANS LES CULTURES D'AZOTOBACTER 4 
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Pour évaluer l a  dens i t é  des microorganismes v ivants  dans une cul- 
t u r e  d 'azotobacter,  l a  méthode de choix semble être, a p r i o r i ,  l a  méthode 
de numération su r  milieu de cu l ture .  En f a i t ,  nous l 'avons observé bien 
souvent, cette méthode donnait - t o u t  au moins avec c e r t a i n e s  souches - 
des r é s u l t a t s  aberrants.  C ' e s t  pourquoi il nous est apparu nécessa i re  de 
v é r i f i e r  la  v a l i d i t é  de c e t t e  technique en comparant des m i l i e u  so l ides  e t  
l iqu ides  avec ou sans adjonction d ' e x t r a i t  de levure,  après  avoir e f f ec tué  
les d i l u t i o n s  nécessaires 2 l'ensemencement avec des so lu t ions  de d i l u t i o n  
de d i f f é r e n t e s  compositions, 

1. Méthodes et souches u t i l i s é e s  

a )  Préparation des d i l u t i o n s  de la  c u l t u r e  ?t analyser 

Les  d i l u t i o n s  de c u l t u r e  d'Azotobacter (CA) ont 6th f a i t e s  
--------1---111---^-____1_________1___1_---------- 

dans d i f f é r e n t e s  so lu t ions  dites so lu t ions  de d i l u t i o n  : 

- eau d i s t i l l ée  s tér i le  - so lu t ion  ayant l a  m ê m e  composition que l e  milieu de c u l t u r e  PIA (cf inIra) - f i l t r a t  de c u l t u r e  d'A-zotobacter de 3 j ou r s  s tér i l isé  

- so lu t ion  stérile 2 2 

l ' au toc lave  ou 
par f i l t r a t i o n  sur  membrane MTllipore. 

pour m i l l e  d 'extrait de levure I I iFGO 

b) Milieux de c u l t u r e  s o l i d e  

Le milieu de c u l t u r e  s o l i d e  standard désigné i c i  pzr les 
i n i t i a l e s  PMI5 est l e  milieu c lass ique  de AUGIER (1956) &losé & 10 pour 
m i l l e  & l a  &lose  Difco. 

r i c h i  en e x t r a i t  de levure Difco & l a  dose de 2 pour m i l l e  (PMSEL). 

43' - lb C, on t  été ensemencées dans l a  masse avec 5 m l  de d i l u t i o n  de  la  
c u l t u r e  CA au 1/200Qme, 1/2000ème, 1/20 000ème e t  1/200 OOOQme ; l e  contenu 
de chacune des f i o l e s  a été r é p a r t i  dans 5 bo î t e s  de Pé t r i  de 100 mm de dia- 
mètre, ce q u i  correspond à 9 m l  de milieu par b o î t e  de Pétri ,  Les l e c t u r e s  
ont été f a i t e s  après  une incubation de 6 jours  & 3OoC. 

Parallglement & ce milieu standard on a u t i l i s é  le même milieu en- 

D e s  f i o l e s  contenant 40 m l  de  milieu PMSl ou PMSEL maintenues 
3. 

c> P.4ilieux de c u l t u r e  l i qu ide  .......................... 
Le  milieu de c u l t u r e  liquicie standard est l e  milieu AUGIER 

(1956) désigné par les i n i t i a l e s  PM. Parallèlement & ce milieu, on a u t i l i -  
sé un milieu Pb.4 enrichi en e x t r a i t  de levure  Difco à l a  dose de 2 p o ~ r  m i l -  
le  quo l ' o n  a appelé PMEL : 

& Paru dans : "Biologie du Sol'\ 2, 23-27 (1964). 
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Formule du milieu FMEL : 

11 Mannitol 10 g 
21 Carbonate de C a  
3)  Extrai t  de levure 2 g  
4)  Difco agar 10 rz 
5 )  Solut ion s a l i n e  stamdard 50 m l  
6 )  E x t r a i t  de terre 10 m l  
7) Solut ion d'oligo-gléments 1 m l  
8) Eau d is t i l l ée  q s q. 1000 m l  

0 , 5  g 

C e s  nilieilx ont été r é p a r t i s  en tubes de 12 x 120 mm & r a k o n  de 
3 m l  par tube, s t6r i l i sé . s  à l 'autoclave 20 minutes & l l O ° C  e t  ensemencés 
avec 0,5 m l  de chacur?e des d i l u t i o n s  de l a  cu l tu re  CA. L e s  tubes p o s i t i f s  
sont  ceux qu i ,  au bout de  14 jours  d ' incubation 
ou un voi le .  L e  nombre de germes vivants  est déterminé B l ' a i d e  de l a  t a b l e  
de Mc Crady. 

30% présentent un t rouble  

d )  Comptages directs au microscope ---,*-- I------------------- -I.-- 

D e s  comptages directs de cont rô le  ont été f a i t s  XL micros- 
cope en cont ras te  de phase su r  l a  cu l tu re  (CA) non di luée.  Suivant l a  tech- 
nique de SEIFERT (communication personnelle),  nous considérons q u ' i l  s ' a g i t  
l à  de l a  méthode de référence par excellence car, dans les conditions ex-- 
périmentales où nous nous sommes placés, tou tes  ou presque tou tes  l e o  cel-  
l u l e s  bactériennes observées au microscope sont  vivantes ,  L e s  densit& ca l -  
culées  & p a r t i r  de ces  comptages d i r e c t s  sont  appelées i c i  dens i tgs  IL---L~-E 
par opposit ion aux dens i tés  observées, r é s u l t a n t  des comptages ind i r f cLs  
sur milieux de cu l ture .  

- 
;I 

e3 Souches u t i l i s é e s  
-I - - - - - - I I - --I- -- 
Trois  'souches ont&é comparées : 

Deux souches d'Azotobacter chroococcum : - souche 21 i so l ée  d'm s o l  d ' a r g i l e  no i re  t rop ica l e  ( v e r t i s o l )   POU.^, 
Séné ga 1 - souche 55 i so l ée  d'un s o l  brun ca l ca i r e ,  & Vandoeuvre, France. 

e t  une souche d'Azotobacter v ine landi i ,  souche 23, i s o l é e  d 'un s o l  d ' a rg i -  
le  noi re  t rop ica l e  ( v e r t i s o l )  ,i Pout,  Sénégal. 

2. Résul ta t s  

Les  t r o i s  protocoles expérimentaux u t i l i s é s  ont conduit aux  
r é s u l t a t s  synthét ia6s  dans les tableaux 1, 2 e t  3 ; l e  3ème prodiocok ayxn-t;, 
en f a i t ,  pour but e s s e n t i e l  de v é r i f i e r  les r é s u l t a t s  obtenus antér ieure-  
ment, I1 est apparu préférable  de présenter  l ' ana lyse  de ces r é s u l t a t s ,  ilon 
pas dans l ' o r d r e  chronologique des 3 expériences successives,  mis en raiz- 
semblant les f a i t s  majeurs m i s  en évidence sous 4 rubriques : comparsison 
des milieux so l ides  e t  l i qu ides ,  influence de l ' appor t  d 'extrai t  de Levure 
dans les so lu t ions  de d i l u t i o n ,  influence de l ' appor t  d'extrait de levure 
dans les milieux de cu l tu re ,  comparaison du comportement des diff6rer:tes 
souches d'Azotobacter. 

n 
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L mm1;i.s e s t at i st i que a portê  seulement su r  les r6- 
su l taks  des mgthodes d e  comptage i n d i r e c t  par c u l t w e  dans l e s  deux premihres 
expériences (tableaux: I e t  2 )  e t  2 l a  f o i s  sur ces rêsultats e t  sur les &SIA- 
tats de l a  ni6thode de couiptap d i r e c t  &u microscope dans le cas de l a  dernik- 
re  ex-p6rier^ce ( tab leau  3 )  

c e l l u l e s  bact6riennes zar ml! de cu l ture  (CA) .  
__I Les r6sulta. ts  fi-gwant aux tableaux sont exprimés en nombre de 

a) Compraison --- ----I-- des milieux: l iqu ides  e t  so l ides  

La comparsison des milieux so l ides  e t  1j.quides f a i t  essent ie l -  
lenent l !objet  $u tableau l 
quide (&me non enr ich i  en exbrait de levure : t ra i tement  2 ) ,  sur l e  mil ieu 
sol ide,  enr ich i  en e:d;rai-t de levure ( t ra i tement  3) o Dans l e  cas ¿le l a  souche 
239 l a  num6ration en milieu l i qu ide  PN ¿ionne mie densi tê  (38 O00 000) sensi-  
blement 6gale k l a  densi t6  :&Ale (60 000 000) .( Par contre,  pour l a  souche 21 
l a  densi t6  d6termh6e sur x i l i e u  l i qu ide  (60  000) bien que t rès  supérieure 2 
l a  densitg déterminse sur  mi l i eu  so l ide ,  même enr ich i  en e x t r a i t  de levure 
(3  300), est  t x s s  inf&:ieu-e 3 la densi té  &elle (72 000 000). 

so l ide  explique l e s  diff6rences d '6valuation de l a  densi tg  des Azotobacter 
dans les s o l s  suivant que l e s  nm6ra t iomson t  faites. en milieu l iqu ide  ou 
so l ide  

qui d6moiitre l a  - n e t t e  suy6r ior i t6  du milieu&- 

Cet te  sup&iori%6 du mil ieu de num6ration l i qu ide  sur l e  mil ieu 

1 I ~ l u e n c e _ ~ e _ ~ ~ ~ g p o r ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ - ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
de di lut i .cn 

L9incorporaAion d 9 e x t r n i t  de levure Difco 3 l a  dose 6e 2. : w ~ m  
-----.---.-CI 

mil le  dans la solut ion servant 
ment apparaî t  comme --- ttr& i'avorable 2. l a ,  conservation e t  %u dkveloppement at d- 
rieur Etes ce l lu l e s  bact6riennes aussi. b ien sur milieu so l ide  (comparer l e s  
traitentents 2 e t  3 ,  tabieau 1 )  que sur milieu liqtxi.de (comparer l es  t ra i tements  
2 e t  3 

Cet te  actioc. frz-rorable d.e l'emploi- d ' e x t r a i t  de levure dans la, so- 
l u t i o n  de d i lu t ion  ap]yx'a?% avec une grande n e t t e t 6  avec les  souches 21 e t  55, 
mais n P e s t  pas sensible d m s  l e  cas de l a  souche 23. 

1.a d.i lution de l a  culture avant son ensefiieiice- 

tableaux 2 e t  3 :  e 

c)  Influence ae l r & g p o r t  d'exLraj.t de levure dans les milieux s o l i -  
des ou l iqu ides  

La comparaison des t ra i tements  1 e t  2 nret bien en d i d e n c e  l ' i n -  

--------------------________________I___----- 

--ccI.-I-"c-̂ --II. 

fluence favorable de l? incorporakion dsextrai t  de levure au milieu de culture,  
qu'il s o i t  sous forme so l ide  ou sous forme Liquid.e, 
de levure dans l e  mil ieu est- 3 l u i  s e u l  imuf f i san t  pour satisfaire aux 2x5.- 
genctts des souches 21 e t  $5. En e f f e t ,  il apparaî t  toujours  n&essaire ,  avec 
6.e te l les  souches, aFajoucter cuss i  de lPcxt ra i t  de l e - m e  2 l a  so lu t ion  de di-. 
l u t i o n  pour obtenir me densitg $quivalente- à l a  densitk &el le  : il res so r t  
clairenient dc la comparaison des rgsd ta t s  *figura,nt aux deau dernières  l ignes  
du tab leau  39 que H o u t l e  ayport d ' e x t r a i t  de levure (dans l a  so lu t ion  de (3.;- 
l u t i o n  e t  dm-s 1-e milieu lui-nihe)  permet tou,?ours d 'obtenir  p a x  comptage sw ' 
m5.lieu de cu l ture  une d.er:.sitg conforme 
.tage d i r e c t  au  microscope - ) 

c e t  apport d8extrai i ;  

l a  densitg r é e l l e  (d&ermi.n6e par camp 

d) ConiEaraison du coraEortement. des souches d'Azotobacter 

Les t r o i s  eQ&iences mettent CI? 6viiCence une diffgrence de com- 
portement très n e t t e  en t r e  l e s  souches non exigeantes sur le plan nu t r i t i onne l  a 

--I ."..*------------ --__---------_--_---_________l__l_ 
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t e l l e  que l a  souche 23 e t  les souches exigeantes t e l l e s  que l e s  souches 21 
e t  55. Le t ab leeu  3 montre clairement l ' i cd i f f6 rence  de la souche 2 3 ,  e t  aq 
cont ra i re ,  l a  gran3.e seiisibîlitZ? des souches 21 e t  55. 

3. Discussion 

Bien que l a .  présente &tude  por te  seulement sur troidsoucbes d'A::.o- -- -... 
tobac ter ,  i1.es-b possible  d'en &riuire que les  exigences nu t r i t i onne l l e s  des 
_.. Azotobacter sont vraisemblablement plus complexes qi.i'c:l ne l e  suppose ha t i t ue l -  
Zement. Certains auteurs 
dvexigences er, vitamines chez cer ta ines  souches d'flzcüobacter 'f mais les  f o r m -  
les  de mil ieu du cul ture  de ce microorganisme publi6es jusqug?i prgsent ,  ne PTé- 
'voient pas d'adjonction d !ex t r a i t  de levure ou de vitamines. E l l e s  reconmadent 
uniguemmt 1!adjonct5.cn d ' e x t r a i t  de t e r r e .  Les sssafs dont nous venons dc re- 
la ter  l e s  r6su l t a t s  ddnontrent clairement que 1 'extr?it de t e r r e  (qui exist.0 
dans le milieu PM) ne s u f f i t  pas 2, satisfaire l e s  bezoins en fac teurs  de c 4 . s -  
sance de cer ta ines  souches a*Azotobacter. 

dont RIJBEP\rCHIK (1963),. signalent bien l a  possibi l j . t6  

On pourra i t  objecter  que les souches uti I is6es  i c i  ont perdu, lor ;  
leur  ap t i tude  2 synthétiber des vitamines qui leu:: de repiquages an tér ieurs  

sont ngcessaires e Cette  hypothsse e s t  peu vra.isem'Aable car  il s 'a6it de co,i-. 
ches i so lges  relativement r6ccment  (moins de 2 31s) e t  repiqu6cs -tous l e s  
6 mois, donc au maximum 4 f o i s  depuisle premier isolement qui a i t 6  s imzi l ta , - IQ 
pour les 3 souches. Notonss en out re ,  que de t e E s  exigences se mmifes-i;ea: 
chez cer ta ines  souches d'&otobacter dès leur isoLenent du s o l  : nous wmns; 
en e f f e t ,  souvent remar& que les Azotobacter :e; plus encore l e s  Beije&i;kig? 
notament  ceux du groupe B. f lmi i i ens i s )  apparaissent seulement 6ans les ni- 
lieux PM eyant requ un f o r t  inoculum de so l .  

lieu de cu l ta re  ne prgsente aucun inconvénient 1omqu ' i l  s tagit d9i.;~zlz-e7: L L  
densi t6  des ce l lu l e s  d'Azotobacter dans une x l t u r e  p w e  5 mais c e t t e  E:djori-- 
t i o n  semble plus d i f f i c i l e  dans 1.e cas de nm6ratiohs sur des 6chantLl.l.ons {!.e 
s o l  en raison de la baisse considéral3le du pouvoir Qec t i f  du milieu.  c'a no'ere 
t ou te fo i s  que l 'emploi de nys ta t ine  apaort6 au m i l i e l ;  2 l a  dose de $0 ì"g -p:* 1.3- 
t r e  de mil ieu peut anQZiorer l a  s i t u a t i o n  er. 6liminan: une grande part5.e de:: 
microchampignons. 

L'adjonction d'extrait de levure 8, Ia s0Lution de d i lu t ion  e J ~  au. ? i í - -  

... 

Pour évaluer la d e m i t 6  des h o t o b a c t e r  pa? l a  mgthode de nurfl6ra.- 
t i o n  sur mil ieu de cul-Lure, l ' a u t e u r  prgccnise lVemploi  de mil ieu ligG-d.e e t  
l ' ad jonc t ion  d?extrait de levure ?, l a  dose de 2 pour milLe, non seulemen% dens 
les mi~.ieux de cu l ture  eux-mêmes (mil ieu B J E L ) ,  mais aussi  dans ïa so lu t ion  ne- 
cessa i re  $ l 'obtention des d i lu t ions  en me de l Pensemencement des m;-lievz (sn- 
l u t i o n  s l d r i l e  $ 2 pour mil le  d ' e x t r a i t  t e  levure Difco).  L'adjonction de Levi-re 
est e n  e f f e t  o6cessaire & l a  c ro i s same  des souches _d'Azotobacter k exigences 
nu t r i t i onne l l e s  complexes o La m6thode pr$conis& donne des r é s u l t a t s  conforr;a:3 
5 ceux que I ' on  obt ient  par  l a  mgthode ¿îe comptagddirect au microscope. 
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D i l u t  ion préa la b 2 e 
dans 

a, 
1 3 .  
-4 

m 
3 

*rl 

E 

3 
l ' e au  d i s t i l l 6 s  

a, 

1 -4 

l ' e x t r a i t  de Levure 
à 2 pour rnille 

7 1  c. 

[u ' I 3  
r l Y  
i a, l 'eau disti;lée 
rl a z r l  

Tableau I. - Densité de3 Azotobacter (2 souches) déterminée s u r  3 miJieux 
so l ides  e t  un milieu l iqu ide  avec d i l u t i o n  préalable dans 1' 
eau ou d a s  l ' e x t r a i t  de levre  (litre expérience). 

PA i 1 ieu No du 
de cu l tu re  t r a i t e -  Souche 23 Souche 21 

ment 

1 380 O 0 0  5 O 0  
Sans extrait  de 
levure (PMS) 

avec e x t r a i t  de 
levure (PMSEL) 2 1 200 O00 400 

avec e x t r a i t  de 
levure (PIVISEL) 3 16 700 O 0 0  3 300 

sans e x t r a i t  de 
levure (PMI 

I 

38 O 0 0  O 0 0  I 80 O00  

' <i ' , -  

Densitg 

L'amlyse s t a t i s t i q u e  q u i  a porté su r  les traitemebts 1, 2 ,  3 ,  
et  4 ,  m e t  en dvidence des d i f fe rences  hqutement s ign i f i ca t ives  (P = 0,011, 
entre  les traitements ( 2 )  e t  ( 3 )  (effet favorable de l'a&iOnction de levu- 
re dans le  milieu) e t  e n t r e  les t ra i tements  (l), (2), ( 3 )  d'une p a r t  e t  
(4) d ' au t r e  part ( supér ior i té  du milieu l iquide) .  E s t  simplement s i g n i f i -  
c a t i v e  (P = 0,051 12 d i f fé rence  e n t r e  les traitements ( 2 )  et  ( 3 )  pour l a  
souche 21. 
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c, 

r' 

No du 
traite- 
ment 

1 

Dilution préalable Milieu de cul- 
dans ture liquide 

Sans extrait de 
levure (PMI 

Avec extrait de 
levure (&TvIEL) 

l'eau distillée 

2 

Tableau 2. - Densité des Azotobacter (2 souches) déterminée sur 2 milieux 
liquides après dilution préalable dans l'eau ou dans l'extrait 
de levure (28me expérience) 

Souche 23 Souohe 21 

l;r 

48 O00 O00 165 O 0 0  

1- 
29 O 0 0  O 0 0  1 100 O 0 0  

l'extrait de levure 

Densités réelles (déduites des comptages directs au 1 microscope) 1 40,000 O 0 0  1 82 000 O 0 0  1 
Comme dans le cas de l'expérience précédente, l'analyse 

statistique ne concerne que les résultats des &thodes de nmgration sw 
I1 n'existe aucune différence significative entre les densités ob- 

servées et réelles pour la souche 23. 

diffèrent significativement (P = 0,05Q et les traiteinents(2) et ( 3 )  très 
signif icativement (P = 0,01), 

milieux de cul turc  

En ce qui concerne la souche 21, les traitements (1) et (2) 
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Tableau 3 .  - Dens i t é s  d e s  Azotobac ter  (3  snuches )  dé t e rminée  s u r  2 m i l i e u x  l i q u i d e s  
avec  d i l u t i o n  p r é a l a b l e  dans l ' e a u  ou dans  l ' e x t r a i t  de l e v u r e  
(32me expér ience)  

D i l u t i o n  p r é a l a b l e  c-- 
l ' e a u  d i s t i l l é e  

Souche 23 Souche 21 Souche 55 
l i q u i d e  I t r a i t e m e n t  I I Mil i eu  de c u l t u r e  N O  du 

! I I I 

2 . I 1 6  800 ODO 150 O00 20 200 
avec e x t r a i t  de 
levuxe  ( PREL) 

avec  e x t r a i t  de 
l e v u r e  (PFIEL) 

- 
3 34 O00 O00 39 000 O00 165 O00 0013 

I ____I_L -L _I 

I l I 

Dens i t é s  réel les  ( d é d u i t e s  des  comptages d i r e c t s  au microscope)  
--- 

L'ana lyse  s t a t i s t i q u e  a p o r t é  i c i  a l a  f o i s  s u r  les r é s u l t a t s  de l a  méthode de comptage i n d i r e c t  

p a r  c u l t u r e  ( t r a i t e m e n t s  1, 2, 3 )  e t  s u r  ceux de l a  méthode de comptage d i r e c t  au microscope.  

Quelque s o i t  l a  souche  c o n s i d é r é e  ( a ) ,  l a  d e n s i t é  observée d é d u i t e  des  numérat ions s u r  m i l i e u  l i q u i d e  

à l ' e x t r a i t  de l e v u r e  a p r è s  d i l u t i o n  dans  1'extrai.t de levure est s t a t i s t i q u e m e n t  i d e n t i q u e  à l a  d e n s i t é  réelle 

d é d u i t e  d e s  comptages au microscope f b )  le t r a i t e m e n t  3 q u i  comporte l a  d i l u t i o n  dans  l ' e x t r a i t  de l e v u r e  d i f -  

fèkf:  des  t r a i t e m e n t s  (1) e t  (21 ,  mais  dans le cas de l a  souche 23, l a  di-fférence est  s implement  s i g n 5 f i k a t i v e  

( p  F: o, 05) a l o r s  que pour  lea souches 22  e+ 55, l a  d i f f é r e n c e  e s t  hautement  s i g n i f i c a t i v e  ( P  = D, O1 ) . 
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