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PROCEDE DE CULTURE DE MICROORGANISMES, NOTAMMENT

DU GROUPE DES FRANKIA ET PREPARATION D'INOCULUMS
BACTERIENS

La présente invention concerne un procédé de
culture de microorganismes ainsi qu'un procédé de fabrication
d'un inoculum & partir des microorganismes obtenus.-

Plus particulidrement, la présente invention '
concerne la production d'inoculums nécessaires 3 1'horticulture
et & la foresterie (par exemple l'obtention en pépiniére des
plants inoculés de Casuarina, aulne, Hippophaé&, Elaeagnus).

Parmi les microorganismes utilisables & titre
d'inoculum, il faut citer les actinomycetes appartenant au

groupe des Frankia (symbiotes des plantes actinorhiziennes
fixatrices d'azote) et les rhizobiums.

Certains microorganismes, notamment les Frankia,
présentent la particularité de produire une trés faible ,
biomasse lorsqu'on les cultive suivant les méthodes usuelles.
Cette trés faible production de biomasse constitue un grave
handicap, a la fois dans le domaine industriel et dans le
domaine de la recherche fondamentale.

C'est pourquoi la présente invention propose
un procédé de culture de microorganisme et de fabrication

d'un inoculum permettant la production de biomasses beaucoup
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plus importante que celles qui sont obtenues actuellement,

ainsi que les processus permettant de satisfaire aux
besoins industriels des horticulteurs par exemple.

En effet, compte tenu de leur utilisation, les . -

inoculums bactériens destinés & 1l'horticulture ou 2 la
foresterie doivent remplir certaines conditions :

= Ils doivent tout d'abord é&tre constitués d'un

support défini et assurant une bonne protection des micro-
organismes considérés ;

- ils doivent étre faciles & stdcker, a expédier

et 3 utiliser ;

- enfin, permettre, . lors de leur application,

une trés large dissémination des microorganismes au niveau

des sites d'infection des plantes hétes.

Plus particuliedrement, la présente invention

concerne des inoculums constitués de microorganismes

inclus dans des matrices pblyméres. De tels procédés ont
déja été décrits, notamment dans les demandes de brevet
francais suivantes : 77 10254 - 79 28956 - 81 04474 - 83 02847.

Toutefois, aucun de ces procédés ne permet de

remplir de facon totalement satisfaisante les conditions

évoquées précédemment.

Pour ce faire, la présente invention propose un

procédé de culture de microorganismes, caractérisé en ce

gu'il s'agit d'une culture biphasique dans laquelle :

a) on cultive les microorganismes sur un milieu nutritif

b)

c)

solide (

"étape a") ;

aprés culture, on fragmente ce milieu solide colonisé

par les

microorganismes ("étape b") ;

on ensemence avec les fragments obtenus a"l'étape b"

un milieu nutritif liquide ("étape c") et on incube 2

28-30°C.

ceux-ci.

Cette étape correspond & la culture biphasique.
Aprés croissance des microorganismes, on récupére
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Ce procédé est en particulier utilisable pour

-la préparation d'Actinomycdtes 2 croissance lente, notamment ceux

appartenant au groupe des Frankia.

Le procédé selon la présente invention met 2a
profit le fait que certains microorganismes, en particulier
les Frankia, croissent beaucoup mieux au niveau d'une
interface solide/liguide qu'au sein d'un milieu liguide.

Ainsi, par exemple, une culture biphasique liquide/
solide avec des fragmenﬁsde gélose permet, non seulement
l'adhésion de Frankia & leur surface en raison du caracteére
thigmotrope de ce microorganisme (caractére observé chez cer-
tains autres microorganismes ainsi que cela a déja été signalé),
mais également la pénétration de Frankia 3 l'intérieur de ces
supports. Le milieu liquide participe, non seulement a la
réalisation de l'interface solide/liquide favorable au

développement microbien, mais constitue aussi la réserve
de nutriments.

Pl

Les milieﬁx nutritifs solides ou liquides
peuvent avoir sensiblement les mémes compositions et
constituent, pour l'essentiel, des milieux connus ou des
milieux dérivés de milieux connus contenant du carbone,
de l'azote, du phosphore, des oligoéléments et autres

éléments . assurant la croissance du microorganisme qu'on
entend cultiver.

L'obtention d'un milieu solide peut &tre
réalisée en utilisant de la gélose, mais d'autres composants
peuvent étre utilisés pour obtenir un milieu solide.

"L'étape a"peut étre conduite dans un récipient
du type boite de Petri. Apres culture le milieu solide est
fragmenté par des moyens appropriés puis dispersé dans un
milieu nutritif liquide. En fin de croissance, les micro-
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organismes obtenus sont récupérés par des techniques connues

telles que la centrifugation. )

On a constaté, en outre, que l'adjonction au
milieu nutritif de charbon activé, en particulier lorsque
l'adjonction est effectuée au niveau du milieu solide
("étape a"), permet d'augmenter notablement la biomasse.

Afin d'améliorer encore la qualité de 1'inoculum
final, on opére de préférence de la facon suivante :

a) on inclut les microorganismes dans une matrice de
polymere,

b) ces matrices incluant les microorganismes obtenus 2
l'issue de "l'étape a" sont incubées dans un milieu
permettant la croissance desdits microorganismes
jusqu'a la formation de colonies & l'intérieur desdites
matrices, )

c) les matrices de polymére incluant les colonies de
microorganismes obtenues au cours de "l'étape bY sont
déshydratées. _

Les matrices de polymére qui peuvent é&tre mises
en oeuvre sont connues de 1l'homme de métier et figurent
notamment dans les brevets mentionnés précédemment. Il
pourra s'agir, en particulier, de billes d'alginate de
calcium qui sont particulidrement bien appropriées 3
l'obtention d'un inoculum microbien. |

On sait que les microorganismes inclus incubés
dans un milieu permettant la croissance sont capables de
poursuivre leur croissance 3 l'intérieur de leur matrice de
polymére. On a .observé maintenant qu'ils étaient capables,
dans cette matrice de polymere, de former des microcolonies,
ce qui présente de nombreux avantages. Tout d'ébord, on
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obtient un inoculum 3 forte densité, mais également la
structure fine en microcolonie présente comme avantage de
protéger l'inoculum lors de son stockage.

De préférence, pour le stockage, ces matrices
de polymére sont déshydratées sans &tre fractionnées. Ainsi,
lorsque l'on prépare des billes d'alginate de calcium,
celles-ci ne sont pas fragmentées mais déshydratées telles
quelles.

Dans un mode de réalisation préféré, les micro-
organismes inclus dans la matrice de polymeére sont obtenus
par le procédé décrit précédemment. Les fragments, par
exemple de gélose, contenant les microorganismes tels que
Frankia, sont incorporés dans la matrice de polymére, par
exemple l'alginate de éalcium.

Enfin, lorsque 1l'inoculum microbien préalable-
ment déshydraté doit étre appliqué in situ, on le réhydrate
avec un tampon, par exemple un tampon phosphate, jusqu'a
obtention d'un. gel. Ce gel se préte particuliéremént bien

" a la dissémination des microorganismes dans le sol.

Le procédé décrit précédemment permet d'obtenir
un inoculum qui, aprés déshydratation, peut étre stocké
et transporté sans difficulté, qui présente une biomasse
importante et qui peﬁt étre dispersé tr2s aisément sous
forme du gel.

Les exemples ci-dessous permettront de mettre
en évidence d'autres avantages et caractéristiques de la
présente invention.

Les milieux de culture utilisés dans ces exemples
ont les compositions suivantes
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1. Milieu Qmod (Lalonde et Calvert, 1979)

Comgosants' Concentration
) K,HPO, | 0,3 g
NaH,PO, 0,2 g
Mgso, 7H20 0,2 g
KCl 0,2 g
Extrait de levure 0,5 g
Peptone ) 5,0 g
Citrate ferrique T ml
(solution a 1 &)
Solution d'oligoéléments * 1 ml
Lécithine ‘5 mg
Eau distillée 1 1

PH ajusté & 6,8
* Solution d'oligoéléments (g/1)
H3Bo3 : 1,5 ; MnSO47H20 : 0,8 ; ZnSO47H20 : 0,6 »

7724
COSO47H20 : 0,01.

2. Milieu Omod + charbon activé (Diem et Dommergues, 1985)

Milieu Qmod précédent

additionné de charbon activé
a la dose de 150 mg/1

3. Milieu BAP (Murry et al., 1984)

Composants Concentration
KzHPO4 0,591 g
KH,PO,, 0,952 g
NH4C1 0,267 g
Mgso, 7H,O ' 0,095 g
CaCl2 2H20 0,010 g
FeNa EDTA 0,010 g
Pyruvate de sodium- 1,1 g
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Solution d'oligoéléments * 1 ml
Solution de vitamines ** 1 ml
Eau distillée 1 1

pH ajusté & 6,3

* Solution d'oligoéléments (g/l)

H3Bo3 : 2,86 ; MnC124H20 2 2,27 ; ZnSO47H20 : 0,22 ;
CuSO45H20 : 0,08 ; Na.MoO,2H

2 4 20 : 0,025 ;
COSO47H20 : 0,001.

** Solution de vitamines (mg/l)

4. Milieu

5. Milieu

Thiamine HC1l : 10 ; acide nicotinique : 50 ;
pyridoxine HCl : 50 ; biotine : 225 ;

acide folique : 10 ; pantothénate de calcium : 10 ;
riboflavine : 10.

YEM (Yeast extract-mannitol) :

Composants Concentration
K,HPO, ’ ' 0,5 g

Mgso, 7H,0 0,2 g

NaCl 0,1 g

Yeast extract (Difco) 1,0 g
Mannitol . 10,0 g

Eau distillée 1 1

YEM modifié

Méme composition que précédemment sauf
KZHPO4 qui est utilisé & la concentration de 0,1 g/l.

Sur les figures,

la figure 1 représente l'effet de l'adjonction de

charbon actif au milieu de culture sur la croissance de

Frankia :

1a : milieu Qmod seul ;
1b : méme milieu avec charbon actif (0,01 %) ; les

points noirs (fléches) apparaissant sur les
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bofites @e Petri sont les colonies de Frankia
(la poudre de charbon n'est pas visible 2 =
cette échelle).
- la figure 2 représente des billes d'alginate
colonisées & l'intérieur par des Frankia :
2a : vue de trois billes (diamétre réel : environ
5 mm) ;

2b vue agrandie d'une bille ol les colonies de

e

Frankia (diametre réel de chaque colonie :
100 - 200 um) apparaissent comme des taches
circulaires noires a bord diffus ; autour de
certaines colonies on observe des amas de
points noirs qui sont des sporanges formés
pendant la croissance de Frankia 3 l'intérieur
de la bille; les sporanges (fléches) sont des
. structures typiques de Frankia ;
EXEMPLE 1 - PROCEDE DE_CUﬁTURE EN DEUX ETAPES ET EN MILIEU
BIPHASIQUE DE CERTAINS ACTINOMYCETES A CROISSANCE
LENTE APPABTENANT AU.GROUPE DES FRANKIA

La culture se fait en trois étapes :

"Etape_a'" - On cultive Frankia en boite de
Petri (10 cm) dans un milieu gélosé pendant 2 a 3
semaines. Pour ce faire, on ensemence, dans la
masse, 10 ml de milieu nutritif gélosé a 1,5 %
fondu & 40°C avec 1 ml d'une suspension de Frankia
obtenue par homogénéisation d'une culture de
Frankia. Aprés 2 ~ 3 semaines

d'incubation & 30°C, les colonies de Frankia se
sont développées dans la gélose (500 & 2 000
colonies par bofte). Chacune de ces plaques de
gélose envahies de colonies de Frankia est
détachée de sa boite de Petri et introduite
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stérilement dans une fiole contenant 50 ml d'eau
et un barreau magnétique.

UEtape _b" - Les plaques sont ainsi fragmentées
finement en microgranules de gélose qui renferment
des colonies ou fragments de colonies de Frankia.
JEtape._c” =~ La suspension de fragments obtenue
comme indiqué ci-dessus est utilisée pour ensemncer
un milieu nutritif liquide & raison de 10 ml de
suspension de fragments Frankia par 50 ml de milieu
nutritif liquide. L'incubation 2 30°C dure 2 2 3
semaines. La composition du milieu nutritif (gélosé
ou liquide) varie suivant les souches de Frankia
utilisées. Il peut s’agir soit du milieu Omod,

Soit du milieu BAP. Cette "étape c” constitue

la culture biphasique.

Détermination de la biomassze de Frankia obtenue

Etant donné que Frankia est un organisme filamen-
teux, il n'est pas possible d'estimer'ia biomasse
en nombre de cellules comme c'est le cas pour‘les
bactéries. On l'exprime soit en poids de protéines
(ce qui est la solution adoptée ici), soit en poids
de la matidre s&che.

Aprés élimination du milieu nutritif par centrifu-
gation, on introduit le culot de centrifugation
dans un tube 2 essai contenant environ 30 ml d’'eau
distillée et on met au bain marie en ébullition
pendant 2 min pour faire fondre la gélose des
microgranules. On verse ensuite tout le contenu

du tube dans environ 200 ml d'eau distillée
bouillante pour diluer la gélose fondue afin de
pouvoir 1l'éliminer, soit par filtration sur filtre

. Millipore, soit par centrifugation. On rince la

culture plusieurs fois & l'eau distillée puis on
la récolte pour effectuer le dosage de protéines
selon la méthode de Lowry et al. (1951).
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Comparaison de la méthode usuelle en milieu
liquide et de la_méthode selon l'invention

en milieu biphasigue

Afin de comparer ces deux méthodes, on a été
amené 3 conduire la culture en milieu liguide en
adoptant la méme succession de manipulations que
celle préconisée dans le cadre de la présente
invention.

Le tableau 1 résume la succession des opérations
dans les deux cas.

A
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Culture de la souche de Frankia de

Les résultats qui figurent au tableau 2
montrent clairement que le procédé selon
l'invention permet 1l'obtention d'une
biomasse beaucoup plus importante ( x 20)
tout en partant d'un inoculum identique

et ce pour la méme durée d'incubation.’

Pour vérifier la fiabilité du procédé selon
l'invention, on a refait cette expérience

a un autre moment de l'année avec trois
autres souches de Frankia qui sont les
suivantes :

ORS 022602 : Frankia d'Allocasuarina stricta

ORS 060501 : Frankia de Colletia spinosa-
ORS 140102 : Frankia d'Hippopha& rhamnoides.
Les résultats qui figurent au tableau 3

confirment l'amélioration de la production

de la biomasse de Frankia par le procédé de

culture selon l'invention par rapport a la
méthode de culture usuelle. Cette améliora-
tion est plus faible dans cet essai que
dans l'essai précédent.

Ceci serait di a plusieurs causes :

. temps d'incubation réduit a 4 semaines
au lieu de 6 semaines,

. état physiologique et présence variable .
de diverses structures de Frankia (hyphes
végétatifs, sporanges) dans l'inoculum .
initial. 7
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- TABLEAU 2

. COMPARAISON DE LA CROISSANCE DE FRANKIA ORS 021001 CULTIVEE
SELON_LA METHODE USUELLE EN MILIEU LIQUIDE ET SELON LA

NOUVELLE METHODE DE CULTURE BIPHASIQUE AVEC MICROGRANULES

DE_GELOSE
BIOMASSE DE FRANKIA (ug protéines/fiole)
METHODE
—aaeen , APRES 6 SEMAINES
A L'ENSEMENCEMENT D' INCUBATION 1)
Méthode usuelle 2 55

Méthode de culture
biphasique 2 1 205

(1) dont 3 semaines sur milieu gélosé et
3 semaines en milieu biphasique

Milieu nutritif utilisé : Qmod
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TABLEAU 3

- COMPARAISON DE LA CROISSANCE DE TROIS SOUCHES DE FRANKIA
CULTIVEES SELON LA METHODE USUELLE EN MILIEU LIQUIDE ET

SELON LA NOUVELLE METHODE DE CULTURE BIPHASIQUE AVEC
FRAGMENTS DE GELOSE

BIOMASSE DE FRANKIA (ug protéines/fiole)

A L'ENSEMENCEMENT APRES 4 SEMAINES
D 'INCUBATION (1)

METHODE ET SOUCHE

Souche ORS 022602
. Méthode usuelle 2 26

. Méthode biphasique 2 145

Souche ORS 060501
. Méthode usuelle 3 58
. Méthode biphasique 3 - 315

Souche ORS 140102
. Méthode usuelle 6 41

. Méthode biphasique 6 360

(1) dont 2 semaines sur milieu gélosé et
2 semaines en milieu biphasique

Milieux nutritifs utilisés : méme milieu que dans le
tableau 2, sauf pour ORS 022602 qui a été cultivé sur
milieu BAP
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EXEMPLE 2 - EFFET DE L'ADJONCTION DE CHARBON ACTIVE AU

MILIEU DE CULTURE mod SUR LE NOMBRE DE

COLONIES DE FRANKIA SOUCHE ORS 021001

On cultive la souche ORS 021001 dans des tubes
A essai de 18 x 180 mm contenant 10 ml de milieu Qmod.
L'incubation a lieu A 30°C et les durées d'incubation sont
respectivement de 3 semaines, 1 mois et 2 mois. A la fin de
ces périodes d‘incubation,.éhacun des tubes renferme de 50
4 70 ug de protéines de Frankia.

On décante chaque culture, on ajoute 20 ml de
milieu QOmod frais et on homogénéise stérilement a l'aide
d'un barreau magnétique pendant 1 heure. On fait deux
dilutions (‘lO“1 et,1o_2) des suspensions obtenues et on
inocule deux séries de boites de Petri en incorporant 0,5 ml
de chaque suspension-dilution & 20 ml de milieu Qmod gélosé
et additionné ou non de charbon activé (Merck Art. 2186) a
la dose de 150 mg par litre. On incube les boites de Petri
ainsi ensemencées 3 30°C pendant 3 semaines. On compte le
nombre de colonies formées soﬁs une loupe binoculaire, les
résultats étant exprimés sur la base de 1 ml d'inoculum.

Le tableau 4 montre clairement que l'adjonction
de charbon au milieu accroit le nombre de colonies de Frankia
observées, cet accroissement étant considérable dans le
cas des cultures de 2 mois.

Ce premier résultat indique que le charbon activé
favorise la germination des structures de type spore
accumulées dans les cultures de 2 mois (figure 1). D'un
autre coté, 1'observation 2 la loupe montre que les hyphes
nouvellement formés sont plus ramifiés sur milieu Omod avec
charbon activé que sur milieu Qmod seul, ce deuxiéme
résultat prouvant que le charbon activé favorise la crois-
sance des hyphes.
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TABLEAU 4

- . EFFET DE L'ADJONCTION DE CHARBON ACTIVE AU
MILIEU NUTRITIF (Qmod) SUR LE NOMBRE DE
COLONIES FORMEES A PARTIR DE 1 ml DE
SUSPENSION DE FRANKIA ORS 021001

NOMBRE DE COLONIES FORMEES

CULTURE DE FRANKIA

MILIEU Omod  MILIEU Omod + charbon

Culture de 3 semaines 1 000 3 400
Culture de 1 mois 8 200 266 000
Culture de 2 mois 4 200 940 000
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EXEMPLE 3 = CROISSANCE DE FRANKIA DANS LES BILLES D'ALGINATE
On ensemence 100 ml de milieu Qmod avec 10 ml
d'une suspension de cellules de Frankia ORS 021001. Aprids
4 semaines d'incubation, on obtient une culture renfermant
une biomasse de Frankia qui, évaluée en protéines (Lowry
et al., 1951), atteint 240 ug. On décante la culture, on la
transfére dans la méme quantité (100 ml) de milieu Qmod
liquide frais, on homogénéise avec un barreau magnétique
pendant 1 heure. On procéde alors & l'inclusion de Frankia
dans l'alginate. Pour ce faire, on ajoute 100 ml de milieu
Qmod liquide stérile contenant l'alginate & 4 % S170

(Satialgine S170, Société Bretonne de Produits Chimiques
et Pharmaceutiques, 6 impasse Latécoére, Velizy 78140). On
obtient ainsi au total 200 ml de suspension de fragments de

colonies de Frankia dans le milieu Qmad contenant 2 % d'alginate.

On laisse tomber goutte 3 goutte aseptiquement cette

.suspension dans un récipient contenant une solution aqueuse

stérile de CaCl2 (1 %) et muni d'un barreau magnétique en
agitation continue. :

Dans ces conditions, les billes se forment au bout
de 20 & 30 min dans la solution de CaClz. Les billes sont
immédiatement rincées 10 fois avec de l'eau distillée stérile.

On transfére les billes dans les fioles contenant
50 ml de milieu Omod liquide (environ 20 ml de billes par
fiole) et on incube a 30°C pendant 4 semaines. Aprés ce
délai, l'observation 3 la loupe montre que de nombreuses
colonies de Frankia (20-40 colonies/bille) se sont
développées a 1l'intérieur de chaque bille parfaitement
dépourvue de toute contamination microbienne exogéne. Ces
colonies ont des tailles différentes mais sont parfaitement
identiques en ce qui concerne la morphologie et le mode de
croissance radiale typique de Frankia. Beaucoup de colonies

produisent des sporanges également typiques (figure 2).
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EXEMPLE 4 - CROISSANCE DE RHIZOBIUM DANS LES BILLES D'ALGINATE
On fait une culture de Rhizobium souche A16 isolée

d'Albizia lebbeck sur un milieu YEM usuel. Apres 4 jours )

d'incubation, on prélédve 1 ml que l'on introduit dans 100 ml

de milieu YEM modifié, ce milieu est pauvre en phosphate et

contient de l'alginate S170 (Satialgine S170, Société

Bretonne de Produits Chimiques et Pharmaceutiques,

6 impasse Latécoeére, Velizy 78140). On obtient des billes en

effectuant les opérations de l'exemple 3. On fait deux lots de

&

. ces billes contenant les cellules de Rhizobium inclus :

. le premier lot est immergé dans une fiole renfermant du
milieu nutritif liquide YEM modifié mais dépourvu d'alginate ;

. le deuxigéme lot est incubé dans les mémes conditions mais en
l'absence de milieu nutritif.

Au bout de 48 heures, on constate que le nombre de

Rhizobium dénombré sur milieu Yem normal gélosé passe de

175.10°> par-bille & 280.10°

que dans le deuxieme lot le nombre de Rhizobium reéte station-

par bille dans le premier lot, alors

naire. Ce résultat montre que la croissance de Rhizobium 2
l'intérieur des billes d'alginate requiert, comme dans le cas
de Frankia, l'incubation de ces billes dans un milieu nutritif
liguide approprié.

- EXEMPLE 5 - REHYDRATATION DES BILLES D'ALGINATE DESHYDRATEES

Les billes d'alginate renfermant les microorganismes
symbiotiques préalablement déshydratées sont immergées dans une
solution de tampon phosphate (pH 6,8) ayant la composition
suivante :

KH2P04 : 4,29 g ; KZHPO4 : 4,34 g ; eau g.s.p. 1 litre.

Au bout de 4 & 6 heures, les billes déshydratées
reprennent la forme et la consistance initiales des billes
fraiches. Par écrasement, il est trés facile d'obtenir 1'ino-
culum sous forme d'ﬁn gel. Ce traitement au tampon phosphate i
est indispensable car il permet la libération et la dissémination

des microorganismes précédemment inclus ou développés aprés

. A'inclusion.



WO 87/03616 19 PCT/FR86/00417

EXEMPLE 6 - INOCULATION DES PLANTES

Pour contr8ler la qualité de l'inoculum obtenu
par le procédé selon l'invention, on a testé l'infectivité
d'un inoculum de Frankia sur Casuarina equisetifolia
(Frankia souche ORS 021001) et d'un inoculum de champignon
endomycorhizien vésiculpfagbusculaire (Glomus mosseae) .
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Frankia souche ORS 021001

On a d'abord obtenu des plantules de Casuarina
equisetifolia en faisant germer des graines
superficiellement stérilisées (trempage dans

HZSO4 concentré pendant 1 min, puis ringage
abondant avec de l'eau distillée stérile). Les
plantules 4gées de 4 semaines ont été repiquées

3 raison de 1 plantule par pot en plastique
(diameétre 7 cm, hauteur 7 cm) contenant du sol
stérile humidifié quotidiennement a2 l'eau stérile.

Pour inoculer les plantules au moment du repiquage,

‘on prépare l'inoculum comme suit :

. on fait regonfler 120 mg de billes déshydratées
dans le tampon phosphate indigqué ci-dessus ;
. aprés écrasement on mélange le gel obtenu
avec du sable stérile et l'on répartit en 12 pots,
ce qui revient & apporter a chaque pot inoculé
10 mg de billes déshydratées.
On a utilisé deux lots d'inoculum : un premier lot
stocké pendant 2 semaines seulement (inoculum n° 1),
un deuxiéme lot stocké & la température du
laboratoire pendant 1 an (inoculum n° 2). Bien
entendu, paralldélement aux pots inoculés, on a mis
en place une série de pots témoins non inoculés.
Aprés 2 mois de culture, on détermine le poids sec
des parties aériennes des plantes (séchage jusqu'a
poids constant), le nombre de plantes nodulées et
le nombre de nodules par plante (tableau 5).
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| TABLEAU 5

INOCULATION DES PLANTULES DE CASUARINA EQUISETIFOLIA AVEC
ORS_021001 INCLUS DANS LES BILLES D'ALGINATE DESHYDRATEES

PUIS REGONFLEES AU MOMENT DE L'EMPLOI DANS LE TAMPON PHOSPHATE -

POIDS SEC PLANTES NODULEES NOMBRE DES
IRAITEMENT  5E5 PTANTES  SUR NOMBRE TOTAL NODULES /PLANTE

(mg/plante) :
Témoin 80 0/ 12 0
Inoculum n°1 220 12 / 12 3 -8

Inoculum n°2 170 12 / 12 3 -5

Inoculum n° 1 Billes conservées sous forme déshydratée
pendant 2 semaines a la température du
laboratoire

Inoculum n® 2 Billes conservées sous forme déshydratée °
pendant 1 an a la température du laboratoire.
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Glomus mosseae

On a inclus dans les billes d'alginate les struc-
tures de Glomus mosseae (hyphes libres ou dans les
racines, spores) suivant la méthode décrite par
Diem et al. (1981) et Ganry et al. (1982). On a
repiqué des plantules de Vigna unguiculata &gées
de 7 jours dans des pots en terre cuite (diamdtre
15 cm, hauteur 20 cm) contenant du sol stérile.
Un premier lot de 5 plantes a été inoculé avec un
inoculum qui est un mélange de sable et de gelée
préparé de la méme fagon que précédemment décrit
mais & partir de billes déshydratées . contenant
les structures de Glomus mosseae. Ces billes
avaient été stockées pendant 1 an 3 la température
du laboratoire. On a apporté a chaque pot inoculé
1l'équivalent de 30 mg de billes déshydratées.

. Un deuxitme lot de 5 plantes a été constitué par

les'plantes non inoculégs.

Le tableau 6 montre que l'inoculum de Glomus mosseae

est parfaitement infectif a la dose utilisée et
aprés conservation pendant 1 an.



WO 87/03616 22 | PCT/FR86/00417

TABLEAU 6

INOCULATION DES PLANTULES DE VIGNA UNGUICULATA AVEC GLOMUS
MOSSEAE INCLUS DANS LES BILLES D'ALGINATE DESHYDRATEES PUIS
REGONFLEES AU MOMENT DE L'EMPLOI DANS LE TAMPON PHOSPHATE

o

PLANTES INFECTEES
TRAITEMENT SOR NORBEL Torne.  FREQUENCE D'INFECTION

()

Témoin 0/ 5 0
Inoculum n° 1 5/ 5 : 86

Inoculum n® 1 : Billes conservées sous forme déshydratée
’ pendant 1 an :

Fréquence d'infection : nombre de morceaux de racine (3 mm)
infectés sur nombre total observé
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REVENDICATIONS

1) Procédé de culture de microorganismes,
caractérisé en ce qu'il s'agit d'une culture biphasique
dans lagquelle :

a) on cultive les microorganismes sur un milieu nutritif
solide ("étape a"), .

b) aprés culture, on fragmente ce milieu solide colonisé
par les microorganismes ("étape b"),

c) on ensemence avec les fragments obtenus a"l'étape b"
un milieu nutritif liquide ("étape c"),

aprés croissance des microorganismes, on récupre ceux-ci.

2) Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que le microorganisme cultivé est un Actinomycéte a
croissance lente, en particulier appartenant au groupe des

Frankia.

3) Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que le milieu nutritif solide utilisé dans l'étape a
contient de la gélosé. - '

4) Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que l'on ajoute au milieu nutritif du charbon
activé. ,

5) Procédé de préparation d'un inoculum
microbien caractérisé en ce qu'il comprend les étapes
successives suivantes :

a) on inclut les microorganismes dans une matrice de
polymere,

b) les matrices de polymére incluant les microorganismes
obtenwes & 1l'issue de"l'étape a" sont incubéesdans un
milieu permettant la croissance desdits microorganismes
jusqu’a la formation de colonies 3 l'intérieur desdites
matrices, _

c) les matrices de polymére incluant les colonies de
microorganismes obtenues au cours de "l'étape b"sont
déshydratées.
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6) Procédé selon la revendicationis, caractérisé
en ce que le polymére est sous forme de fragments.

- 7) Procédé de préparation d'un inoculum microbien
gelon l'une des revendications 5 et 6, caractérisé en ce que
le polymere utilisé est de l'alginate de calcium.

8) Procédé de préparation d'un inoculum microbien
selon l'une des revendications 5 ou 7, caractérisé en ce que
les microorganismes sont des microorganismes symbiotiques
des plantes.

9) Procédé de préparation d'un inoculum microbien
selon la revendication 8, caractérisé en ce que les micro-
organismes appartiennent au groupe des Frankia ou des
Rhizobium.

10) Procédé de préparation d'un inoculum microbien
selon 1l'une des revendications 6 & 9, caractérisé en ce que ’

les matrices de polymdre obtenues se présentent sous la

forme de. billes ou de granules.

, 11) Procédé de préparation d'un inoculum microbien
selon 1l'une des revendications 5 a 10, caractérisé en ce que
les microorganismes & partir desquels on fabrique ledit
inoculum sont obtenus par le procédé de culture biphasique
selon l'une des revendications 1 a 4.

12) Inoculum microbien caractérisé en ce qu'il

est obtenu par le procédé selon l'une des revendications

5a11.

13) Application de l'inoculum microbien selon

la revendication 12, caractérisée en ce qu'avant utilisation

les matrices de polymére sont réhydratéesavec un tampon

jusqu'a l'obtention d'un gel.
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Demande internationale N* PCT/FR 86/00417

SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR LA DEUXIEME FEUILLE

'
!

V. OBSERVATIONS LORSQU'IL A ETE ESTIME QUE CERTAINES REVENDICATIONS NE POUVAIENT PAS FAIRE
L'OBJET D'UNE RECHERCHE'

Selon l'articie 17.2) a) certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants:

1. D Les revendications numéros ...........se rapportent & un objet & 'dgard duquel la présente administration n'a pas I'obligation de pro-
céder i ia recherche, & savoir:

2. D Les revendications numéros. ... se rapportent A des parties de Ia demande internstionale qui ne remplissent pas les conditions
prescrites dans une mesure teile qu'une recherche significative ne peut étre effectuée, précisément: °

3. D Lss revendications numdros........... sont das revendications dépendantes et ne sont pas rédigées conformément 4 1a deuxidme ot & la troisime
phrases de la régie 6.4.2) du PCT.

V.. OBSERVATIONS LORSQU'IL Y A ABSENCE D'UNITE DE L'INVENTION 2

L'administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans |a présente demande internationale, ¢'est-A-dire:

Voir PCT/ISA/206 du 27 Janvier 1987

1. ﬁ Comme toutes les taxes additionneiles demandées ont été payées dans les délais, le présent rapport de recherche internationale
souvre toutes les ravendications de la demande internationale pouvant faire 'objet d'une recherche.

2. D Comme seulement une partie des taxes additionneiies demandées & été Dayée dans les délais, le présant rapport de recherche internationsie
COouvre saulement celles des revendications Ge |8 demands pour lesqueiles jes taxes Ont #te Payees, ¢'est-d-dire les revendications :

3. Aucune taxe additionneile demandée n'a été payée dans les délais parie déposant. En conséquence, le présent rapport de recherche
internationale est limité A l'inventton mentionnée en premier dans les revendications; elle est couverte par les reavendications
numéros: :

4.

Etant donné que toutas les ravendications susceptibles de faire I'objet d'une recharche le pouvaient sans effort particulier justifiant
une taxe additionnelle, I'administration chargéde de la recherche internationales n'a sollicité le paiement d'aucune taxe additionnasile.

Remarque quant A ia réserve

D Les taxes additionnelles de recherche étaient accompagnées d'une réserve du déposant. '

@ Aucune réserve n'a été faite lors du paiement des taxes additionnelles de recherche.

Formuiaire PCT/ISA/210 (teuilie suppiémentaire 2)) (Janvier 1985)



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE RELATIF

A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. PCT/FR 86/00417 (SA 15346)

La présente annexe indique les membres de la famille de

brevets relatifs aux documents brevets cités dans le rapport

de recherche international visé ci-dessus. Lesdits membres

sont ceux contenus au fichier informatique de 1'Office

européen des brevets a la date du 31/03/87 %

Les renseignements fournis sont donnés a titre indicatif
et n'engagent pas la responsabilité de 1'Office européen «
des brevets.

Document brevet Date de Membre(s) de la Date de
cité au rapport publication famille de brevets publication
de recherche '

FR=-A=- 2501229 10/09/82 SE-A- 8201348 07,/09/82

AU-A- 8115382 ' 09,/09/82

OA-A- 7021 31/08/83

CA-A~ 1179618 18/12/84

AU-B- . 551717 08/05/86

EP-A- 0083267 06/07/83 FR=-A,B 2519022 01/07/83

: AU-A- 9193582 - 07/07/83

CA-A- 1179616 18/12/84

OA-A- 7289 31/08/84
FR-A-- 1466843 Aucun
FR-A-~ 2086927 31/12/71 Aucun
US-A- 4518693 21/05/85 Aucun

WO~A~ 8101714 25/06/81 EP-A,B 0041553 16/12/81

Us=-A- 4321327 23/03/82

AU-A- 6703781 06/07/81

Us-A- 4427775 24/01/84

AT-B- E7800 15/06/84

AU~B- 547261 10/10/85

WO-A- 8505630 19/12/85 EP-A- 0185701 02/07/86

JP=-T=- 61502513 06/11/86

Pour tout renseignement concernant cette annexe :A
voir Journal Officiel de 1'Office européen des brevets, No. 12/82
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