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L ' associac j  on ------ Rhizcjbii?rr,-LégiImineuseç e s t  suuvent p r i s e  cormne 

exeirzple type de symbiose. Outre son i n t é r @ t  agronomique, zeCtt  symbiose 

o f f r e  aux g é n t t i c i e n s  l a  p o s s i b i l i t é  d 'k tudier  1 'un par r appor t  i 

1' a u t r e ,  l e  génome d'une p lan te  e t  c e l u i  d ' m e  bac té r i e .  

Némir.oins, s i  1 ' i n f e c t i o n ,  l a  formation du nodule, l a  Cirat-io:~ 

de 1 % m t e  e t  1.a spéci i ' i c i té  o n t  é té  presque ent ièrement  d é c r i t e s ,  0x1  

tonnait encore peu de cho?es su r  l e s  iriécanismcç r io l6cula i r .e~  de c e s  

processus e t  sur  l ' o r i g i n e ,  microbienne ou vbgétale ,  des  gènes qui  l e s  

gouvernent . 
D'autre p a r t ,  on s a i t  q u ' i l  e s t  possii"i!e rjtétudierl l e s  E h i z o b i ~ : ~ ~  --- 

par t r ans fo r~na t ion ,  t m d ~ ~ c t i o n  e t  corijilgaiso:~, Corme on colluiait peu de 

genres  bactérie:?^ capdbles de p r é s c ~ t e r  à l a  f o i s  c e s  tr0i.s phénomCneç, 

leym génétique demaidcrai t 2 ê t r e  é tuùiée   pou^ cl le-mêxe , La conjugaisan 

des Rhizobi?un, qui  çernt.de d i f f é r e r  notablenent  de cc1 l e  d' Eschzrichia c o l i  . _YI. 
n é c e s s i t e r a i t  également une é tude  approfondie, 

Enfin, c e s  propr ié  t é s  mér i te r l s ient  encore p l u s  dl  a t t e n t i o n  s i  

e l l e s  perme t t a i e n c  d'é'cv-dier l e s  propr ié  t é s  symbiotiques des Rhizobjaz~ - 
e t ,  p a r  L à ,  de comprendre l e s  mécaniçmes de l'établissement e t  du fonction- 

nement de l a  symbiose. O r  aucun c a r a c t è r e  n'ayant ju squ ' i c i  é t é  m i s  en 

r e l a t i o n  avec l e s  propr ié  t é s  synibiotiques, il semble que 1 'ohrention de 

mutants de Xfiizobium e t  l e u r  é tude  par l e s  moyens de l a  génétique, s o i t  --- 

un des noyens (s inon l e  s e u l ) ,  d ' é tud ie r  l e s  déter i i i inmts de l a  symbiose. 

Le hut de l ' é t u d e  ro,mencée avec ce t r a v a i l  e s t  donc de chercher 

des rel ztiotiç c n t r c  n ~ ~ ~ t a t i o n s  e t  p i o p r i é t 6 s  symbiotiques chez l e s  Rhizobiiz:n. 



Les - ~ h l z o b i m  1 sont d$£inic; ~ z ~ ~ i c p ê n r r t  piab  leur capaci t" dc . " ' J Z K ~ ; ; T ~  

en associa-l-ion avec des Iégv.minenscs, des noriizl e s  qv.l sont l e  s i 2 ~ 1 "  

de I n  flxaf-ion ss-r~biotique d 'azote.  ITémmins,  da3s ce  t r x f c t i L  oh nous 

aadons vov.lu f a i r e  varicr les propr ié tés  s j îmLi(~t iqu~ç d?s microorgrni.-r,iec;, 

e s t  b ient8t  appzue  l a  nécess i te  de fonder leur détermination sur 

d 'autres  c r i t è r e s .  

C'est poui-quoi, après l 'étude des propr ié t6s  syriibiotiques d e s  

souckies isolées ,  nous avons essay6 de mettre ;ru point  IillP ba t t e r i e  de 

t e s t s  biochiri~iques pour l f iden t i f : i ca t ion  Cies S:;iizobiuri:, -- 
Enfin, avc?i?"i '&tude des rm t a t ioas ,  i1012.5 Ü V D ~ S  r i q p o r t é  dans 

un chap i t re  i i l t i h i l 6  "PI!YSIOLOGI Ew, l e s  nat i  mis r e l a t i v e s  2 l a  c roSssx~ce ,  

zux rnilieux de cu l tu re  e t  ex igencs~~Staboi jq ï rcs  nécessai14eç potw l e s  

expériences de gén6tiqv.e d6cr i teç  zu chapi t re  4. 



Dans l a  l i t ; :L'rc*~dre coiÎ.ccs?i~?ïlli l ' a s s o c i a t i o n  Rhi.uobi.v.n-l&~d.nintf~~.sc! 

l 'usage a ccns?,cr6 I ' m p l o i  de ceil tai.11~ terr;.ci; peu orthodoxes, généralement 

d é r i v é s  de 3 ' m g l . a i s ,  !Jous doi ino~ç  ci-dcssouç la.  l i s t e  el- 13. s ign i f i ca t iom 

de c e s  te rnes .  Le l e c t e u r  voudra bien nous pardonner d f a v o i r  préf61-6 l e s  

né01 ogisme z zux périphrases. 

-1nfec t iv i  té : cap lc i t e  d e s  KhizoSium d ' i n f e c t e r  l e s  r a c i n e s  dr ccrLü23es ---- 
16g/:ci .~euses e t  d t  y provoquer 1 ? a p p a r i t i o n  de nodule?. 

-- Efi icici ice s q i ~ a l i  té de 1 ' a s s o c i a t i o n  Rliizobiixm-l~guniiiieuses - qui a b o u t i t  

à l a  f i x a t i o n  de 1' azote  moléculaire .  Par  extension : q u c i l i C &  dku^ie 

souche de PY,Zzob? un capable d? i n d u i r e  u r ~ e  t e l l e  assoc iar ion .  --.---- 

- E f f i c i e n t  : doué d9cffi.cjencc. 

- Ine f f i c i en t :  q ~ ? i  n'est p a s  àc~é d ' e f f i c i e n c e .  

- Koduler : v, tr : (poar  un ~!~izob~.!;m) provoquer l t a p p a r i t i o i i  de nodules  

su r  l e s  r a c i n e s  (de t e l l e  1.Sgv.miiieuse). 

v. i. : (poi,~r une légurnineuse) $crmrr  des  nod~zleç radicul.airc.ç,  

sous 1 ' i n £  luence d ' w ~  !Ihizob-'iv..n, - 

- Ilodul ailt: capable  d e  nodu l i r  , 

- Anodul an t : i n c  ap ab). c de riorhl  cr . 



Dès l a  ci6couverte des  Riiizobil~n, se sont  posés d e s  problC~?..rs 

de rornericl-ature e t  de c l a s s i f i c a t i o n ,  L a  syst6rnatique du geiirc en 

vigueur actuel- lenent  e s t  fon&'?e sur  l e s  groupcr; dr inocula t ion .  Cctïrc 

c l a s s i f i c a t i o n  présente  de norrbr.eux dCI'duts e t  e l l e  f a i t  plzce progres- 

sivement à d e s  c l a ç s i f i c a t i o n s  inc luan t  d ' a u t r e s  c a r a c t è r e s  : f l a 9 e l l a t i o r ~ ~  

groupes sérologiques e t  lysotypic,u.es, composition de 1 ' ;i3:1, p ~ o p r l é  t 6 s  

physiologi guzs d ive r ses .  Ccç c l  a s s i f i c a t i o n s  re8iettent en qucsticri  

l f ~ m i t é  e t  l a  p o s i t i o n  sys témat i (pe  du genre Rhizobium e t  de l a  Lainille - 

des t?hizobiaceae, a i n s i  que l e s  r e l a t i o n s  d e  p<rrenté d332s c e t t e  iarni l le .  

Tous c e s  p o i n t s  sont  abordés da;s l e  chap i t r e  1, noc pour l e ü r  

i n t é r ê t  académiqt~e, mais dans l e  but  de E a c i l i  t e r  ure  32entiÇica Cion 

exacte,  fondée su r  dcs c r i t è r e s  sors, du geizre Rlîlzobi~im c t  de s e s  
--* 

espèce S. 

1.1. - I,E G E I R E  EIIIZOBZUPI, BESOIJVR2',TE2 SYlONYES -- -- 

On s a i t  ( R ~ ~ D U L O V I C ,  1966, 1)  que l a  valeur  arrkliorante des  

légurnit?euses el? p ra t ique  ag r i co le  e t  l a  présence de nodosi tés  su r  l e u r s  

r a c i n e s ,  é t a i e n t  déjà connues des Romains. Mais l a  fonct ion  de CCÇ 

nodules a é té  d i scu tée  jusqu'en 1886, da te  à l a q u e l l e  HELLRIEGEL e t  

WILFE;l,TH mt  é t a b l i  qre  l e s  légij.niineuses, grâce à l e u r s  ~ l o à o s i t é s ,  



é t a i e n t  l e s  sei l les  p l an tes  à pouvoir a s s imi le r  I t n z o t t -  arinosphériçiue. 

La préscnce <!c nicroorgamiss~:s dans l e s  n o a l e s  asrzit d4jA 

e t  vne r e l a t i o n  symbiotiqüe suggérée en t r e  cccux-ci e t  3a p lzn te  p a ~  

DE BhRY en 1878 et: SCiiIfiDJ,2R en 18V5 (E:ADJL~VZC, 1956, 2). 

La na t~u-e  bactér ienne de c e s  microorg?.niszes a  e n f i n  é t é  

é t a b l i e  p m  gEIJERI i ICK,  1888 (3) qui en 2 i t  l e  prerzier des c u l t u r e s  plnrcxç, 

Des ncxs 4c champl.gnr,ns :. Schinzia (FTCANK, 1877, 4), Pl1ytrj:;tyxz 

. . 
(SCIIROTEIZ, 1885, 5) zvnient é t é  proposér; avant l ' i so lemen t  61.1 microsyrrhiont! 

pzx DEIJERII$CIC qui proposa l u i ,  l e  non de Bzci-lluç. L1appl ic&t ion  de - --. 
c e  nom a y m t  ei iw-i te  é t &  r e s t r e i n t e  à des  b 2 c i l l . e ~  spcrizlés, c t e s t  l e  

nom de Rhizob5-irm pro2ost pm F'X&i:( (1889, G) qui prévalu t .  FRNJK Fc.?r;mt 

drl-no~~rner a i n s i  v.n cl~cr?pi.gnon e t  non une é a c t t r i c ,  d i i f é r e n t ç  a u t r e s  EO!PS 

fù.ren t ensg i t e  proposés : 

Dact-eri.um, (PRAZ~:O':JS.KI, i 830, 7) 

Pseudomonas (MOO~Z, 1905, 8)  

Rhizsrnnrias (OXLA-JENÇZX, 1909, 9 )  

l.iicrococcus (GûN?IEXICLIJ, 1894, 10) - 
Rhizobacterium (KIRCELTER, 1895, 11  ; TSSIC et TODOROVZC, 1353, 12) pro p ~ i ~ t e  

Rhizobiomonas (TZSIC e t  TODOXOVIC, 1953, 13) pro p a r t e  --- --*- 

Phy tonivxa ( G E A I ~ A ~ I ,  1354, Ici ; F13I;'Fi,ET et COLk,ELL, 1968, 15) pro p z ï t e  -- 
Ces noms d i v e r s  ont  é t é  proposés pour rappeler  uvie p ropr i é t é  

c a r a c t é r i s t i q u e  des  souches é t u d i é e s  par les d i f f é r e n t s  auteuïs ou nïêmn 

d'un s t ade  de l e u r  développement. l~lair, l e s  c z r a c t é r i s t i q u i s  qui  servent  

généralement de base à l a  c l a s s i f i c a t i o n  des  b a c t é r i e s  ( f l a g e l l a r i o n ,  

forme coccoYde ou b a c i l l a i r e ,  e t c . .  ,) sont  tr&s v a r i a b l e s  chez l e s  

symbiotes des légunineuçes. Aussi, &v,cix~ noni i.~e r e p r é s e n t a i  t-il l e  

genre e n t i e r  e t  n ' a  supplanté c e l u i  de Rhizobiuni, 



1 " 2  * - GRCIIITX S D' liJOclilLIP?rl"IGIj ...--.------ ,.---. 

D>s 1 ' i so lenent  d e  c, Rkii ZO~,>?.?~.R c e r t a i n s  auteiars ont  propos6 ---.-.--- 2 

de sc inder  l c  genre cx p l u s i e u r s  c-spGcer. ( s c F ~ ~ ~ O ~ E R ,  7885, 15) ( L I R C I : ~ : ~ ~ ,  

A -  

1895, 17) .  (HLJ,Z,TSR et STGL,:.:UI",, 1903, l e )  (OE?,LII--JZF.~; EI:, 19'11, 19) (LOII;JIL) 

et B.hI.ISI<iir, 11)2'i, SO), a l o r s  que d ' a u t r e s  (I~EI.JI:RINCK, 1888, 21) (~l.&]:l:, 

i C ~ C  o ~ 9 ,  22) (L~AZI:OIISKL, 1 8SOp 23) ( s c I ~ ' J E I ~ E ~ ~ ,  1892, 24) (I<OOI?Z, 19G5, 25) 

ric voyaiei? t p ' i i ~ 1 ~  espèce chez Rliiz.obiur?. avec touteFois  pliasieurs ---,- 3 

-7 '  , d5.6 t& S .  

T o u t ~ f o i  s U ~ C  a u t r e  conception, basée sur  l n  s p 6 c i f i c i t . é  dQh"vt.:, 

se f i t  jour 2 1; s u i t e  ciCs travzux de BUES.:Ii, e t  ilF1iISGi1, 1317 ( 2 6 ) .  Ces 

zdtes.rs ont  6 te les pr errii e r s  à divise?  l e  geiire Rtiizobiuci eri "groupes 

d q  ino::ulation, C I ~ S ~ . S ~ C ' ~  OU groupes de souc:ies capables d'  i n f e c t e r  l e  

n:Gir,e Sva.?,tiïil d1i?8tes. Ainsi ,  pour le groupe des ?k.èfles et l e  groupe 

Ri:l'..zobi~rin t-:? fo' -i.j. l a  synibiose peut  s 'é tab1i . r  e n t r e  =Y! Tréf i e  qu.eicoilquc ,-.--"111p2L-.II- f 

(à 1 texclus io- i~  de toute a u t r e  j e t  u ~ c  souche quelconque isolGe 

de IréE7e (et :  de Trèfle  ç e u l e m ~ n t ) ,  l?e meme la p o s s i b i l i t é  qu'ont l e s  

s m c h e s  1 ~ 0 1 6 e ç  de biedica?o, I~iel i10tus e t  'Pigovlel.la e t  c e l l e s - l à  

çei~l e s ,  6' infeeLer i r id is t inc  temcnt c e s  plaxxtzç e t  celles-3.à ç e u i ~ ç ,  

définit t e  g:~ol~.pe végéta l  ~t~,uzerne-l~l~iilot-'ï~igonellett et l e  groupe 

b a r t é r i e n  : K.  n e l i l o t i .  Parce qu.'elle suppri:,izit l a  controverse sua- ----- 
l l i d e n t i f i c ~ i t i ~ i i  par l e s  ~nkthsdeç c l a s s iques ,  c e t t e  coficeprion a é t s  

dkveloppée p a r  de nombreux au teu r s  : 



ALJ,E:IT ( I ~ L V ,  32) ~ J , S S I S I ~ I K O V  (394~3-1953, 33), A L L E ~ I  e t  ALLZI! (1950, 34), 

FEDOROV e t  ÇVITYC (135% 33), ALLEI1 e t  BiliS,DiiI!T (1954, 3 3 ) ,  1,fiJ:GY (1966, 37) 

DOR0SE:SKY e t  LA%!~litl'A ( 1966, 38) e t c  , . . 
Les groixpes c l '  j.noc~!lat.ioii 011 t reçu l e  "ç ta t i l t  à'csr>ècesu 

(FRED, BhLD;JIW et ICc COOY, 1332, 33) et l a  c l a ç s i f i c a t l o n  proposée dans 

l e  Bergcy' s 1:aiiiial of Determinative 1,iicrobj-ulogy 7c é d i t i o n ,  ( 1957, 10) 
I 

e s t  actuel lement  bas& sur  une divisiorl  el1 s i x  groupes, pour l i i à e i i t i f i -  

ca t ion  desquels  quelques cal-actères morphologiqu.es ou p h y s i o l o ~ i q u e s ,  

d ' a i l l e u r s  totalernelit i n s u f f i s a r ~ t s ,  on t  été  a jou tés ,  C e s  groupes sorit : 

Pisum (po i s )  Vicia (vesce)  -- .- 
Lens (~enr.21 l e )  ---- Lati:yrus ( ~ e c  
5 ( ~ ~ + v e ) . ~ ,  - 

R. japonicum XIRCHKER, 1895 Glycifie ( s o j a )  

1.2.2. - DTFAUTS DZ I ,A CL.ISSIFPCATTO?J EIJ GXOUPCS Dl I I J Û L ~ U L ~ A T I C ' ~  --- 

Malgré l e  grand développement qv.!elle a co~ i r~ù ,  c e t t c  c l a s s i f  icarS c 

en groupes d ' inocula t ion  présente  de nombreux défzdts  passés  ir,apercus l o r s  

des premières recherches : 

- Les Rhizobium de c e r t a i n e s  plcintes n ' e n t r e n t  en syrrbiose avec 

aucune p l a y t e  des s i x  groupes c i t e s  dzas l e  Bcrgey'r. C ' e s t  qu'en f z i t ,  



scluls cc-; s i x  groupes on t  reçu 11% ti~; :c , t~~t  d 'esp?ceU,  a l o r s  cj;u.'i~n nci;i?r'(: 

b ien  pX:rs blev6 a1raj.Z: é t é  prop3c.t: : sciizc pur FR50, BALb;,i:! e t  iLHÎ CCY 

( 1 9 3 2 ~  41). 

II e s t  w a i  que c e r t a i n s  "groiipes" ne c o ~ ~ p r e n n e n  t qu'une esp3c-s 

d y . 6  t a l e  e t  qu 'il aizrai l  e t 6  d.iffici1.e dTadine.tts.e i?llt*nt cl'cçp&ces de 

Rhizobi.um que de tel. c; "grov.pêsU. Néanmoins, va groupe çicn:c3r'nlemeni: adrni s ,  ---- 

l e  tlCowpca groui>" (*) m e r i t e r a i t  auss i  l e  s t a t u t  d1esp&c. I l  conprend 

eii e f f e t  l e s  rihi:robl.um de t o u t e s  l e s  ?tirr,osc?c6es, de Coxtes lc r ,  --- 

C6salpiriac6es e t de l a  grizide majnri. t& des  Ptlpilioiiùcées, en pa r t i c i~ l . i ( ? r  

des espèc r s  r r o p i c a l c s ,  pour I.esque11 es  l a  présence de ~ O & ~ I ~ C S  é t a i t  

fiotite en  1955 p a ~  !;CCIZIÇ ( 4 2 ) .  

- O & ~ S  c e r t a i n s  groupes c+  prcjbc.blemcnt t a ~ ç ,  i l  ~ t ~ r  a pas 

" r6c ip roc i t é t1 .  l~irisi dsns l e  groupe "pl?ascoljt i  -- v.ze souche Iciolée de 

Albj-zzia juliS-rlçsi!? Ais~. provoqu.ti l f & p p w , i t i o n  G r  ~ o d u l c s  su r  Phciseolx', ------------------- -. 

vvi?c.a-is L ,  a l o r s  que ].es souches i ç o i 6 e s  de P. m i l q a - i s  n ' en t r en t  pas  -2-2- C I -  

en syrnbioçe zvec $, j ~ ~ l l b r i  --=- ssiii ( - , r ~ ~ ~ ~ ; ~ ,  'i 944, 43) . 
D a n s  ~ i l  a r t i c l e  i n t i t u i é  "Over î i v e  huncired aseasons f o r  

abandoriing the  ci.osl;-inoci2lation ~ r o u p s " ,  c e t  au. t c u r  r a p p o r t e  146 cas  

senb lab le s  &e n o n - r k i p r o c i  t é ,  Des observa t ions  senDI a b l e s  o n t  é tg  

f a j  tes p m  dlai:tres z i t e u r s  : SYAES e t  CLARK, 1930 ( 44) AQL?II?O e t  

1JLC,BA5BA, 1940 (45), WILSOIT, 1333a (45). 

- C e r t a i ~ e s  p la i l tes  f o r n ~ c n t  des  nodu: e s  sous 1 ' i n f  lu.ence de 

çouchcs appUrxter,&rit A plusieurs groupes. A i i l s i  I,ohrç c o r ~ l i c u l a t u s  L, 

P C L I ~  E Lre infecté p a s  des  çoi/..ches appas tena l r  à rleilf gsoupeç ( b / i ~ ~ @ ! i ,  

c i t e  de no!?iL.,rcux cas où l e s  groupes bac t e r i ens  ne s ' e x c l u e n t  pas. 

(x)  Co.rpea ( ~ i o r i a  sinensi -- r; Exdl. ex. ~ a s s k o )  ( P ~ S , S ~ O ~ U S  R j . c ~ < ~ d i d ~ ~ ~ i ç  I ior t ,  : -- 
léguraine:;.se tropicc?Le ( ~ > o l i ~ u e ) ,  



GXAI:$X, 1 9 5 3 ~  (54) orit 6gale~1cizt noté des cils d ' i -nfer l ion  csoiséil e n t r e  

R h i ~ o E i i : ~ ?  e t  plantes des grouper; : T'rèf'le, Lais ,  I-imicot, Luzerne, 
p- 

- Ccr.tr,i!~cs çou.chcs inFec ilin- dzs ~ : ï  an tes  spp;wten+mt à 

diff i3rcnis  groupes. !,ir,r,i sur  85 souciîes i s o l é e s  de 83 espèces vhgbta lcs  

en  AustraJ ic par  I,iGjUZ, 1951 (55) ,  45 ent i%&ient  dans qu-atrc groupes, 

31 dcms t r o i s  çroupes, 5 dans dev.:: groupes et 3 souckies seulement 

n f  entraient que dais un groGpe, Ce t e l s  cas où l e s  groupes vég6tcrd.x 

ne s 'excluent  pas avaient  cii'jà éti: c i t k s  p u r  CONKI,ICIJ, 193.6 (56) e t  

en g r m d  riombre p a r  ;:ILSOIT, 1944 ( 5 7 ) ,  

- Dc: c e r t a i n e s  cspéces végéta les ,  021 peut  isoler p l u s i e u r s  

sovchc-s a y a i t  de2 spec t re s  di1i3tes tr-s ciifiiireilts. Il. en e s t  ziiiçi  

pour l e s  souck:cs i s o l é e s  de Caragana arborescens 1,. (GFZCORY e t  .UI.EIT, -- 
1953, SE) .  Drdutses c a s  on t  é t é  rappor tés  ( ~ ~ L L ~ T J  e t  N,LEK, 1935, 59) 

où il n 'y  a pas hor,océnCité dax~s l e  comportement symbiotique des 

d i v e r s e s  soiaches i so3&es  de l a  neme espèce végéta le .  

- Certa ins  au teu r s  d é f i n i s s e n t  l c  groupe d' i nocu la t ion  c3;irne 

uii cnseaible do p lan tes ,  d ' a u t r e s  corme -LUI cr,semble de souches de El?Lzobiun, 
-"- 

Or,  corripte tenu des incorigrui tés  c i t é e s  p lus  haut ,  c e s  xotioïis ne s e  

cor'respondent pas,  ce  qui  p r ê t e  à confUsion. 

- %me d a ~ s  l e s  groupes l e s  m i ~ ~ i x  &>limités ,  c e r t a i n e s  espèces 

végé ta l e s  on t  cori;iortement exceptj  onnel . Ainsi T r i f o l i u n  s~l .hter?a~el~.~n 2. ---- - -- 

e s t  r é s i s t a n t  à l t i n f e c L i o n  par  l e s  Kl,i~okium qu i ,  i n f e c t a n t  tous l e s  - 

a u t r e s  Trèf les ,  sont  nommés 2, t r i f o l i i .  De ~il.̂ eme pour I:cdicagi, l a c i n i a t a  L. --- -- 

f.rill. (BAIRD, 1955, 60). 133 espèces s u . ~  1200 e x a n i ~ i t e s  en 1355 (?;OI?XIS,SI) 

son t  connues pour ne jamais p o r t e r  de nodilles . 
- A cause des c a s  de non-réciproci té ,  il a p a r f o i s  été ad~nis  que 

l e s  souches capables d1 i n f e c t e r  une meme espèce- tes t  f a i s a i e n t  p z  t ie  



du m?rnc gpolupe, n i s  l t a r b i . t r a i r e  de-. i;?ouyeç d ' i r ioculat ion s r  en eçl; 

trou-v6 ericore accru,  Ie choix de ï 'ec;p?cc-test C.C,mt r;oi.~vc;.int disc;.ita!>le, 

Ainsi,  p u r  l e  "i:o~,.pea group1I, l a  pl. ialtc--t.e sr \Ticria .;inc:i si. s) e ç t  
(--1-&-.-i ---. 

i n f e c t é e  p a r  certai .nes c;oucIie~ ir;o!-&cs S ~ j z  ( i~,~;]î~:?i) ,  1923, 6%)- 

Dc p ius ,  à nrc,ur*e que l c s  reciiercl.les pro5;r:rssent, on cifcou:ir-e 

des p l a n t e s  fiont l e  spec t re  e s t  p l u s  l a r g e  que c e l u i  de I'espCcc de 

r6fGrcnce e t  q-di seraient donc p l a s  "repi'4sen"i*tivest' (au grc?upe. Ainsi 

Crota:n.r.Lc? grxitj.rli?a -A 2. d une s p f c i f i c i t ~  inoins b t r o i t e  qilc a n c 2  siiîcriqis 

dans l e  "Co~:~>ea gl au.p1I ( l i i ~ ~ : i i ~ ,  13 33c, 6 3) . 
- groupes l e s  iiiieux d é f i n i s  ( l ' r è f l e  ; Luzcrrii ; Pois-Vesce- 

~ , c n t i l ~ e  ; ~ w i c o t )  son1 l e s  mieux 6i1~.di6i parce q u ' i l s  cor,iprznr~ent cies 

eçpGcec, des r ég ions  tenipérécs, Mais selci* i;OR9TS (1355, 64) lt(tl?ey) 

reprcsei i t  an evo2i?tiorinm.y cul-ae-ssc, a:cl (GE)  atypical. of Lhe rnajorit) 

O£ -A Lecur.iinosaeU, Lcs t r o i s  espèces R. t - r i*o l i i ,  R. mclj.ioti  ci: -- -- --.- 
R ,  1egvnlnos;x-un -.- i n f e c t e n t  seulement 12 des g e r r e s  Ge l égun i ;%e~  s e s  

por teuses  de nodxltrs d2nornt:~écs en 1954 (PALETJ e t  ERLD;JI:;, 6 5 1 ,  

Seïoii ISOKliXS ( i b i d . )  l e  ltCotlpea group", bien qd.e n r  a y a  t pas  

l e  " s t a t l r t  d'eç?$ce", r e p r k s ~ u t e  1 ' rnci~.étype du genra - Bnizobium, --- afiapte 

aux léguminei:ses l es  p l u s  anciennes e t  su.rrout l e s  p lus  noabseuses. 

- Les études d'iiriiclulation c r o i s e e  ne por t zn t  eixorlc qirc su r  

un p e t i t  nombre de lritgumirieuses : lu00 t o u t  au p l u s  sixr p l u s  de l'i.000 

espèces cormues (ALLEN e t  BALEJ'IN, 1354, ~ 5 ) .  

- Certa ines  soucl~es forrnect des q ~ l a x t i t t ? ~  v w i a b l e ç  d c  fiodules 

selon l1 hate  co:isidéré e t  cer ta i .ns  o n t  pensé devoir t e n i r  compte ci; t a x  

de nodulat ion ( L ~ O N P J ? ~ ,  1922, 6 7 ) .  

D'autres  ont  f a l x  dcs sous-groupes tenant  compte se l ' e f f i c i e ~ c e ,  

sépmcant a i i l s i  l e s  souches dont l a  syr.ibiose avec un? p l a r ~ t c  a b o u t i t  d l a  



f i x a r i o n  d'azo te, de c c l l e s  qui  provoc;uent ir:ie nodular-ictn i ~ e f f i c i  enlc i.l.cl 

l a  min:, p i ~ n t e  (x,L'?~: e t  &LEiT, 5335, 58) (\'I:JcEIU', 7954, 69) (~!:c;?z~!FX,~, 

e t  IISLY, 136G, 70). 

- ikç soucl~es dc Ii1iizoi;luln ont  perdu p a s  rnLi.ta?-ion torit ou p z - t i e  ----- 

de 1cur.s prop~ii3tC's s j m t i i o t i q ~ c s  : ef i - ic icrxe  ou ):ip-ilic n o i i ~ l a t i o ? l ,  vis-à- 

v i  s d'une cspice  véc;6 t a l e  ou de tou tc  lég-~iiiirîeuse ( SC~!'~.JTT~GIIIZIYP:, 1362, 7 1) 

e t  il e x i s t e  des  ço- che es nnitultes dont l e s  yropri i t té ;  c,yr:iSiotiq~ies ne 

stcxprinient que dans c e r t a i n e s  condi t i onç  ( SCIIWII!GIIA?~EE, 197C,  72) .  I L  

e x i s t e  d ' au t r e  p r i r t  des l i inécc .  cie p lan tes  ilutantes,  r6s is ta rz tes  2 

l t i n f e c t i o n ( ~ ~ 1 3 1 3 ~ 3 ,  o t  EI,KtZiJ, 1967, 73) (NUT~~M: ,  1389, 74) 

- D'un poin t  de vue p ra t ique ,  l a  d & t e r ~ ! i n a t i c n  d'une sourke pur  

c e t t e  n?> thode d ' inocula t ion  c ro i s6e  r e q u i e r t  un srack de gra ines  ! e s  

p l u s  d iv r rçes ,  un tenpç assez long e t  l a  connaissance des condi t ions  

dè c u l t u r c ,  très v a r i a b l e s  d'tuie p lan te  A l ' a u t r e ,  e t  des  condi t ions ,  

v a r i a b l e s  Cvjal-emeilt, clans l e s q u e l l e s  La souche e s t  i n f e c t i e u s e ,  

- Erdin e t  s u r t o u t ,  c e t t e  c l a s s i f i c a t i o n  ne t i e n t  pas compte 

d ' a u t r e s  c r i t é r e s  i n p ~ r t a n t s ,  à savoi r  : n3rphologic, physiologie,  

s é ro log ie ,  l y so typ ie ,  homoloçie d t  AlXl, etc, .  . 
To'dtes c e s  r a i s o n s  expliquent  que l e s  groupes dtinocialatior:, 

ap rés  avoi r  é t é  maintes f o i s  remaniés e t  r w l t i p l i é s  ( juçcp ' à  22, d 'après  

WILSOIL', 1944, 75) so ien t  maintenant t r è s  cont roversés  e t  qu.e d' au.tres 

c l a s s i f i c a t i o n s  s o i e n t  proposées. 
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Dés 1321, LOZ!:?IS e t  IIAI.,'ÇCII' ( 7 6 )  zvaicnt s8pas.é I_cs --- >?.k>.i~cihi.i-~r;i .--%-*-.. en 

. . deux grou.per; : scuchec. croiss2f ice  tefite e.t çotlcliec; croic;i;;ii~ce riii>ï.ce, 

Cette di. ç i i i ic t ion ,  sans avo i r  j m a i  s eu V I I ~ C : U ~  de c l . a s s i f  i.ca'cinn, e s t  

~ 2 s  brrrpor t;i;lle c a r  de nor.!breu.ses prsp i i i l  té:; des ----- Ri:i zobivn 1v.E son t  

l i 6 e s .  Ce.tte Gisti l îctLon sr: r6fCrc au t e r , ~ ~  de gén6x'a'ciori ( G )  en  croiçsni:cr 

e x p o n e n t i e l l e  : sur n i l i e u x  glucos6 : G = 3,21 h pour l e s  souches dc: Li:zcrni 

G = 5,09 h  pour l e s  souches de Sojz,  

( d '  cipr&s liN,iCER, FJID2TZSO:T e r  GI:OYi.I, 19 32, 77) 

E-s nonbreixses 6 tudes  c o n t r a d i c t o i r e s  siAr lit  f l - a y e l l a t i o n  des 

2hizoùi:~rz il r e s s o r t  que l e s  d-cux i-ypes de f l a y e l l a t i  on (moi10 e t  
9 

p & r i t r i c h e )  e x i s t e n t  n a i s  que l e s  souches à c r o i s s a n c e  l e n t e  s o n t  

rnonotriche s ( suùpo la i r c s )  t a n d i s  que c e l l e s  à c r o i s s a n c e  rapicie son t  

p é r i t r i c h e s  ( l i X ! ~ ~ l ? ,  1919, 7 8) (L~IIIL ' IS  e t  liiil:ÇC;T, 1921 : 73) ( SRLJIIY, 192 1 ~ 8 3 :  
. . 

(P?!LLUR e t  STB-PP, 1925, 31) (I:CTFSOTIT e t  Ei.ZDI.kq;ivi, 1958, 82) (DE LEY e t  

RASSEL, 1365, 83). Kais chez l e s  sou.ches A c r o i ç s a n r e  r a p i d e  l e  nombre 

de f l a g e l l e s  e s t  p a r f o i s  f a i b l e  : 3, 4,5  ; g(tiléra1emexit uE des  f l a g e l l e s  

e s t  subpo la i r e ;  l e s  a u t r e s  son t  f r a g i l e s .  

On observe génér.alemei?t chez l es  p é r i t r i c h e s  uqe for-ce p ropor t i on  

de c e l l u l e s  f l a g e l l e  u-nique, subpo la i r e ,  l e s  a u t r e ç  ayant cas sé  ( D E  LEY 

e t  RASSEL, 1965, 84), c e  qi;i exp l iqu -e ra i t  (DE LEY e t  RASSYL, 1965, 84) que 

KRASSILNIKOV, 1959 (85) n ' a i t  vu que des  f l a g e l l e s  p o l a i r e s .  



D1ailtre pa r t ,  NORRIS (1305, 861% étudj.;?r~t l a  croisssn¢.c. clc 

717 so=i.ches sur 111-ilieu avez nii~nriitol e t  e>rts:~it de Icv;ir-, oùscrve 

que cel . les à croi.ssa;llce rtip5.de azicii.?it:nt: %c ~:iili.eu t ~ u l d i s  que l e s  

au t res  1 'c?lcali:iisint.  

, , En pr&sciice de ylucoye, 1 acidiÇi.cation est pilas gcrt?'z-i=le, na i s  

l a  d i f fêrence en t r e  13s deux groupes prCcé6-1ts .-- a &z-é Cgal.ement observGc: 

(GEORCI e t  ETSIEGAl:, 19flr1, 87) ( G O S T K O ~ ~ S K ~ ' ~ ,  1366, 88). 

Il e s t  4gzleme1i-t: &l-ciSI.ï. (FRZD c- t  D;':VENPOi:T, 1 S î 8 ,  19) q7xc 

chez l e s  __-____9 Xliizobi~.;r;i à l n  diff6rcnce des ri:~xtrer yr1oilpes bact6ric11s 

(~actobaci.llaçeciE.), ---W.--.,-.- les souches acidi f is i l tcs  sont ~ c i i s i b l e ~  &IL:.: pH bas 

e t  invcrsen;e:it. 

1. 3. 3. - HSr"i3GTIi2S?Ç SU2 L t  C\31GJ1:E 3 U S  T~2iiX GYOL'17:;S DL : ' ? ; T Z ( J ~ T ~ ; ! , ~  - - " 

I I O R R l Ç  (1956, 30) rcprenanr l e s  i.d&es de ilit%U (1893, ' J I )  a 

proposé de d i s ?  i t ip .er  deux çrcrdper, de ZhizoSium : ------- 

- ceux associés CU:: l&ysir;iineuses des t e r r a in s  pauvres, acides, géné~alemrlrit 

tropicaux, 

- ccxx des légunineuçes ca lc ico les ,  ternp6r6es. 

Pour expliquer que c e t t e  d i s t i nc t i on  coîncide avec l a  c l a s s i f i -  

ca t ion  fondée sv.r l a  viJcesse de c ro i s smce ,  l JORXïS  (13'35, 92) propose : 

a) q u ' i l  exEsta i t  primitivement un groupe de Rhizobium adapté à l a  - 
symbiose avec l e s  légumineuses de type "&'?cestralgt, v ivant  erL s o l s  acidcs,  

pauvres en caic iun,  



D) que leur ~r;?!tzboiissie a lca l in i szn t  é tai t ,  ariapié 15. survie 2 nf; b,lr;, 

c) que ces .--p.- Rhizob5.rin I nionotricileç, ;;?calluiiçcmts, avaiexit xane sp6cificit:é 

i n d i v i d ~ e l l e  1.5chc ( y , . i ~ j ? 4 ~ ~ ~  e t  BRall!r, 1335, /:3) (W!SliljXL1, et SkTtLES2 i 9 3  , 

(LAIJGE, 1351, 95) ,  parce q3.e le type ue pol l in i sa t ion  crc içée  de ces  

légumineuses, l e s  rendaieri-t géiletiqreri.eiit pcla s tab les ,  

d) qui& ccsure que des trl?..>uç G ê  %égv.r~ine?;ses se sont adspt6es aux 

terres ca lcz i res ,  I I C ? L I ~ P ~ ~ ? C ;  ou alcal.ines, appr:rues au Crh& t-ace, il soi  k 

2p~~xru. des Rhizobiur~ ac id i f i anrs ,  xicur: adaptés aux s o l s  basiques el. -- 
seconda i rec~nt  p lus  scnsrib3 es  aux pli bas, 

e) quf ayant ~sn rrié taùol i  sme acidii:i.:i;rlt, ils aient une croi.sç;incc pli,!..ç 

rapide, 

f )  q u ' é t a t  :les seu l s  à avoir évolué vcss Les zones de pIl &lei&cç ,  

i l s  soient  les seu ls  à ir:fcc"sr l e s  i6gurnineuses ca l c i co l f ?~ ; ,  

g )  qrze c e  groupe "i:!oderne" ait gtcrdc des caractères  ";t~i.cstsaux" : 

- un f l a g e l l e  subpolaire ezi p lus  d 'autres  (de naixre d i f fé ren te ,  p l u s  

f r a g i l e s ) ,  

- l a  poscibil  i t d  d t  infi-cter des léyumin-evses u ~ x c e s t ~ a l e s ~ l  du ~ I ' Q I I , ~ ~  de 

Vigna çiulensis par exemple, f n i  t s  souvent no t .6~  cornrlne coilhradic toilees --- 

de l a  c l a s s i f i c a t i on  en groupes d f  ii-iacul-ation ( ~ ~ J I L S O N ,  19 17, 96) (FRUD 

e t  DAVS:;PDRT, 1978, 97) (LOIIIIIS c t  IIAîISEN, 1921, 98) (C,I~ZJ?JK, 1921, 99) 
. . 

(PIZTLLEII c t  Si'liPP, 1925, 100) ( ~ ~ ~ I L S O T T ,  1933b, 101 ; 1944, 102) ( L E T F S ~ ~ ~  e t  

CRDIIA?:, 1358, 103) (DE LEY e t  KASSTL, 19G5, 104). 

h) que l a  spéc i f i c i t e  des groupes "noderuesV de Rhlzohiu~n puisse -- 

e t r c  plus  étroite, 1cv . r~  hôtes étant plus s tab les  de par l eur  t_'volurioli 

vers  1' autoganic. 



i) que d ~ n s  les  groupes  vCgC.tz?ix en  6voiv.t:i on ( ~ o  tenc l?h;:c;ccf.czic) - I  9 

. , des  espéces de type anci.ein soient. assoczces  à del; Rhi>-.-.ci,bli.:;;i.i "s10'~:- 

go t r e r sU  ( a i n s i  chez  I,ctxc; ~ i l ig i .nosus  1,. pi po?.~,sse dsns l e s  tous3biCres ---------- 
de pli 4 ,5  - 5 , s )  ~ . l o r s  qi,ie dfautrc:; esi,t=ces (I,?tixs cornici;!.oirr*s L,) son t  --- -- ..---.--- - 

a.sçoci6eç à des t f i a s t - ~ g r o r ~ e r s " ,  

C e t t e  hypol:l:&jc f o ~ r r y ~ i t  une cxpli .cn,t . io~~ & I l or i<; ine  de..; dcirii 

gl-mds gr01,11.:f3~ Rlîi.zob:i.ij.!n iexr i';:i.i: cerre:;i,ondre l a  d i v i s i o n  en  -------.-- f 

"gr.oupeç d<inocui .a t ion" e t  en explique r~,$r~c ct^rtzi . ies co-..trz.dictio~~-. 

La d i s t i n c t i o n  exltre soucher, A croissurice l c ~ t e  et rrcipic'te ie 

r e t rouve  également d a ~ i s  l e s  cmac.cères  ç5 ro locg iq~~es  des Eiiizobiun : 

- BUSENE1,L e t  SARLES, 1939, 105) on1 montré des  a a l o y i e ç  e n t r e  l e s  

souches de Soja,  Lupin e t  -- Viçna s i n e u s i s .  - 

- YLEC7,KO::ÇKI e t  TI-iOIi:!fC?lJ (1944, 105) e n t r e  c e l l e s  de Po i s  e t d e  P é f l e .  

- VINCE::T ( 1 9 6 ~ a ,  5 0 7 )  e n t r e  c e l l e s  de P o i s  e t  de Trèfle, c e l l e s  dc Lupifi 

e t  de Lohis c e l l e s  dfarc?chidc e t  de Viql'i<? r,i:ie?isis. 
- 9  -Ap- 

- GXAE-I?IM (1963c, 108) c:itre c e l l e s  de Pois ,  Txr.èi'le e t  l i m i c o t .  

Toutefo is ,  dcms l e s  soirciles à croissai?ce rap ide ,  c e l l e s  de 

Luzerne appa ra i s sen t  ~ C ~ o l o g i q v e m c n t  d i s t i n c t e s .  E l l e s  s e r a i e n t  p a r  

c o n t r e  proches des  Agrobacterii?m - rarl-iobactcr ------ e t  t u m r ~ f ù r i  c n s  - ( I I S S E ~  ,1341, 

109) (COLII 'PI :~~? e t  R3ID, 1947, 110) (PWIIL e t  BOJII?IER, 1350, 11 1) (UO?JNIZR, 

1953, 112) (GR~IHNI ,  1953c, 113). 



7.3.5. - GRQi.!yXÇ LvÇQ'i'il:Jl@UES --u-- 

Selon l e s  av.tcurs, il. y c7 (PY~I~Ç!~/ \LL et- Sr13!V>:I.'S, 1954, 114) 

( V ~ X C E N T ,  7 3 6 2 3 ,  115) oil. 5 .1  n'y a pas  (I;LS~ZKCI:'SKI et Tl3@iii<'i'(il~, 1911.4, 1'15) 

( ,YLEc%,KO';ISK;i, 1357, 117) correspc?rida~cr: ei1tt.e l e s  groupes  sf?:*.ologiqu.es 

e t  3 e s  groupes l yso typ i  que S.  

Les csç de l y s e  croisée cintre S O I - J . C ~ ~ F ;  ~T;o?.~F?s de d. iversrs  

plllfi.te..; s '&taL.]issei. l t  çuivmt le éabLei?:d. ï page 17. 

k ç  t~z,vaux sur  les phages, il rcssoit avec certitude u.ne 

rel.ùtj.on entre I e ç  ---.- Rhizobi.an -.- de Pois et de rL'rèfl.~~ ci: peut & t r e  de I!a:-icot, 

et que les souches isolées de Luzerne ne font pas partie de ce Groupe. II 

y a controverse sur la sensihli tC des &robaetesium ---, au.x rhizol)i.ophagec,. 

Il riaigue de rkçu l  tats co) îcerna l t  les . Rlii.zobium ---- à cro issa i ice  l e n t e ,  





1.3.6. - AUTRSS PRGFZIZTES ---- --------- 

Pour l a  s e n s i b i l i r é  aux ~ n r i b i o t i q u e s ,  l e s  Rhi?ohi~;rn ont  k t &  

a i n s i  regroupés : 

- Selon GRAI!AT,I (1963b, 130) 

. souches de L,uzerne, Pois ,  Vesce, '1-èf3 c, Iiayicot et: ? ~ v ~ b c ~ t r - j - . ; ~ ~  
:.>-:;i __-Li Y 

. souches de Liap.i.i?, Soja e t  p l a n t e s  dia  p o u p e  de VLçnc?, s5.rxnsi.s. -..--- 

- Selon STRZELCO't?Pi (1958, 131) 

, souches de lYé£le, Pois ,  Vesce e t  Bmico t ,  

. sou.ches de Luzerne, 

. souches de Lupin e t  Soja. 

- Selon KOBUS (1952, 132), l e s  Ri-~izobium à croissaxce  rapide  d i f f è ~ é ~ t  - 

des a u t r e s  pm l e u r  p l u s  grande r é s i s t ~ ~ x c e  au c r i s t a l  v i o l e t .  

k même, pour l e s  exigences en vitartlines, IJCST e t  WTLSOR 

(1939a, 133 ; 1939b, 131 ; 1940, 135) e t  GRAHAM (1953~, :36)  o n t  observe 

l e s  d i f férence  su ivantes  (Tableau II) : 

Exigences en vitamines des groupes de Rhizobium 

Souches de : 

b i o t i n e  (p ,x fo iç )  

Vigna s inens i  s 

tidcune 



Un f ac telnr inconnu, présenr- dans l ' ~ : b i - ~ i i  t de li-r7ure (égalen:crrt 

e x r é  tcC par' cer tc?i~?ç champicno~is), f avor i se  l a  cro issance  des çou.cl!e s 

de Lupin, d c  Soja e t  iles pL?ates cV,n groupe de Vizris. s i i lensis .  ---. -- 

»ci noixbreil s c s  p:kqoprii' tes phyçY3ogicpcs sont  en rcl a t ion  arrczc 

l e  type de croiss;irzce, l e n t e  ou rapide  : il en v a  a i n s i  po?iir l t u t i l i ç a t i o f i  

des suc res  ( I G ~ J ~ ,  e t  T,!Al,XEI?, 1935, 137) (GOST%O:~ÇTF~, 1965, 431)) e t  le 

-type de dégradzlion, a c i d i f i c m t e  O:.? alçaliniçzr.r?te 72 ), l a  

réduc t i o n  clu. t e l l u r i  t e  de sodium. 

SKITH (1358, 139) ,  &tudiCrnt  l f u t : i l i s a t i n n  dcs SU.C?:CÇ, 12 

r é s i s t a i c c  à onze a n t i b i o t i q u e s  e t  d ' a u t r e s  t e s t s  (ur6zse, ~6l .d t inzçe . .  ,) 

a pu c l a s s e r  l e s  Rhi zobium en t r o i s  groupes : -- 

- souches de Luzerne 

- souches de  Trè f l e ,  Foi.s e t  Haricot  

- souches de Lupin, Soja e t  pa ln teç  du. groupe de Vislia si*iei?sj s -- 

ISI!ILAVA (195?a,  140 ; 1953b, 141 ; 1Ç53c, 142) ?i Ggaleniefit 

aux mêmes regroilpements. . . 

1.3.7. - MJE.I,ISZS fCJi~!EI,ZQUES 

Cer ta ines  de c e s  observat ions  o n t  é t é  i n c l u s e s  dans des analyses 

numériques. Ainsi I;REJIAI: ( 1964, 144) é tud ie  100 carac . t&res ,  6ozt  la 

s e n s i b i l i t é  à cies a n t i b i o t i q u e s ,  l a  morphologie, l ' âspect  des colonies ,  

la i l u t r i t i o n  carboriée e t  a z o t t e ,  l e s  exige i~ces  en v i t a m i ~ e s  e t  l e s  



p r o p r i é t é s  symbi.oticp~eç, de 83 I;hi:iobiurn e 1 33 souches dcc. ge1.ri.c ç 
--*--- 

que i e s  Ehizc.Si.ur?. d e s  groupes t r i o ' o l i i  Iec~v.ri,inosaruni et. phasccl i  ------ --.-b_--., 2 ,---.---- 

rie f orniei-it qusu.ile e ç p k e  , d i £  ferenle  de 2. me3.il.o t:i et que- ficrc)'--~~.. ,., LLy:, ~P&.JAZ 

r ad iobac t e r  e t  -tu.~;iefc'-ciey~ so~i t :  idfiiit5clu.e~. CCÇ t r o i s  esp i ices^sont  ---.---- 

plu.:; proches l e s  unes & s  autres que d'un qu?.Lï-j.ème groupe çor~posé iles 

Phizobiurn A c r o i s s z ~ ~ c e  l e n t e ,  si  diEférei7t q u . ~  GR/',!lt?i~,I propcjse d 'en  iai .rc ---- 

v.11 genre ç6pcré (l?!~~iio!:~xa), .---.- Toute lo is ,  .ttI.'LfL"ti,IESJE ( 1367, 1451, à p m t i u .  

des rnemcs données ~ I V E I ~ ~ ~ ~ ~ J S ,  1 . x  cks progr2m:;cs de regroupenent  diffkren-lc; ,  

Ii!oiltre quc l e s  2hizobiuin c ro i s sancc  Ic i l t c  e t  à croiçs?&cc rapid? sont  ---- 

trCs proches.  

Par. c o n t r e ,  I~;OFFLES e t  COLi!ELL ( 'i 968, 146)~ 6 t u d i ~ q t  a,.nçsi 

p m  ana lyse  adasoniez ine  191 c a r a c t è r e s  dc 50  souches dc Rl~iznbic<:e;lc -- .--- 9 

concl i lent  &g;ileme?it que les I"igr'obcir:teri~u3 e t  ? e s  H1:i.~objui? 2 c r o i s s ~ i r c e  ------- -- -- 

r ap ida ,  son t  t r 2 s  proches  l e s  u.ns des  xdtl-~s e t  assez  à i f f éz+cn tç  des 

Rhizobium - à c r o i s s m c e  l c n t e  pour- que ceux-ci s o i e n t  ç4pnré.s (!LI gel:rc. 

7.3.8. - SIlIILZTU3Z DZS ACN 

Les exenples de t ransformat ion  e n t r e  ------: 2. 1egurninor::iruri R. xi ,e l i Iot i  

e t  R. Iu.pini. - (BALASSA, 1363, l v )  e t  e n t r e  R. japonicun, R, c:clil.oti e t  - 

X. t r i f o l i i  (LNJGZ e t  ALEXMTDZR, 1931, 140) a b o u t i s s a n t  t o u t e s  à l a  

nodu la t i on  d e s  h a t e s  mutuels,  sont- en f aveu r  dTune  paren t6  e t k o i t e  dcs 

Rhiz0biu.m A c r o i s s a i c e  l e n t e  e t  & cro issa i lce  rapide. Néairinoins, d ' ap rè s  

l l a n a l y s e  d e  l a  composi t ion cri bases  des  MX?, \b.4GE;JBEZS!! ( 1 9 6 5 ~  ?/i9) a 

séparé les --- Khizobiiïn 3 c ro i s sance  r ap lde  de ceux à c ro i s sance  1en-k.  



DC IJGY e t  IIi'iSSEL (19G5, 150) ont trouvii UilC? c o r r k l a t i o n  (traite e n t r e  

- p 4 r l t r i c h e s  croisçïlrice rap id-  56.6 63.1 p ,  100 G 7 C 
(;ipP.?rtie~incrr,t à t a u s  les grocpcç d t  jnoculati.~:;) 

- riono 2-r lclze s cro5~çça1ice l e n t e  G2,8 A 65.5 p. 100 G + C 
(subpolai'.r.ci;) (ur~i~.c,rneïlt  ckiez l e s  pl;*u;tc s des groupes : 

Lxpin, Soja et \ilql?.;: r , i ne r i s~s  . )  
A^--..,rr -------- 

Les éTo.d.ùes dt l iybridat iol l  des ADiJ de 29 souches iiti Ri?i.zobinceac . -- 

mec l ' A D N  d ' ~ m  --.----- Rhïzok.,ira;r;, de l i%i ico t  (HEBE~LUI:? ,  DE LEY et %IJTG!IS, 1967, 

1 , 3.9, - R:LATlOT!S AVEC .AGROI~/ICSE:? 1 GlI  --- -- 
Le 2ery.e~'  s I.l;?nual of d e t e r n i n a t i v e  IiicrobicLogy pro?oE;i 

s c p t  espèces 0 'Ilrjrobacteriuin parmi :csquel les  l e s  quat re  Les p l u s  - -- 9 

ililport&rItcs soilt : --- A. t~ imefac iz_s ,  AI r u b i ,  PL. si.iizogeucs et A. r t l d i ~ b s = t e r ,  
-----A---- ----- 

L e s  t r o i s  prerniGres, t r è s  p r o c h e ~ ,  son t  gt'nbralcrricht pathogènes. 

A. r ad iobac tc r  n'est jüm'iis ~ d m o r i g è ~ i c .  - 
1Jéaiimoins, A ,  h~me.facienç e t  A. radi.oSzc t e r  o n t d e  nonbrev.~ ----- Ma- 

c m a c t @ r e s  cri cornmm : i l s  ont l e s  r@i.nes p r o p r i é t é s  an t iy fn iques  ( s T ~ ~ P P ,  

1927, 152) (COLEIUZIJ e t  RZTD, 1945, 553) ; i l s  o n t  des p r o p r i é t é s  pliysio - 
l og iques  t r è s  proches (RIKER e t  cokl . ,  1930, 154 ; 1946, 155) e t  des phages 

cornmuns (ROSLKKY et c o l l . ,  1962, 153 ; 1933, 157). De plus, KLET1.i e t  KLEIi i  

(1353, '158 ; 1953, 553) e t  KC'EI;!. e t  LlNK (1955, 160) orit pu r end re  

A. r a d i o b ~ c  t e r  himor'i.~gSne par  tr;lrisformalion zvec de 1 ' ADX dl&robsc t e r  i urn - -- 



+- L~arnef'ac.icns. - 12 iio:n!-;reux c a s  on t  6 tii r a p p o ~ t é ç  nu r>&r trai.tei:icnt ~ X X  

rayons ul t ra-violcici  (DE,~~'[JD, F!'\lilC;iZ'LrLT e t ÇS01,1,, 1Ç-G 3 ,  15 1) ou p c z  

c u l  t tLre sur ac ides  m i n é s  ( JTI;?P, 7 3 5 8 ,  'i52) e t c , .  . des A. tur.?e.?;?ci eui- - - 1 Y  

perdant  l e u r s  p r o p r i e  t & s  irurr~orj g.:irîcs, d ~ v ~ r ~ a i c i l i T  j ndi  çccr t izblcs  ci? s 

Dais iniîe 6ti:cle sus  1.a flage1li;t 'iori e t  l a  çoi;.p;>ositiori e ~ i  1>a:;eç 

de l'Al>:: de 45 .&~-+ii.?tcr?-~i-, I l l 7  LEY e t  c o l l ,  (1956, 163) aiit o b s e ~ v é  

que l e s  /i. radiohc~clr:l- e t  A. t~~.i~ctiacienc; ne po~ivz ien t  être d i s z i ~ s g ~ ? & s  -----W.--.--- ------- 

l ' u n  d e  l ' a u t r e  : i l s  sont  to5.s p 6 r i t r i c i 1 c r  e t  l e  pourcentage cie i;Lidnine 

e t  Sytoçilic e s t  cor;ipris e n t r e  59.9 e t  62.8. I l s  n e  se Cistjriguerit pas  

non p l u s  par  c e s  c a r 7 - + %  C L  ~ c r e s ,  dcs R l r l i ~ ~ i Ù i ~ ? . ~ i  Q c r o i ç s & ? ~ e  r ap ide .  ---- -- 

Dans l e u r s  exp6riences d ' hybr ida t ion  ei l t re  leç OT; Ge 29 çoucheç 

de Rhizobiaceae et l e s  1D;S de deux témoiiiç (va T'.itizoùlr?rn de Earicct: e t  ------ ..---"""-- 

un i?gsobactcrium tïï.'nefaciens), IIEBZRLEIN e t  c c l l ,  (1957 154) ont  m i s  

en évidence des  r e l a t i o n s  p l u s  é t r o i t e s  e n t r e  l e s  Asrohactcr.ium e t  l e s  
-C-"- - 

Rliizobiv.n - de T r & f l c ,  Poi s ,  Luzerne e t  Iicir.i.co t quteuitrc ceux--ci e t  l e s  

R l ~ i z o h i u ~  de Soja. 4:ER;J ( 1958, 165) a iigalencilt m i s  e n  évi?.el~cc m e  

r e l a t i o n  6 t r o i t e  e i i t re  A. tur'?..ef acienç e t  Xhizobjurn par  hybrj Üatioa cies AD;, ---- 
Diverses a u t r e s  r a i s o n s  s o n t  en faveur  d'un rapprochei:ient des 

Agrobacteriun e t  des  Rhizobixrn A c ro i s sance  rap ide  e t  eiz ymt i ,cu i ie . r  de 
-*-- 

R. m e l i l o t i  e t  A. r ad iobac te r ,  c e  d e r n i e r  ayant d t a i l l . e u r s  é t &  normé 

(PRIBX~Q.~, 1933, 157). Ce son t  en p a r t i c u l i e r  l e s  r e l a t i o n s  séro logiques  

c i t é e s  page 17 , l a  s e n s i b i l i t é  aux a l t i b i o t i q u e s  (CRFIIIAK, 19C3b, 168) 

l a  cor;l.position du mdcu.s (glucose se21  cher Agrobacteriiim e t  Xliizotiium 
-<-- 

d ' a p r è s  i!UFPIIRZY e t  V'IIICENS ( 1/59, 169) GiiAIiAM (1355, 170)' 



Les résu: tats des atial.yses adanso?lienl?es ( C X I ~ I ~ P ~ I . I ,  1964, 17 1) 

(KDE~FLET e t  COL>IZT,L, 'j 968 , 172) ri.vnt-T.ezit é~ i~?~er : ,en t  uxe r e i a t i o n  p l u s  

é t r o i t e  e n t r e  l e s  E:-rot-:r:cteriuni et: l e s  Rhizo i : l~ :n  2 c r o i s s ~ ~ c e  rapidi- -- .-- --.--- -----..-y.---. 

qu1en'cl\c cer2.x-ci et lrls Khi zobi.iuii A c r o i s ç x , c e  :Lente * no kerGyJcmenl: 

qu.' il e x i s t e  des I?iiiio'::.iun f o r m m t  des na6u.ïcs sinr certaines l&çujrir,cu sis ---.----. 

e t  des J -or~~at io : l s  z:;:l.oyues & cies D,;.mcurs sur cItautscs  (1;: ;I:C;REG(?R e t  

bJdZ~Q~.KI>Ei?, 1971, 17 J ) ,  

Enfin, l e s  cxpGrler-ices de .trcuî siorrn;i;:i.cn p l a i d e n t  égnlc:r,en i: 

en f a.vt:ur d'~1i1 rar)pï-ocII~~:i.c~it des P,qroba(3ter.i.lr;~, t e  e t  des  Plhizobium 3 
-A---" ---- ------ 

c i o i ç s m c e  rap ide  : 

- I?hizobii:!:~ le~u.!:;i~îos,i.uinï a éi:6 rendu t.i-txorj.gèlie pcir de L1ii,l?ii ---.-.----- ------ 

d ' ~ i < ~ r o h ~ ~ t . ~ I " i ~ i j n  tu.~?,efr?.cI;.ei~s (KI,>:~?? e t  kLEIj7, 1953, 174) . k s  r e s u l t a t s  --"-. 

cty1aLopes ont  é t é  o1.zter.u.s p a r  IJWTIS, (1960, 175) e t  KEl?N.(1904,  176 ; 

19G5a, 177 ; 1955b, 178 ; 3969, 173). 

- L a  tr;?!?sformatioii i nve r se  dkuu; I i ~ c o b a c t ~ r i u r n  pa r  d . ~  1 'ADIT de - 

Rhizobium a également é t é  obtenue (XEEX, 1969, 1 8 0 ) ~  mis  les  p r o p r i é t k ç  

i n f e c t i e u s e s  des  recombinants n ' o n t  pùç é té  râppcr téeç .  

- MAPIIL (1350, 181) a cbtenu l e  transfert à dcs A. radichacter ,  

de l a  p r o p r i c t é  d e s  T),hizobiun de former des  nodules .  "--- 

Il r e s s o r t  donc de t o u t e s  c e s  donri6es une parent6  p l u s  gralGe 

e n t r e  les i:hizobiurn A cco issance  r ap ide  e t  l e s  Agrobacteriiknt n~.rnefnciens - -- 

e t  r ad iobac te r  qu ' en t r e  l e s  Rhizobiu.n à c r o i s s s a c e  r ap ide  e t  ceux à 
-1  -- 

c r o i  s s m c e  l e n t e .  



!,es conciuç i  01:s d e s  au t cu r s  ~iiodcrnes ajwl t &Vudi6 les r d  2ti.ons 

e n t r e  l e  5: cgoupes d c  Rkiizobiacc?;ic son t  r b  sr.?c;<:cc, cians l e  tab leau  111 ---- ---, 

(page 25) * 

Sur cc t ab l eau ,  il &pprirai.t  qui' le p?nre IZh? z.ohiv.r: est d i v i s 4  en ------ 

deux yrou;jCs : S O I L C ~ ~ S  à crois~. ;?nce r a p i d e  e t  souches a croisc;aice I c i i t ~ .  

Cet te  d iv iç io i i  vuur pov,r de noinbreux cri.tc)i*.cs : flagel:iz :ion, r e k a t i o n s  

s6ro logiqccs  et lyço-typicyacs, phy-çi.02ogie ( s e n s i b i l i t é  2ux mti ib io  t i ques ,  

exigerices en v i ta~ni i ieç ,  niétzbo3.ic;me: c c i d i f i a i ~ t  ou a l ca i i~ i s az t . . , )  e t  

dm-, :me c e r t a i n e  mcçurc, si f 'on adniet l e s  hypot-h&ses de P!ORZIS (-aÿe 1 3 )  

e l l e  svoci,l:iac;ue p a r  ltéco!.ogie e t  ? ' é v o l u t i c n  des  léy~i;isir?euses, i,es 

chirnique e t  1 "tude, par hybr3 da t ion  et pcar tr?ms?ormar-ion, desi:JN, f o n t  

6ialer:lent r e s s o r t i r  c e t t e  d i v . i . c i ~ n  en deux groupes du genre I,:iizoSimx, ------ 

Cet t e  c l a s ç i Ç i c a t i o ; ~  ne correspond p a s  A celle a'3:idée sur les 

net tement  d6£ in i s  à l ' i n t é r i e u r  (!es deux gr;inds groupes propos6 s. 

De ce tal)lel?u il r e s s o r t  6éga!.e~ent Luîe graiide prcxijni t 6  cnt-rc 

Agrobzctcriurn tw..i~.c€aciens e t  ri^d-i .ob~cter.  11 a p p z r a i t  égalecicr~t que --.-- 

l e s  XhizoSi.um à ~ : ~ o i s s a i c e  rapide sont  p l u s  proches des Aqrobacte-ium --- ---- 

que l e s  2iîi.zobiur~i à c ro i s sance  l e n t e  e t  t0u.t ind ique  que s i  an r,laintiei~t ---- 

l e s  d e ~ . ~  groupes dc Illiizobiuri dizis l e  mh.e g:nre, en  vertil de l e v r  --- 

capacit-6 cocmune de provoquer l r a p p m i t i c n  d e  nodules  sur  l e s  r a c i n e s  

de léguriiineuses, il fsL\:i.t: a l o r s  inclure les &robac"iriii*rri dm-; CC genre,  

DJ meme tai;l.er=-J, il ressert égalcinent d e s  conclus ions  coz:cer-nat 

l ' u n i t é  e t  l a  p o s i t i o n  sys téaa t ique  de l a  f a n i l l e  d.eç Kh izob iacz~e  : .---- 



- Le groüpc des C!îrcrrnobacti?ri~!is~ (dkrii.llcurs hét:':r.ogCne, selorr 

S?liAïli (1357, 182 ; 1/60, 783) diffiiirc. dcs ai!i:crs j~hi.ic~!;.i.;~cc?ne au - .---..-.--- -- 
po in t  ~u'1iE;'GGfiLEIX e t  coll. (1957, 184) se baszlt ::LI~. ].cc; y6sul:tats 

cltnjibridàtion d i s  ,"~Dti, o3.t proposé de les csclure de la I~i:?iil~, d0:i.t 

I 'uni té a cl' ailleurs ii tC: mise en do:ate (32  L2Y e.t  coL1,, 19G6, 185) , 

- 1,es expéritiizccs dthyhridati.or: cies I"*l:iT ( ~ - ~ u D ~ R : , E I : ~  c'c col-l . , ,  1337, î85),  

la çirni1itv.ù.; observee ( 3 . m ~  les ;1;3a7yçcç ~~dcjjlnxonicnnzs ( I - ~ o ? F ~ ~ ~ T  et :: O T ~ , ~ r ~ T  i, ,.lud?J > 

1333, 18)') et 1a E o r ~ i a t l o n  (coi;m:xnn aux Fhizol-i.?:ceae et à ce r t a im  ------ -- 

~scu.dcï:~oxias) d'étoile~ en re1,at ion avec l a  cc;njv.gai.sc;g, fo:zt pel2sr.r que ------------.- 

l t ? ç  i:hi zobl.c:cei~.~ seraient plus proches des Iiscudomoiladaleç que tic?~ 

qilc des  Zl':u?x.c:terlales. 

Ceci va à l'encontre des aFf i rma t i cns  de RISSE% (1952, 138 ; 

1958, 789) sclu!r  lesqilr-li-es c e r  taiiis i,hi.zobiinfii co~rim.~: les Azotob;ici:cii .r --.-, -,."- --- 

(GARGOSKY et G I A I i 3 1 2 i G T ,  1953, 730) (RISSE?, 1955, 191) pourra ient  passer 

par va stage G r ? ~ ~ - p o s i ' ~ ' i Ç  e t  p ro&~i r . a i e f i t  des enciospores r6çistcmt 

10 mj.n à l@OGC,  e t  seraient a ins i  appare~itéec; %?x Eacill.xeae ;3aciXlv.s - --- 
pclymyxo a y m t  nieme été avance par BISSEL comme ancêtre p o s s i b l e  -- 

des Rhizobii~rn. -- 





Clasc;i.bica-t-ini; c l ~  Czrgey '* r, I.iaxlual. of. :?e icr.r;:iaac-.w 
c i  - 7  /e I'-i ' p.; P,%? 

JJ 9 ,LJ. ( 1957, ,192). 

, . 1 = souci.:e 2. ccroisscince xxa;tide, yi:.rltric!le 
2 ~ ~ i . i c l . 1 ~  A c r o i  (;sCx?.::e lente,  nioiio tricile 

Product ion c!c S c 6  to-lactose, çclox Y2 :,:Y et 
KLVS3L (1925, 193 )  

( ) = exceptions,  

Groupement d 'après  l e  pourceritage de s i m i l i t u d z  o?>'cenu. 
pa r  enzlyse cdl?nr;onicn:le, s e l o n  G R e A 1 . i  ( 3 934 * 193'. 

Groupes propor;6 s pa r  GRNIAPI ( 1964, 209) et 11i3FF!,ES 
et VOL:fi;LL (1363, 201) d f a p r è s  les r é s ~ l t a t s  
d' malyses  aàar isonieme ç.. 

Gsotlpeç ~ Y ' O P O S ~ ? ~  pm IIEBEZTJE.TN, .DE Lz-y -iJ'I JTG;&*? 
(1367, 202) d'après -9- c t  --IO-. 

dd' horrio2ogi.e de 1' AT>,: (mo:{emlc) avec L\,, tunef ; tc iens  SD --- 
% d' iiorrinlogie de 1 ' AD:? (i:ioyc;.ae) avec I<. lez~~.fiyi.wru~fi 
(souche de --- Pta:;eol?is v~. lga.rS s )  ixçtiré par ---- 
hybr ida t ion  àes AUX. 



Le b~xt de c e t t e  Ctx1.de. éta1-t dc: mettre eÏ: re!.aticin 1ct.s prctprii:tE'; 

s;rmbiotic~uer, dzr; i:i?izo3iii,ci avec d t  t?..utr.es ca1~;l.c t epes ,  nous &vans p7-,o-til" A - '.- .. LkL 

à  JI^ çol.ei-riciît dc ~,o~l>a-eux ci.ônes, a p m t i r  c?e diif6sc11tes eçp:'lces de 

l&gucineuses. 

Les rcc1ierch.e s de b ib l  iograp!~?e m u s  o n t  ~ . o n t r &  que Icç 

!?l.iizobii.ili corq2tc non tcriix de 1ev.x:~ ep"i.-hidcs synbio",.ques, se r..ép=- 
-I---.-."-it_ 

t i s s a i en t  en deiix grands (;ri.c>iApes : ço~~.zl:es 2. c r o j . ~ s z ~ c e  len te  e t  

souches 5 cl-oisçaice r a ~ i  , . d p  .-, et qu'à l ' i n t é r i e ~ i r  cle ce  d e r ~ i e r  p u ~ p e ,  

l e s  so.~iches de 1,uzerne &taierit  quclque peu 6iff@ientec; ,  

Notre ciioix s'est dom porté plias pri~:tic.~?lii?rer!?zi:t  ci^^ l e s  

Rhi.zobi.uni 21 croisça1.ict- r ap ide  (souches de WèÇLc:, Pois, bJesce, 13ai3icot, 

e t  de i i~zerrie)  , pllzc intiire ssa1ites pour l es  expérie17ces de géti6 tique 

Lc cha-5. t r e  2 r a p p o r t e  l e s  r:~odnlit&s d' isrjlernent clc~ç sc>mches 

e t  l e s  exameris pra t iqués  : 

- examen des proprie tits sycibi.otiques 

- exanen des autres  cimact$res 

Lrex2r;in des p r o p ~ i é t é s  symbiotiques, doiit l a  co r i aa i s sm~e  e s t  

nécessaire pour en é tudier  l e s  vari.ations, a kçalement pour but  l a  

mise al.t point  de ~ ~ é t h o d e s  de dé t cc t i o i~  de l f i n f e c t i v i t é  e t  de l r e f f i c i c r i ce  

des souckies, f a c i l e s  à mettre en oeu-ac à 1 "éhhrlle des expéricnccs de 

giiné tique. 

L'examen des autres caractç'res a ét6conqu de façon à : 



1) pouvoir d is t i i i j i ic r  ic genre ----.- XhiLzohiuz [.;fis a u t r e s  gr-iirec; hc,îti:r.iens 

d.u sol., cii p a r t i ~ ~ ~ !  ieï de cc~.;:  r.cacoi.1'1ri; '; fri?q~.rern;:ieli t d;u:ç l e s  noiiules, 

3) d<?l.ii;:l',ter é v c : ~ t ~ ? , e l l e ~ q e ~ j t  cicç sous-gx.oi~.pcs cliinç I c  cjenre c.i: vo i r  r , i  

un carzctfre peut C::i%e m i i  en - . a T  i ~ . ! ~ d t i o r i  - IWCC une ~:ptituc';e syr!hiotique, 

. , 4) enf j.3 iiroilver c'ic s r;o:ir hes ~.rirer.e ssai? tes p o w  3 e s  e ~ p é r i . c n ~ e s  de 

g6né ti.qii.r (croiçsz:i-,cc rdpi&) s a  des  swd.c'rie.s possi?dmt un c a r a c t è r e  

2. l *  - ~ s ~ ~ , ~ ~ 4 ~ ~ T ' ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ o u ~ ~ ~ I ~ s  

Toutes l e s  souches o n t  é t é  i s o l b e s  à pmLir Ge nocules.  La 

in6thode e:nployée 2 i t 6  3a c;uiv;iiz-i-c : 

- exil-ajre l e s  r a c i c c s  de l a  p l a n t e ,  

- i s o l e r  im nodule, l e  l a v e r  à graxrùe eail, 

- l e  passe r ,  3 ciii environ, sv ivant  ça taille, d m s  ime so lu t ion  aqueuse 

de c h l a r u ~ e  ~ C ~ C L J J - i q u e  ( 1  p,  1000) avec une gout te  de de tergent  ( t c e p o l ) ,  

- l e  r e p o r t e r  st6rilernen-t dans p l u s i e u r s  bains success i f s  ( 3  à 5 )  d%au 

s t é r i l e ,  

- le r e p o r t e r  s tér- i ie~nent  dans uli tube A hfimolyse contenarrt O,? 1x7. d'eau. 

stérile, 

- éc rase r  le nodule avec un aglLatrur s t é r i l e ,  

- étaler une gou t t e  de l a  suspension obte3u.c e t  m e  goiitte dc l a  n5tr.e 



sy.c;pcnsioi: diluéil sri. 1/10 p ~ w  additior;  cic 4 ,5  rSlk d ' e z ~ .  s t i . r i .1~~ s i~r  

Ciîacpe notiv.2.ç; colitieri t i i o r ' x r a . l e r  c'.es R h i  :io'n:'-lin!, Il. y 2 
-*---.~.--- 

lieu toutef~is d'i:li.:~iner l e s  n u d u l ~ ç  ti-op ~ e x i t ~ ,  ri.&<~ ou f~i i îée, 

dc73-1~ le:; "cssv--c; es1 d:icoxipor;:i'cioli. 

11 î i i ~ : . C  Gvi te r  de blêsçcr 2e.s riociij..les et en particulier dc 

l e s  arzeh:,s Ge l a  r->~+.,  ',,iiae adjacenie, q c i  doit S t r e  coul)Cc de p s t  et 

6' autre.  

Les coluni-es dc Riai.zobiun s .ppxc-~ . i .sçe~t  après 4 a 10 jours  -- 

d ' incuba t ion ,  selon 7.2 plante d8c\ri.gine. D m ç  3.a p i u . p ' ~ t  des c a s ,  

il :ifc.xi_ste qu so1,t.e de c:olcni.cs, incolor.ec, à bl - U L L . ~ . L . K I ' ~ S  ->>-O 7'? p1.1l.s 

ou nioins . t r c u ~ s l ~ c i d e s ,  à inûrge en-tièt-e, c i - r cu la i r e s  qumd e l . 1 ~ ~  s0r.t 

i ç o l & e s ,  so;ave:xt co l i f l~c ia t e  ç, cc:îvcxes ou éleviieç, jarmi c; p la t e s  n i  

cini,iLiquécs. Leur cons is tance  e s t  visqir.eusc 2 coulavite e t  leur 

dl cimètre peï~t dépasser l e ceiitinitli-e. 

La v:orphologic obscrv6e au ,ni-cro.-c~pc est t r è s  vas-iable : 

bz tome  ts o i ~  coccobacil  les, à cxtrbêmités arroildi es, rae;wr~t cc-L-bcs, 

p a r f o i s  xxe i~El  6s  ou bro;qchfi.s, La c o l o r a t ?  on d c  Cran n ' e s t  pas re tenue e t 

on observe t rès géiiéx-alernent un oti p l u s i e u r s  sec teurs  non c c l o r é s  p m  

l a  fuschl~ie .  Les c u l  t u r e s  jeu?ies o n t  a i n s i  wie c o l o r a t i o n  b i p o l a i r e ,  e t  

les  culhu-es âgfes Eontrent  des baci l les  plixs c l longés ,  Ü aspec t  tthurrb'i. 



L' CX~?!?~CI? i:e C~:C!.CG!?~ d e . ~  c;oucliei. Lsol,iies n cl' ~bord s o i t 6  :;:j.:- 

la czi>;.çj.t& de £fo~;;:n:r (in v i  .li:c.o)' d c ç  i~ociizle s si;;^- ur;e li'gi*:~t5.j~eiii,e-.i-ec; t 

Le pr.i,i?.ci.pe dv. -tcç% es? de nicAttre ~ n z  ~ C ~ G . ~ : : ~ . I ~ C U ~ ~  c~2. t iv6e ;iseiïtiqucx;ie~lt, 

en PT-cl:seru;i-e de la souche à é i ~ : . ù l ? ~  ci: Gtoilz:?x.vcr s'il jï a Torr:!-.tic-, di. 

Ro dL1l c ç , 

Le ç tissus iniierms d-ç grai.xscl; éta~?"i:o,orr~a7c:::cn~ cxe:tip tç 

dc bact-,<?ri.cs, il çixi:fit cie Ics  il6sinfccec:x. cil sv.rFnce e t  c?c l e s  fa . i re  

gerner ccfri !:il i.eii c;t&-.3.Ie ?OUI- cLtenlr une p l . i ? ~ ~  tc ascltj.  qi2.e. 

Ii K2 PO 
4 095 g 

~3 si7 71: O 
4' 2 0 , 2  g 

N X 1  O, 1 g 

Fe PO 
4 1,o !3 

ca2(p04) J 2 , 0  cl 

Fe CI 
3 @*@1 g 

Em de conduite 1 l i t r c  



lia Iio Oq. 2i:,,O 
2 i 

Eaz d i s t i l l k c  

1 1riy 

1 mg 

1 r:ig 

1 niç 

0,03 mg 

0,03 mg 

0,03 mg 

0,01 mg 

1 , S  mg 

1 L i t r e  

Le rnilieti Ge cu l  txre, après d i  sso lu t io i i  complète des se].sl 

OU ehi:.?itioli 5 ' i i  e s t  g6loi;6, e s t  ri.pmli 2C :i $0 mi en p ~ h c s  de 

200, 220, 250 OU 300 mir de l c ? l ~ ~ ? e u r  s r  20, 2 5 ,  :O am de d i a + t r e .  

Les graiiles dcvznt être plantées B la siarfece de ce ni l ie i l ,  

il f au t  prévoir  : 

. Pour l e s  milieux l iqu ides  : 

un support en papier fort, assu r sn t  m e  iiunjdi?iciitS.on suffismt-e de l a  

graine ( ~ h a t r n a n  3 ou 4) 



0x1 de pr,éff!?~*c.nct: une bourre  t r è s  mince dr. cc;.i-oiz ]:)idropklilc, ~ p l j o ç i ' ~ ~  

l e s  eî-gotç d'un tube çp6ci;?l .  

. - . POW ] .es r.ir.licu>: g&lc>c;fiç, urle o,u,?i;rtit& a'crg;ip mfi'i -;al te pour 

ernpGcht'a. l e s  gx'i~.l.r!eç de ~ : o ~ ~ : i . e ~ ,  5;c-jt : 

3-4 s,/b p o u r  ].es Ti-Cilcs;, ï;~.zer.ncc; 

'5-7 /1. POLIT l i s  1'3i~, i i ~ T . j c ~ t ~ ,  LU;:~.I~S 

TIJDZS POlil', CULTURE ASEPTIQUC: 

Le:; mbes de culture son t  e n f i n  bc;ucl.;és au co ton  ec çtér~.?!isés 

par z~toclavage (20 min à 1 2  1 OC).  

Pour les I é g ~ m i n c u s i s  à grosses  graices ( i i a r i co t ,  Pois ,  ,fizc.c)iide) 

l e  d i s p o s i t i f  précoilis6 p o r  ERAKEL ( 19(i5,205 ) ct modif ié  coni:re a i t ,  

a é t é  u t i l i s é .  



bou.chon dc coton . 

_ .  . . .. _. .._flacora ;I 
trcw;s.i%sion (250 ini) 

10 1111. r: ? J i  g de s a b l e  
pazxaf'fine 

----100 = 150 9 de s a b l e  
(ou 1Ci: m l  de ve rmizu l i t e )  

Co toi1 -.-... .- 
hydrophile  

POTS POUR CUL TUF?!< RSEPTIQUZ 

Le tube de Félix, r e n f l é  en r é s e r v o i r ,  e s t  e n z u i t c  pcrcé prEç 

de son extrêini té .  L ' o r i f i c e  e s t  bouché au col-oi: hydrophile pour empecker 

que l e  s a b l e  n 'y  e n t r e  e t  n'occupe tout l e  volume du r é s e r v o i r .  Ce tube 

s e r t  à l ' i n o c u l a t i o n  s i  c e l l e - c i  e s t  f a i t e  a p r è s  que l e  s a b l e  paraffi-rié 

ne s o i t  m i s  en p lace .  Il s e r t  également aux m r o s a g e s  (à 1 'eau d i s t i l l t e  

s t é r i l e ) .  L'ensemble, sms l e  s a b l e  p a r a f f i n é ,  e s t  s t é r i l i s e  1 heure 

à l2I0C, t r o i s  j ou r s  de s u i t e .  Le mi l ieu ,  s t é r i l i s é  sépurénent,  e s t  

a jou té  a p r è s  autoclavaye du po t  de sab le .  Le saL>le p a r a f f i n é  e s t  p réparé  

cornie s u i t  (VAN SCHREVEiT, 1959, 205) : 



A 10 kg dc sab3.e .?in, on a jou te  133 g de bcnzol contei.,;:ilt 10 g 

UL a Ç Ç i n î  à l i a n t  poi i l t  de Fd.sicii?. ;",pr$s 41 ,~zp~ra t ion  du sa1-vmt, 1.e de P --. .- 

sc=ble e s t  r é p r r t i  p;:r -10 no. en tv.b:-s el: ;ato::lav& 20 ?:,in 9 121°C. 

Le sable pmcLffinr'i es? rCpsr t j .  s t6r i lcn ient  ciri une couche de 

O p 5  cm au--Cl-sçuç des grc i i i ie~ ,  a u s s i t a t  apr-cç la. ppisntatiol?, pour assarer 

l e  fnaintieii de l a  s tCi i l i . t& &es rz.cj.nes. 

Le houçho:~  de coton est retiré dès l e s  tiges l ' a t t c i g n e r t t  

ciprès avoi r  percé la couche de sable parcif'fixié, 

~ ~ 2 . 2 . 2 .  - ISZS~E~FECTTC;~  n;rs mr,;riis - -- --------------. - -- 

- t r i e r  l e s  gra inez ,  

- les ri-nccr à l ' a l c o o l  ;i 7C°C, 3 sec , ,  pour d&nraiçser  1;. s u r f ~ c c  e t  l a  

rendre  rnouill z b l e ,  

- l e s  passer  dans une solution dthypoch70ri te  de calcium 2 35 g/l, 

préparée 1 2  ki av&rt (ou 2 h a v m t ,  c:i a g i t a t i o n  f o r t e  et- cGcimtée) 

ou dans une so lu t ion  de chloriire ~ ~ r c u r i q u e  ( 2 , 5  g/l). Laisser t r e n ~ p t r  

20 min dans l r h y p o c h i u r i ï e  (5 min diuic. ~ $ 2 1 ~ )  après avoir  a jou té  une 

gout te  de lnouillant ( t e e P o l )  e t  en a g i t a i t  dc tenps en temps, 

- l e s  laver  dzns 3 à 5 b a i r ~ s  success i f s  d'eau s t é r i l e ,  

- l e s  r e p o r t e r  s t é ~ ~ i l e m e n t  sur  l e  rnili-eu de c u l t u r e  ou de prégesir,ination, 



Après désinfectio_r, 1 e s  zraiirics sc)r,+: p i  a r i t k e s  SU?? lnilieu coni?lf?t 

pour Rhizobium (paye 45 ) , i é los6  2 IrJ p ,  4009, en b o P ~ e s  Cie i ~ é t r i ,  

e t  mises en incubztlon deux ou 1-rois jours A 30°C. 

ûn t rançfcre ensui te  l e s  graines m i  tub?-, ov po ts  de rultinre, 

en eliminant c e l l e s  qui sont pollu@es ou oilt ~:tab germ6. 

2.2,2.4. - IITOZULiiTTOi'I 

L'inocirlatior, E: lieu. en t r e  l a  plznt?t!.on e t  l ' appzz i t ion  

des premières Vraies f e u i l l e s .  Chaque pot e s t  inoczlil avec 1 id atuile 

cul ture  ou d'ure écmision dais l 'eau d i s t i l l é e ,  àe l a  souchc .3 étudier .  

4 
L a  conccntx.ati.oi~ Sii2.siJ.e de bac te r ies  a toiajours &passé 10 cel.lixles,'nzl. 

2.2.2.5. - TUfPESP,TTJ:?F: ET E C L I I I R ~ I ~ E N T  - 

Il e s t  i n u t i l e  de p l z e r  des cachcs pour t v i t e r  l l é c l a i r e n e n t  

des racines ,  l a  nodulation a y a t  lieu. en pleine lumière aiissi bien que 

lorsque l e s  racines  sont à l ' obscur i t é .  

Par contre,  l e  feu i l l age  do i t  recevoir  un éciairement i ~ p o r r m t .  

Les meil leurs r é s z l t a t s  ont  é té  obte~ius  en serre avec 16 heures citéclai-- 

rement (4  rampes GSRK: "lumière du jouru 40 B à 50 c m  du feu i l l age ,  en 

plus  de l a  lumière du ~clur). L'éclairage du laboratoi re  e s t  5nsuffism-t 

en hiver p0J.r l e s  31rèîles e t  Luzernes e t  twite 11ann6e pour l e s  P o i s ,  

Iimicot, Vcsce, Lupii-, Soja e t  Arachide. 

Po~m l e s  cs%&is  en serre, l a  tertpérature é t a i t  réglée  à 2 5 0 C  

l e  jour e t  15OC l a  nu i t  e t  1 fiiurnidiLi: r e l a t i v e  à 90 p. 10Q. 



Au cours d'ex&iences pr&linlinaires, noils wons  utilLsC l e  

milieu de R A G G l O  c t  RAGGl0 e t  àcs  graines de Tréfleç : 

Trèfle bl  ùllc nair, (CI ause) (TYifo1-i urn repens) -- 
T2Pîli. v i o l e t  flm,and ( ~ l a u s e )  ( ' l ' r i ? ~ ~  iun prater içe)  - 

La planta t ion a &té f a i t e  en tubes à es sa i s  (200 x 20 mm) 3 graines 

par tube). Les cu l t u r e s  ont  é té  placées à 28OC, avec v.n é c l a i r a j e  

a r t i f i c i e l ,  15 heures par jour. 

La croissance des plantes  a é t é  identique sur l e s  milieux 

avec ou sans azote, inoculées ou non, pendant l e  premier mois. 

A p a r t i r  de l a  quatrigrne semaine, l e s  p l a r t e s  témoins, non 

inoculées, sans azote, ont  comriencé ;i rcfi trer  des sympta!nes de 

carence azotée. Les symptômes é t a i en t  t r è s  ne t s  après six semaines ; 

f e u i l l e s  jaunes (chlorose) 

t i g e s  rouges 

plante  é r igée  

croisswnce re tardée aboutissant l a  mort 

Par contre,  l e s  p lantes  ayant des nodules e t  c e l l e s  ayant 

reçu de l ' azo te  ont  continué à c r o î t r e  jusqu'à l a  f i n  de l 'expkrience 

( 8ème semaine). 

Avez l e s  souches de Rhizobj.um u t i l i s é e s ,  des nodules se sont 

formés dans tous l e s  tubes. Ces nodules in fec ten t  donc l e s  deux espèces 

de Trèf les  ( W .  repens e t  Tr. pratense). Néanmoins dans 3 tubes il s ' e s t  

trouvé une p l a t e  sur  t r o i s  dépourvue de nodxles. Ce défaut e s t  sans 

doute da à des f ac t eu r s  génétiques végétaux. Pour é v i t e r  c e t t e  source 

d 'erreur dans l a  s u i t e  des e s sa i s  dtinoculation,  tout  r é s u l t a t  négatif  

a été  répété  sur au moins cinq plantes. Les premiers noa i~ les  sont 

apparus deux semaines après l ' inocula t ion.  



rluciiile d e s  p l a n t e s  non iriccul6cs. ri' a forné  de nodxles, Il 

en a été de même chns t o u t e s  nos exj>érienceç e t  i l  semble donc que 

l e s  po l lu t ions  p z r  des Fli?izobii~;~i t ra r~smis  aar l ' a i r  cloivent ê t r e  

except ionnel les  , I,TSanxoins, avec 12' I,uzer.z~c, nous avons observé de 

teinps à av..tre dcs f o r c ~ a t i o n ç  aîalogues à des  tumeurs, au po in t  

d ' i n s e r t i o n  des rac5-ries s e c o i i d ~ i r e s .  D e  t e l l e s  formatic?îs zppdïai:,sent 

mGme dans l e s  tubes  nor, inocu!és, e t  il n ' a  pas é t é  poss ib le  d f e n  

i s o l e r  de niicroorgùnismes sur  l e s  milieux pour Rhizobi.~im. 

Dans une deu::ièri:e sbs i e ,  nous avons p lan té  des " r è f l e s  e t  

des Luzernes ( ~ u z e r n e  f lanande,  ~ 1 z u ~ e )  cn po t s  de sable,  avec 

température ré5léc 25OC l e  jour e t  1Z0C l a  n i d i t ,  

Par r appor t  à l a  première s é r i e ,  l a  c r o i ~ s ~ n c e  des p lnn tcs  

a é t é  augn?rntée. En p a r t i c u l i e r  l a  su rv ie  aes témoins suqs azote, non 

inoculés, a é t é  r é d u i t e  à LZ~ mois environ, peririettant a i n s i  vuie dé t cc  ticr: 

p lus  r ap ide  de l ' e f f i c i e n c e .  

La croiss.mce des Po i s  (var .  i$7%ar e t  Claude 50)) des Vesces 

e t  des I imico t s  ( v a r .  Corel e t  Aria nain)  e s t  t r è s  r édu i t e  e t  l a  

nodulat ion n ' a  pas  l i e u ,  marne si  l e s  tubes enployés sont de grade 

t a i l l e  ( 300 x 50 mm) e t  l e  volume de mi l ieu  important (30  m l ) .  

P a r  cont re ,  en p o t s  de sable ,  l e u r  c ro issance  e s t  normale e t  l a  

nodulat ion a l i e u  en deux semaines. Il e s t  t o u t e f o i s  impossible de 

dé tec te r  l ' e f f i c i e n c e  de 13 nodulat ion d 'après  l e s  d i f f é rences  de 

croissùuice e t  de développement e n t r e  p l a l r e s  inoculées  e t  p l a n t e s  

témoins. En e f f e t ,  l e s  p l a n t e s  non inoculées,  sans azote,  parvieArnent 

à l a  f r u c t i f i c a t i o n  e t  on t  u.ne cro issance  coinparable à c e l l e  des  p l a n t e s  



inoculi5es. Ceci e s t  do. à l ' inpor tancc  des réscrvcs  azotées présciltes 

d a i s  l e s  gra ines  ( SC!:i!Iii'GI!liilER, 195Ç, 207) . 
La d & ~ e c t i o n  dz l ' e f î i c l c n c e  do i t  4onc ê t ~ e  basée sur l e  

nombre, l a  couleur c t  1â r é p m t i x . i ~ n  des nodzlcs sur l e  systene 

- Symbiose cfficlexite : nodule.; brim--rouge de léghbinogiobimt), 

r e p a r t i r  sur tout  sur l e s  rac ines  prirmires.  

- Çymbicse i i îeff iciei l te  : riodul e s  blanc ou verd3tre,  p e t i t s ,  nombreux, 

apparaissrnt  tardivexent e t  sur tout  sur l e s  rac ines  secondaires. 

& o r s  que l e s  Trèf les  rt-c Luzernes ont  une croissarrre e t  uuie 

nodi~lat ion normale cn tubes e t  en po t s  de sallle oi? de vermiculi te ,  auss i  

bien à ternpératv-re conçtcatc ( 1 8 0 ~ )  q u f A  tenperatxire a l t e rnée  ( 2 5 0 ~  l e  -- 
jour, 15aC l a  n u i t )  (pourvu que l ' éc la i rement  s o i t  ç u f î i s z i t ) ,  l e s  Pois 

et Haricots ne peuvent c r o î t r e  e t  nociuler normalement qu'en po t s  e t  à 

températures diurne e t  nocturne d i f fé ren tes ,  

D a i s  une expérience prél iminaire avec l e s  I,~:pins, nous avons 

u t i l i s é  des grz ines  de Lupin vivace ( ~ u p i n u s  polyph~~133us) . Cette espèce ---- 

e s t  incapable de pousser normalement en tube. Zn pot de saùie,  il a 

é t é  Ernpoçsible d 'obtenir  l a  formation de n o d ~ l e s ,  malgré une cu l t u r e  

portée à deux mois e t  un dévelop-enent normal ( 8  à 10 f e u i l l e s ) .  Les 

mGmes r é s u l t a t s  ont  é t é  obtenus a.vec des espèces annv.elies : 

L u p i n ~ s  h~!ti?_~rii - 
Lupinus l u t cus  var. Yello~q Wiko III - 
Lupinus 2acrustifoliv.s var. Blusa 
I~-- - - - I I I - - -  

I.,upinus h i r su tus  var. Pfluyç u l t r a  

Toutes c e s  espèces, a i n s i  que Lupinus polyr>hyllus , portent  des riockales 

après v .   ois de c ro i s smce  en pleine t e r r e ,  



Avec l e s  Soja, Arachide, Lotier e t  Sainfoin, l a  croissance a  

é té  t r è s  rédui te  en tubes e t  normale en pot de sable avec l a  solut ion de 

RAGGIO e t  RAGGIO conir,le milieu n u t r i t i f .  Toutefois, nous n'avons pas 

observé de nodules sur ces  plantes infectkcs  avec l e s  so>.ches h notre 

disposit ioi i  (page 70 ). 11 e s t  possible quimcune des soi.rches t e s t ée s  

ne s o i t  capable dti : ifecter  Ic  Soja, puisqurav..orx?~e n ' a  6 t é  i so lée  de Soja. 

Par  contre ,  l a  souche i so lée  d'Arachide ( ~ 1 3  S) e t  c e l l e s  i so l ée s  de 

Sainfoin ( J I Ç  e t  525) e t  de Lotier (XIS)  devraient provoquer l ' appa r i t i on  

de nodules sur lems hôtes respect i£s .  

Pour l e s  e s p k e s  suivantes : Lupin (1,. polyphylluç, L. lü teuç,  

1,. iulgustifolius, L.  h i r su tus  e t  1,. h a r t i ~ e ~ i i )  - ; Soja ( ~ l y c i n e  m a  ) ; 

Lotier  ( ~ o t ü s  cornicu.latus) - ; Sainfoin (Gnobrychis sa t jva)  e t  Pir~~chide 

(Arachis hY;>ogea) ~ i o u s  avons r e f a i t  l e s  memes e s sa i s  en u t i l i s a i t  16 

milieu de NICOi e t  TKORNTON e t  l c  milieu de RAGGIO e t  R h C G I O  avec 

addit ion de CaCl ( 1 p ,  1000). Les r é s u l t a t s  ont  é t é  néga t i f s  pour 2 

toutes  Les plantes s z ~ f  pour un p l a t  de Sainfoiil (sur 3), inoculé 

avec une sou.che de Sairifoin ( J IS )  eri pot de verrnicul.ite avec l e  milieu 

de NICOI, e  t THORlTTOI"1. 

2,2.4. DISCUSSION 

De ces  e s s a i s  il r e s so r t  que l e s  condit ions de cu l tu re  e t  de 

nodulation var ient  d'une plante à l ' a u t r e  : l a  symbiose ne s ' é t a b l i t  

que si  ce r ta ines  condit ions sont respectées e t  ces  conditions var ien t  

d'un syst&me Rhizobiuni-plante hô t e  à l ' a u t r e .  



La prcmière ccjndi t ion d 'é tûb1ir;sr;ient de l a symùioye c;t l a  

présence de l?i~i*obiurn ilifectieux. C'est c e t t e  ca rac té r i s t ique  que ---- 

nous norrs comrccc, proposé d f6 tud ie r ,  Le:; résultci ts  pdr ç o ~ c h e ~  sont 

doimbs page 62  c t  d iscutés  page 6 3  avec l e s  r é s u l t a t s  des ;:utreç 

exm,ens pra:iqu&ç SLV chnq1dc ç~uclie . 
L a  secocde coriditiorl e s t  l a  pr&sr-nce d'une plante- tes t  ci l  

é t a t  de r6cep t i v i t é .  

NUTIiIITJ ( 1946, 208)  a montré qu.c daf-is une espèce sensihle à 

3 ' infect ion pa -  raile soirclle de Rhizobiun, il e x i s t a i t  des indlviarrs 

mutants r é s i s t a n t s  à 17ir1fection. Noi~s avoEs observé un phbnomt'ne 

maloguil ch?:< L*..il'c?.iu~n rcycns. e t  . ' P rp~a1 -ense ,  mais il e s t  i a c i l e  de - ------- - -- 

t:our3nér c e t  inconvSnicnt en mul t i p l l a n t  l e  nornbïe de p l a t e s  tcsc6cs. 

2.2.4.1. - CHOIX D2 L r  ESPECE-1il)TE - 

Par contre,  l a  rriultjpiication ciés es sa i s  ne réçoüt pas l e  

problème du choix de lteçpèce-hate. Ainsi, ce r ta ines  souc%ieç i so l ee s  

de Vlcia s a t i v a  ( L ~ s )  et: de Vicia faba ( L 5 ~ )  pilovociuent l a  formacion 

de nodules sur  Vicia faba,  mais pas sur Pisurn s a t l v x ~ ,  a l o r s  que ce s  

plantes  sont réputées appartenir  m même groupe d' inoculation croisée.  

De m&xe, une souche ( L ~ s )  i so lée  de Pisun s a t i v u ~  (var ié té  inco.nnue) 
----,- 

forme rapidemciit des nodules roses  e t  bien di\velopyés s-tnr Pisuin sativurn 

var. l:yzar: e t  sur Vicia faba mais forme twdivernent des nodules p e t i t s ,  _ _ y  

pâles,  sans doute i ne f f i c i en t s ,  sur uile a t r c  var ié tg  de Pic-sm sativum 

(claude 50). Il importe 6onc de t e s t c r  chaque souche sur 17espèce 



végetale e t  s i  possible l a  va r i é t é  à p a r t i r  de l ~ q u e l l e  e l l e  a éeb 

i so l ée  sans t en i r  comp Le des sj.mplj.ficaticnç psopcsées p a r  l a  

classj.ficati-on erronée en 'igr.oirpcc: d ' inocu l~ t io i î " .  

RNDCIiS0:i' (1963, 212) ont mo:ltré que l e  n i t r a t e  i nh iba i t  l a  formation 

de nodules à di f fé ren t s  sî-ades eu processus : 

- en &tan t  r é d ~ t i t s  p a r  l a  p lupar t  des -- Rhizobium en n i t r i t e s  qui 

ca ta lysen t  l a  dégradation de 1 ' acide P-indolyl-acé t ique ('TO?Z;F!~YZY e t  

PELCZhl7, 1354, 213),  

- en inhibant l e  développement des cordons infect ieux ou en l e s  

désorganisa.'zt. 

$.and l l e z o t e  e s t  présent sous forme ammoniacale, l a  quanti te 

de tryptophmc transforniée p ~ r  l e s  -- Rhizobium en A I A  e s t  dimln-ia6c 

(TLVU~ER e t  b~Jlj3:9SGii, 1963, 214) e t  l a  noduletion est également inhibée, 

L'azote organique inhibe également 1.a nodulation (LI~DRNTON e t  KICOL,  

1938, 215). 

Pour ces  ra isons  e t  pour permettre l a  détection de l ' e f f i c i ence ,  

l e s  milieux u t i l i s é s  dans l e s  e s sa i s  dqnoculat ion ne contiennent pas 

d'  azote, Par contre,  l e s  gra ines  contiennent des réserves  cotylédonnaires 

azotées. Ces réserves sont minimes chez l e  Trèfle e t  l a  Luzerne. Hais 

chez l e s  l ég in~neuses  à grosses graines,  e l l e s  sont importantes : chez 

l e s  Pois, Vesce, Haricot, e l l e s  suf f i sen t  au développenent de l a  plante 

jusqu'à l a  f ruc t i f i c a t i on  e t  gênent l a  détection de l ' e f f i c ience .  Chez 



l e  Lupin, dont l e s  cotylédons se résorbent t r è s  lentement, e l l e s  sont 

SILE£ i santes  pour empêcher l a  nodulatioii, mem cui vase de vég6 ta t ion ,  

Il en e s t  probablement de même pour l e s  arachide e t  soja.  

Pour réduire  l a  concentraiion en azote dans l e  n i l i c u  e t  pm 

conséquent dans l a  plante,  il e s t  possible d'au.g;ni3ntcr l e  volume de 

milieu disponible y~c;r plante ou. de sectiormcr Les cotylédons sur l e s  

plantules jus te  yerriiPes. 

La seconde méthode a é t é  u t i l i s é c  pur BOi'SiiIEli e t  BRC)UIfEI?S 

( 1 9 3 ,  216) sur Pois e t  Soja e t  a permis à ces  auteurs d 'obtenir  l a  

nodulation de ce s  p l m t e s  en tubes e t  l eur  développement c-onpZet 

jusqu'à f r u c t i f i c a t i o n ,  développement qxi n ' a  nCm pas l i e u  en vase 

de végétation pour l e  Soja, La croiss&rce des plcmtcs e t  i ' i m p o r t d ~ c c  

du systènie radicu-laire sont tou te fo i s  t r è s  redui tes .  

L a  cu lh i re  en pot, avec ian volunie de niliev. impcrtant ( 2 0  m l  

de milieu l iqu ide  pour 100 m l  de sable ou de vermiculite, dans nos 

experiences, e t  40 ml environ de milieu pour 300 r;iL de sable selon 

ÇC1!VINGEIAI:ZR (1950, 217) perxet d'obteïiir l a  fcjrmation de riodules 

sur Pois e t  Iiaricot. P a r  contre,  l a  c u l m e  en vase de véyctation e t  

L'ablatiolî s i r ~ ~ l t a n é e  des cotylédons ne suff i  serit pas ;3. obteriir l a  

nodulation des Lupins, pour lesquels  un volume beaucoup plins importx't 

semble nécessaire.  

2.2.4.3. - I!IFLUETIC!3 DE L ' ECLIZIRU~J~~;!TL 

Selon ce r t a in s  auteurs (TI~ORETOTJ, 1935, 218) ce n ' e s t  pas l a  

concentration absolue d' azote qui i n t e rv i en t  poar inhiber l a  nodulati on 



mais l e  rappor t  C/?J dans l a  pl ;mtc. Il c s t  doric aussr  iciportant 

d ' a s su re r  des condi t ions  id6a:es pour l a  photos}ntiiCsc, que d' 2ssurcr 

une b a i s s e  de ].a concent ra t ion  d D  azote. 

Urie photopcriode de 16 kc~ii-es e t v n  é c l a i r a g e  a r t i f i c i ~ l  

d 'appoint  ont  s u f f i  A ob ten i r  une bonlie nod1-1llc~tion su r  'IYèClc, Vesc:i, 

Luzerne, Pois e t  Hzricor. Les condi t ions  dc température uti!:i.s?>cs 

conviennent également pour l a  n o d i ~ l a t i o i  de c e s  p l a i t e s .  E l l e s  

c o r r e s p o n d e ~ t  a c s s i  à l'optiiinun trouvé pour l a  Flxa t ion  de l t a z o t e  

pour l e s  Pois (P.OPC):JEI:, VALLE e t  ETSALA, 1370, 219).  Pz con t re ,  pour 

l e s  p l a n t e s  avec l c s q n c l l e s  nous n 'avons pas obtenu de n ~ d u l a t i o n ,  

ces cond i t ions  de temp6ratx1-e e t  de 1u.mièrc ne sont  p w t  Stsc  p a s  

j déales,  120u.r l e s  Lupj.fis en pmt icu .2 ier  l a  iiei,ipitratv.re diurne ( 2 5 0 ~ ' )  

semble t rop  f o r t e ,  même pour  l a  croissctnce. 

2.  2.4.4. - I?IFLLTECI\iCE: D!J C.4JdCIUT.I -- 
~c CX,LI: (1937, 220j canciu.t d 'expériences sur Luzerne qu'il  

n ' y  a pas  nodulat ion si lo .  p l an te  e t  l a  bacl-@rie son t  p r ivées  de 

cabciurn. 

LOMERAGAN et 1)OVLING ( 1958, 221) e t  LO:~lTHER el LOTJERf?CAI\J 

( 1968, 222) ont  observé su r  T r i Ç c 7  ium s u b t e r r ~ t u m  que des  concent ra t ions  ---- 
7-t c ro i s sances  de C a  (a=-delà de 246 pl4 jusqulA 720 n'a~agmentaicint- 

p lus  l a  croissailce de l a  planTe niais  augmentaient l e  norrbre de nodules. 

Ce besoin de Ca n ' e s t  p a s  apparu dans nos expériences sar 

Trèfle e t  1,uzcriie : nous n'avons pas  observé de difr"6rcnccs e n t r c  l e s  



plantes  cu l t ivées  sur nilieu. de R A G G I O  e t  RAGGJO l iqu ide ,  sur Le nEr,~c 

inilieu. gélosé, sur l e  mgfine milieu + SaCi,, ou sur  ~niliev. de NICOI, e t  
L 

THORNTON. Lfe£fet  du calcium sur l a  nodularion des Lupin , Soja, Arachide 

e t  Lot ier  n f  a yu ê t r e  t e s t ée ,  mais un e f f e t  déÇavorab2.e &I milieu de 

HICOL e t  ?'IIORWSOlI, t r è s  r iche en calciv.rji, sur l a  croisçc?nce des Lv.pixs, 

a  é t é  noté ,  P a r  contre,  l e s  seu l s  nodules que nous ayons obtcnus sas 

Sainfoin sont apparus er, ndlieu de KICOL e t  THORNTOII et il est possible 

que l a  nodulation de c e t t e  p l a i t e  tres nettement ca lc ico le  recpir're 

une concentration i ~ p o r t a i t e  de calcium. 

En conclusion, l a  méthode (cu l tu re  en pot à transftision de 

250 m l  sur sable ou vern icu l i t e ,  avec l a  s o l u t i o ~  de EAGGIO e t  RAGGIOt  

dans l e s  condit ions déf in ies  plus haut) u t i l i s é e  zvec succhs pour 

l ' i n f ec t i on  des 'DCfles, Luzernes, Pois, vesces e t  Ha-icots, rie convient 

pas pour l ' i n f ec t i on  des Lupins. Les quelques e s s a i s  menés avec Soja, 

Arachide, Sainîoin, Lot ier  ont é t é  égalemnt  sans succr'ç. 

2.3. - EXAIEN DES CARACSE*IES BACSERIOLOGIQUES DES ÇOIJCIIUS 

Parallèlement aux e s sa i s  de nodulation, l e s  sauches u t i l i s é e s  

ont  é t é  t es tées  pour l e u r s  ca rac tè res  morphologiques e t  biochimicpes. 

Ce t r ava i l  a  pour ob je t ,  dlunewt Q différencier  l e  genre Rhizobiv.m -- 
parmi l e s  d i f fé ren tes  especes bactériennes rencontr jes  l o r s  de 

l ' isolement à p a r t i r  des nodules e t ,  d 'autre pa r t ,  de di f férencier  l e s  

souches de Rhizobium en t r e  e l l e s ,  en p m t i c u l i e r  de pouvoir i d e n t i f i e r  

à une souche sauval;e l e s  mutants qui en dérivent,  rn$me si ceux-ci ont  



perdu l e u r s  propr ic ' tés  synbiot iques.  

L ' exalen nicroscopiq~xc a lieu. sur  des  cu.1 t u r e s  jeunes, ap rès  

f i x a t i o n  e t  c o l o r a t i o n  par  l a  méthode de G r a m .  

2.3.1.2. - ASPECT DES COIJONS;3S -- 

Ltaspec t  des co lon ies  e s t  notk su r  l e  mi l ieu  RC, do-at dérivent 

La p lupa r t  des n i l i e u x  servant  aux t e s t s  Biochin:iques : 

- Ii"?ilicu RC : flg S0,. 7 ii20 092 g 

HX PO 
2 4 0,5 5 

Yeast Ext rac t  Difco 1 g 

E a u  d i s t i l l é e  7000 ml 

FI{ 7 2 5  

Le mil ieu e s t  s t é r i l i s é  20 niin à 121°C, p u i s  addit ionné ( 5  p. 100) de 

glucose à 20 p. 100 s t b r i l i s é  séparément 15 min à llO°C. 

2.3.1.3. - AERORIOSE 

Le mil ieu ( R C  gSloçé à 5 5/l) r h p s s t i  er, tubes de F'Glix, 

s t é r i l i s é  e t  maintenu à 4rF°C, e s t  inoculé en masse. L a  l e c t i ~ r e  e s t  

f a i t e  après  48 heures d'i i icubation à 30°C. 



Le m i l i w  suitymt e s t  s t é r i l i s é  par f i l t r a t i o n  : 

I.!g s0 . 7 k:, O 
4 2 0,2 g 

Fi!:* PO4 0,5 g 

Kir4 Ir0 
3 1 c; 

L-tryptophûic 3 g 

Glucose 10 g 

IElaige V 20 mi. 

Eau d i s t i l l é e  1000 mi 

Thi amine 

R i  bof 3. avine 

Pyridoxine 

Cymocobal arninc ml. du melaiiye 
Pantothénatc de calcium 

Bio t ine  500 rqlg 

Acide fol ique Z i 5  ] lg  J 
Dose d'emploi : 2 p, 100 Gu mélange, s t é r i l i s é  par f i l t r a t i o n .  

Le milieu r é p a r t i  par 10 m l  en tubes de 160 x 16, e s t  

inocul& e t  incub6 A 30°C en agi ta t ion.  Q ~ i a ~ d  l a  croissance n<axirnilm 

e s t  a t t e i n t e ,  l a  révéla t ion a l i e u  avec l e s  r é a c t i f s  suivants  : 

1)  recherche de l t i n d o l e  : 

- acide n i t r ique ,  n i t reux  

- r é a c t i f  de Kovac's : 

p. dii;iéthyiar;iinobenzald4hyde 5 g ) mélanger à GO0C 
Alcool amylique 75 m l )  r e f r o i d i r  e t  ajouter : 
H C 1  concentré 25 m l  

Cc r é a c t i f  donne une colorat ion rose-mauve en prc'selice dlindole.  



2) Recherche de l r A I A  : 

\ - A 8 m l  de r c a c t i f  de StYi,K@:i'SKI, ariiélioré par PILUT ( 1 3 5 7 ~  223, 

ajoul-er 1 m l  de cul  turc e t  1 m l  d t i ' t l i ~ o l . ,  Ui?e cr>loration rouge indique 

l a  prCsence dfAIA. 

2.3.1.5.. - UTTLISAIILi!: D3Ç CITRATES -- -- 

Le milieu suivant e s t  r é p a r t i  en tubes de 200 x 20 : 

Il2 (NI1 4 ,) PO4 1 g 

I-IK 2 PO4 1 g 

!@ Soli. 7Il2O 0 ~ 2  g 

Bleu de bromothymol O, C89 

Hacto agar Di.fco 15 9 

Eau d i s t i l l é e  1000 ni1 

Après atrtoclavage, a jouter  : 

- 2 p. 100 du mélange V 

- so i t  ( c i t ra l -e  S): 

pour 10 1 z l  : 0,4 ~ril de c i t r a t e  de sodium ( t r i sod ique)  A 5. p. 100, 

s t é r i l i s é  par f i l t r a t i o n  (co~~cent ra t io i l  f i i la le  2  g  piw LS ~ r e ) .  

- s o i t  ( c i t r a t e  C) : 

pour 10 m l  : 0,4 rnl de solution de c i t r û t e  de f e r  amnoniacal A 5 p. 100, 

s t é r i l i s é  par f i l t r a t i o n  (concentration f i n a l e  2 g par l i t r e )  e t  O, 7 t n l  

de solution de glucose d 1 p. 103 a con cent^-ztion f i n a l e  0,1 g par litre). 

Les tabes sont r e f r o i d i s  en longue tranche e t  inocixlés en s t r i e  

avec Le minimum de germes. Les tubes ayant v i r é  du ve r t  au bleu f r m c  

après quatre jours à 3U°C, sont notés +. 



2.3. 1 . G . - CYTOCl~i?01~?Z--OXYDi1SC: - 
IJous avons u t i l i  si. l e  papier  réac t i f  Pa thot  ec T M ~ ~  IIAXIICR- 

CHlLJ,COTT el? noias con.Çorrrialt aux ind5 c a t i o n s  du f ab r i can t .  

Nous avons u t i l j s é  l e  mil ieu EC conplét6 nvcc 4 p, 100 de 

g é l a t i n e  e t  s t é r i l i s é  7 5  min à llO°C. L a  prCsence de gé la t inase  se 

t r a d u i t  pax une S.icpéEaction du n i l i e u  apr i t s  incubation d'une 3. t r o i s  

sefilairies A 20-25OC. 

L e  mil ieu (RC gélosé à 5 g par l i t r e )  ~ ~ é p a r t i  en tubes de 

IGO x 16, e s t  inoculé  pa r  p iqare  c e n t r a l e  dans l e s  48 heures suivcint 

sa f ab r i ca t ion .  L a  lecture e s t  f a i t e  après  49 heures d ' incubation à 30°C. 

2.3.1 -9.  - REDUCSION DES NITItATES 

L e  mil ieu su ivant  e s t  s t é r i l i ç t ?  15 min à 121OC : 

KT10 1 Y 

IIK2 PO 
4 0 3 5  sr 

P g S O  71i2G 
4 ' 022 Y 

Eau d i s t i l l é e  1OOC) m l  



~?&I~'X:JC~ 20 s? l / l  

Glucose 2i 2 0  p , 7 GG 50  

Tifpar-,tir en t u b e s  de ;GO x16, i n o c u i e ~ ,  et incixbcx- en agi tat-ici1 à 30°C, 

Pour l a  rév&ia t ion ,  a jouter  : 

1 iril d 'acide sulÇmiliquc ( 3  g povr 1000 ml d 'ac ide  acSilque 5~1) 

1 ni1 dra-rx1phtylc7~1irbe (15 g poix 1090 rd d' acide 3cétiqie 511) 

Un v i r a ç e  m. ~ O S C - ~ C I U ~ ~  interise est no26 4 . 
Un v i rage  au rou;e-noir avec p r b c i p l t é  noir* e s t  noté ++. 

Le milieu RC est u t iL iç6  avec l e s  suppl~rnents su lva~~lLs  : 

Nl eu a-? Br on10 t iîyri~ol 0,03 g par l i t re  

e t  ap rès  s t a b i l i s a t i o n  d i  l a  tempérztirrc à / $ O C ,  on inocuiê p m  piqUre  

c e n t r a l e ,  deux tubes par souche. Sur l ' u n  des tubes, on coule 2 rQ de 

pmaffine s t é r i l e .  

L e  mil ieu RC avec Ics supplbn.?nts s u i v u - t s  : 

CaC03 2 g par l i t r e  

Rouge cmlgo 0,25g p.% l i t r e  

Eacto agar  Oifco 15 g pm l i t r e  



e s t  coulé  eri b o î t e s  de P é t r i  e t  i i i ~ c u l é  dam l e s  G heu-res sv.ivLmt sz  

f a b r i c a t i o n .  Polir chzqiic souche on r6ûli.se un isolement,  dc façon d 

o b t e n i r  des co lon ies  séparées. On ilote,  après  s i x  jours  d ' incubation à. 

3 0 ° C  : 

- d'une p?àt  1-a c o l o r n t i o ~ i  des co lon ies  : s o i t  n~il.1- A rnsi.c, s o i t  

rouge n e t t e ,  s o i t  s r i ç c  A no i re ,  

- d ' a u t r e  p a r t  l a  dif ibi- ion d f a c i d e s  airtom der, colonies ,  t r a d u i t e  

par  un écl.c<iwcisse~::ent di1 mil-ieu e t  un n o i r c i s ç ~ r n e l ? ~  secondaire dOs 

à l a  des t ruc t ion  du carbonate de cal-ciun!. 

2.3.ie12. - DYGIZADATIOY DBS SUCI!ES 
---111-- 

Le n i l i e u  suivssit e s t  s t 4 r i l i s S  p a r  f i l r r a t i o n  : litre) 

I.igSO 7II,O 
4 * 0,2  CT 

1-1 K* P O  
4 O85 g  

NIi4 140 
3 1 g  

146lmge V 20 m l  

Rouge de phénol 0,Oq~r 

S?-~cr e  10 

PH 792 

Les suc res  é t u d i é s  sont  : glucose,  mannose, mzmli t o l  , l a c  toçe. L 1  aci d i -  

f i c a t i o n  du n i l i e u  notée + se t r a d u i t  p a r  un v i rage  du rouge au jaune, 

après  incubation à 3 0 ° C  en a g i t a t i o n .  

2.3.1.1 3. - TElPEREtTUXZ DIX CROTSSCJCE 

Ce Test e s t  f a i t  s u r  mil ieu so l ide  RC gélosé à 15 g par  l i t r e .  

Apr's t r o i s  jours  on note + une c r o i s s m c e  A 3 7 O C ,  compcirable A c e l l e  



obtenue dans l e  i:,ême temps 5 30°C. 

Le mil ieu u t i l i s é  e s t  c e l u i  de FERGUSON e t  EIOOK s t é r i l i s é  sur  

f i l  t r e .  On note i. l e  v i r age  du jaune orniicjé a11 r-ose, dlulle suspersion 

épa i s se  de l a  souche dLms 2 vil de c e  mil ieu,  après  2 h, 18 h e t  4 jours  

dl incubation A 3Y0C. 

2.3.2. - RRSULSATS 

La p lupa r t  des recherches de ~ t l y s i o l o g i e  melzéec, ji:;qu.'jci pour 

l1  i d c n t i f  j c a t i o n  cles RliizoDiu.rri o n t  v i sé  5 di stin-w.er ceux-ci dl1 genre 

t r è s  proche --.- Aqrobacterium. i l insi  IiAEïlDI (1969u, 224) propose ur, n i l i e u  

au Eleu de N i l  pour l a  dé tec t ion  des i';grobc?cterium. HMIM (1~156, 225) 

propose un mi l ieu  au rouge congo pour l ~ i d e n t i f i c a t i o n  de A. t_ur;icfacie~s, -- -- - 

HOFEZ (1941, 226) propose des t e s t s  (brunii;semelat d'vn nijlieu au 

glycérophosphate de calcium, productioii de H, S suir milieil. de ZO BEL],, 
L 

u t i l i s a t i o n  de l ' a c i d e  irrique, c ro issance  à pH 11-12) pour 1' idenx i f i -  

c a t i o n  de A. r ad iobac te r ,  mais l a  réponse des R ' r l i z o O i ~ ~  à c e s  t e s t s  - 
n ' e s t  p a s  homogène. B E R N U R T S  e t  DE LEY (1953, 227) o n t  pcoposé, pour 

1 ' i d e n t i f i  c a t i o x  des hgrobac terium, de rechercher  l a  production de -- 

3-céto-lactose à p a r t i r  ci.~ l a c t o s e .  Soutefojs ,  il e x i s t e  Ge3 S O U C ~ C S  

de Rhizobium capables d ' e f f e c t u e r  c e t t e  oxydation (DE LZY, BZRRAERTÇ, R~,SSEL 

e t  GUILNDT, 1965, 228). 11 e x i s t e  égalcmcnt des Argr.obacterivi:i incapables  -- 



d ' e f f e c t u e r  c e t t e  trransfor~ination (113 LEY e t  co l . ,  1966, 229). 

Ces recherches sont donc sur  tov t u t i l e s  pour 1 i d e n t i f i c a t i o n  

des Agrobac te r iu~ .  D1autrcs  étuiXcs ont  eu poi:r bv.t, sms succCs semble- 

t-il, de mettr'c eui r e l a t i o n  l e  coinpsrtenent synbiotiqile e t  une p r o p r i é t é  

biochimique p m t i c u l i i ~ r e ,  cornrne l a  yroductior; de v i t m ?  ne BI 2  (DAP~ZIIY 

e t  ALEXANDii2, 1969, 2 3 0 ) ,  1 < a c t i v i t é  catalciçique (AIU'DRIJZLJKO, 1967, 231) 

ou l a  formation d1 acide P-iiidoly2.-ncétiqiLc (C!IE~J, 1938, 232) ( G ~ ~ I ? Ç I  

e t  BEGUIW, 1939, 233). 

Cer t a ins  ûuteurs  ont  en£in cherché à d i s t inguer  des  groupes 

physiologiques dii'fi:reuits dayls l e  gciire Rhizobi~~m n a i s  l e s  c a r a c t è r e s  ----* 

é t ~ d i é s ,  coinrne l a  dGgrûdation des  suc res  (~L~~JJNINCER, 1962, 234) o n t  

montré une t r è s  grande v a r i a b i l i  t é  e t  I n  c l ~ i s s i f i c a t i o n  qui  p o u r r a i t  

% t r e  proposée d ' ap rès  c e s  c r i t & r e s ,  ne correspond n i  à c e l l e  fondée sur 

l a  s p é c i f i c i t é  c11ki81e ou sur  l e s  r e a c t i o n s  sérologiques,  n i  aux groupes 

lysotypic~ues  (STCJJIEYSKI, 1370, 235) n i  à ceux qui sont  basés sur 

l ' h o m o l o ~ i e  de DRA (DE LEY e t  c o l . ,  13G5, 236 ; 1966, 237) (HUBERI,EI~J 

e t  co l . ,  1967, 238). 

a i l l e u r s ,  l a  coirrplesj.t6 des milicux s é l e c t i f s  (GRAIIM~,  1959, 

239) e t  l a  v m i a b i l j .  ti: des réoc'cions jusqu ' i c i  propos&es, ne perniettent 

pas actuellement de fonder val ablerneiit l a  dé terminat ion des  Rhizobium - 

sur  une a l~ . t re  méthode que l a  nodulzt ion.  

Nous avons dom cherche à u t i l i s e r ,  ou.tre l e s  c m a c t & r e s  t r è s  

v a r i a b l e s  ( suc res ) ,  pouvant s e r v i r  uniquement au repérage des  souclieç, 

un ensemb3.e de c r i t è r c s  auxquels l a  réponse des Xhizobium s o i t  uiiiforxie 

(à t r a v e r s  t o u t  l e  genre ou pour c e r t a i n s  e t  t ou jour s  d i f f é r e n t e  

de c e l l e ,  non seulenienl- des Agrobac teriun, mais ausç i  des  a u t r e s  genres - 

rencont rés  fréquenmeuit l o r s  de 1 ' i.çolement des Rhizobium des nodules. - 



C'est  air is i  qu 'après des r é a c t i o n s  t r è s  généra les  : G r a n ,  

type r e s p i r a t o i r e ,  tcrr~pérature de cro issance ,  moùil i  t é ,  oxydaiion- 

fermentat ion,  nous avoils é t u d i é  des réilctlons souvent u t i l i s é e s  en 

dé termiriation pour l e u r  n e t  t e  t é  : production d 'uréase ,  gé la t inasc ,  

c y t .  oxydase, c a t a l a s u ,  u t i l i s a t i o n  des c- i t ra tes ,  production de n i t r i t e s ,  

/ 

d' hydrogène su1 f u r c ,  ca t abo l  i s q c  du t ryp  tciphane . 
Parmi l e s  r ê a c t i o n s  ci? d ifférenciai- ion e n t r e  Agrobacteriuni e t  ---- -- 

Rhizobiv~n, - nous n'avoils rcteriu que l e  t e s t  du rouge congo préconisé 

par I ! I Y I I 6  ( 1966, 240). 

Des essais p ré l imina i re s ,  menés sur  Rliizobiuni t r i f o l - i i  

( 3  souclies) e t  ----- R l i j  zobiu~n phaseol i  ( 1  souche) , o n t  montré que l e s  

mil ieux habi tue l  c; d'  ;..rialyse bac ti iriologiq~ae (l: l igler,  c i t r a t e s  Sinmon-, 

e t  Chris tensen,  etc. ,  .) r i c h e s  en peptone e t  MaCl, i n h i b a i e n t  l a  

c ro i s sance  de nombreuses souches de Rhizobium. Pour ob ten i r  une 

c r o i s s a r ~ c e  convenable, nous avons é t é  obl igé  de met t re  au po in t  un 

mi l ieu  dont l a  source d 'azote  e t  de f a c t e u r s  de c ro i s sance  est 

l ' e x t r a i t  de l evure  à 1 p. 1000 (mi l ieu  RC). L'addi t ion  d%ut res  

sources d 'azote r6ciuit t ou jour s  l a  cro issance ,  comme on peut  l e  

c o n s t a t e r  sur  l e  tab leau  IV. 



TARLEAU IV --- 

'I'EIPS DE GE!JE2?lTïGlJ, EiJ PI!AS!? 5XPOiJEIiTIELLE DS CROLSSfJïI;.jCL, DE: R. LRIFOLII 

ET lie I>lri,SSOT,l EI! ~!?ESI.:iuc!3 DE 11lvE~scS SorJRCcS DIAzOTu 
---*--- 

-------------.. ------- -^-*-.----.--.--.O-" -- '"- .--. r--p-lly --- 
RC 4 A 5 heures  

RC; + Casaminoxids ( 4  g par  l i t r e )  ( i n h i b l  t i o n )  

XC + l 'r 'ypticase ( 4  g par  l i t r e )  7 à 8 heures  

Uu t r i en t  bro-Lli -1- glucose (10 g p ~ a r  l i t r e )  ( i n h i b i t i o n )  

--.-------------.- "" ---. - ---- - .-.M.. 

RC + Nbopeptone (4  g par  l i t r e )  

CC + ExCrait de  vicmùe de boeuf ( 4  y par  l i t r e )  

RC + Protéose peptone 3 (4  g p m  l i t r e )  

Cet te  observa t ion  ne s ' app l ique  pas  aux souches cl? Luzerne. k 

( i n h i b i  ti.on) 

( i -nh ib i t i on )  

( i n h i h i  t i o n )  

cause de c e t t e  i n h i b i t i o n  nous avons é t é  mciié, pour permettre  une bonne 

c r o i s s m c e  de t o u t e s  l e s  souches, l o r s  d ' e s s a i s  de d é t e c t i o n  drH $ à 
2L ' 

r é d u i r e  l a  co!icentration en p r o t é i n e s  ( 4  CJ par  l i t r e  de t r 'ypt icase au. 

l i e u  de 15 à 20 g de peptone d a i s  l e s  mi l ieux  h a b i t u e l s )  . Toutêfois ,  A 

c e t t e  concen t r a t ion ,  l a  q u a n t i t é  de soufre  u t i l i s a b l e  e s t  t r è s  r é d u i t e  

e t  on obti .ent un v i r age  en  2 4  heures  avec P ro teus  hause r i ,  mais non en 

d i x  jou r s  avec X~mthomonas ou Aqrobacterium. -- - iI__i~__- 

Deux a u t r e s  niil ieux ont  é té  essay6s  p0u.r l e s q u e l s  l e s  r é s u l t a t s  

ont également été n é g a t i f s  : 



Eau d i s t i l l é e  1020 m l  

I!K2 PO4  0 ,5  Y 

P'ig SO 71j20 
4 

0 , 2  g  

Yeast extraclr Difco 1 g  

Glucose 10 57 

Bac to-pep tone 3 g 

TLyp t i c a s e  2 

Cy ç t é i i ~ e  0 , 5  S 

Th iosu l f a t e  de N a  1 g  

S u l f a t e  f e r r e u x  0 , 2  9' 

C i  t r a t e  £erri.que ammoniacai - 

Ag z r  5 SJ 

Des e s s a i s  de révi i ia t ioi i  Far  des  p a p i e r s  imprégiiés de n i t r a t e  

de Pb ou de Bi, en remplacement de l 'addi t ior l  (le s u l f a t e  Eelnreux ou de 

c i t r a t e  f e r r i q u e  aminonizcal au>: mil ieux de c u l  t u r c ,  o n t  é t b  égalemen t 

n k g a t i f s .  Les r é s u l t a t s  de c e s  t e s t s  n ' on t  donc pas  é t é  rappor tés .  

Par a i l l e u r s ,  qvêlques sov.ches sont  prototropliieç (SIS) mais 

d'  a u t r e s  ex igen t  des  vi t a n i n e s  pour l e u r  c r o i s s a i c e  en  m i l  i e u  minimm 

( b i o  t i n e ,  r i b o f l a v i n e  e t  cobalamil?e pour l a  souche 1-99, b i o t i n e  e t  

thiamine pour l a  bî5S, b i o t i n e  pour l a  p l u p m t  des  a u t r e s  souches).  

Tous l e s  mil ieux niininun u t i l i s é s  o n t  donc é t é  complétés  avec un 

mhlange de s e p t  v i t a n i n e s  (nialange V) i n s p i r é  de LOCHHEAD e t  BURTaN 

(1957, 241) ; c e r t a i n e s  scuches é t a i t  i nh ibées  p;x de f o r t e s  concen t r a t ions  

en ac ide  f o l i q u e  e t  r i b o f l a v i n e ,  c e l l e s - c i  on t  é t é  r é d u i t e s .  



Un des t e s t s  l e s  p l u s  i n t6 reçs : a t s  e s t  l ' a p t i t u d e  à former des  

bactéroydes en  c c n d i t i o ~ î s  à r x i f i c e l l c s .  1;ou.s l ' avons p ra t iqué  de l a  

m;miiire ~ u i v ~ u i t e  : 

Des c ~ i l t u r e ç  d 'une semaine su.- l:C adcli t i  olzrî; de 2 , 5  p.  1000 

d ' e x t r a i t  de I c v i r e  salit exsr;iinées ap rè s  c o l o r a t i o n  de G r d n  ; on note  

l a  prbsence dc forrneç anor~iialcs dl ter, "i)actéro";es a r t j  f i c i e l  s", semblables 

zux bactéro3:des p r é s e n t s  dd-ris l e s  no:li*les. Leur a spec t  e s t   ri ri able e t  

c o n s i s t e  en boursouf lures  ou déformations (fo~osnies eii x ou Y) e t  l e u r  

t a i l l e  e s t  plus; g r a d e  que c e l l e  des  c c l l i i l e s  n a r ~ a l e s ,  obtenues sur  

mi l i eu  contenat  1 p. 1000 d ' e x t r a i  t de l evu re .  Les bactéroPdes ont  

général etrierit un ï~c,pect c lo isonné  dû. à 1 ;1 prhçence de granules  d' ;:cide 

poly--P-hydrolcybulyrique ne prenant  pas  l a  f i s c h i n e  ( F O R S T Y T ~ ~  e t  c o l . ,  

1958, 242) (photo 2 page 5 8 ) .  

Nous avons égalemefit obteriu l a  formation de  bac téro' ldes par  

c u l t u r e  en  présciice d l a l ca loPdes  à f o r t e  concen t r a t ion  ( q u i n i i ~ e ,  s u l f a t e ;  

çtryclirline, s u l l a t e  ; s p a r t é i n e ,  s u l f a t e ,  10 rng/ml). 

La grande ma jo r i t é  à e s  souclies é t u d i é e s  son t  aérobies ,  p l u s  ou 

inoins s t r i c t e s .  Seixles quel clues wies  sont  aé rob ie s  f a c u l t a t i v e s  (~rv in ic r i ,  

F4S, e t c . .  .) . E n  absence de glucose,  l a  tens ion  d'oxygène n t c e s s a i r e  à 

l 'optimum de c ro i s sance  diniinue e t  l a  p lup 'v t  des  souc l~es  appa ra i s sen t  

a l o r s  microaérophiles .  

La product ion d'HIA e s t  s u j e t t e  à d ' a s sez  grandes v à r i a t i o n s  ; 

cependant,  une r é a c t i o n  fa ib lement  p o s i t i v e  r e s t e  fac i lement  l i s i b l e .  

Toutefo is ,  conme c e r t a i n e s  souches r é d ; ~ i ç e n t  l e s  n i t r a t e s  en n i t r i t e s  e t  
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que cei~x-ci  cat;ilyseiit 1 a des t r ~ c  t ion  de 1 ' A I A  (SO:!HAZY e t  PEl,C%Ll?, 

1954, 243) Ic: n i t r a t e  d' ammorlium p o u r r a i t  ;.lvzitcgeuc;e~nent ÊStre 

remplacé par de l ' e x t r a i t  de levure ,  dans l eque l  nous n'avons pas 

décelé d '  AIA. 

Par con t re ,  l a  recherche d? l l i i i d o l e  à p a r t i r  du même mi l ieu  

que 1 ' A C A  ne peut ê t r e  re tenue ,  l e  r h a c t i f  n i t r ique -n i t r eux  révé ldLi :  

1 ' AIfi comme 1 ' indolc .  D1 c?v.tre p a r t ,  avcc 1 e r b a c t i f  de Kovac' s, bzaucoiap 

p l u s  spEcifique e t  s e n s i b l e ,  l e s  r é s u l t a t s  oStenus ne sont  pas i n t e r p r é -  

- W .  

t a b l e s  : c e r t a i n e s  souches sont  AIA"^, ~iicloie'^,  d '  au t res  A I A  IIiTdole 

f e t  dive2.s témoins Indole  ( ~ r o i e u ç  ~:ior%nunii 5 ,  co3 i )  ont  p a r f o i s  donné --------- ..-9 --.- 

une r é a c t i o n  négat ive ,  c e c i  é t a n t  do apparemment à des dév ia t ions  du 

mbtabollsme provoquées p m  l a  concent ra t ion  importante de t ryptophme 

employ6e. La recherche de l ' j n d o l e  6 c v r a i t  S t r e  pra t iquée  sur  eau 

pept-onée, mais l a  p l u p a r t  des souches sont  incapables  Ge se  d4velopper 

sur  un t e l  milieu. 

L ' i i t i l i s a t i o n  des c i t r a t e s  donce l i e u  à une r é a c t i o n  t r 6 s  n e t t e ,  

3- p o s i t i v e  avec 1)roteus Piauseri ( c i t r a t e  ) . Ccr ta i ccs  souciies sollt 

capables d ' u t i l i s e r  l e  c i t r a t e  en présence d'un peu de glucose, a s su ran t  un 

début de cro issance ,  mais presque t o u t e s  l e s  souches produisant  des 

bac téro tdes  sont  incapables  d ' u t i l i s e r  l e  c i t r a t e  comme seule  source 

de carbone, à l ' e x c e p t i o n  des  souci.ies V 13 S, X 10 Ç, K 25 S, X 7 S e t  

X 18 S. 

La rec l~erc i ie  de 1 ' a c t i v i t é  de  l a  cytochrome-oxydase e t  de l a  

c a t z l a s e ,  ne montre aucune r e l a t i o n  e n t r e  l e u r  présence e t  l a  producticn 

de bactérordes ou l a  no5dlat ion (souches ?' 1 S, T 2 S, T 7 S, T 8 S e t  



T 37 s). D f  a u t r e  p z r t ,  1 'abondznce dc milcrÀs gêne sov.vcnt l a  l e c t t ~ ~ c  du 

papier  rézc t i f  pour l a  cytoc!îrome-oxydase. 

Dans nos e s s a i s ,  aucune des  souches a y m t  p r o d u i t  des  

bactéroTc'_es ou des  nodules  n ' a  provoqué l a  l iq iaéfac t ion  de l a  g é l a t i n e ,  

m;ilgst' une c ro i s sa !cc  abond?nl,c e t  une ~nrv. 'uation po r t& à s i x  seniaincç. 

La r éduc t ion  des  n i t r a t e s  e n  n i t r i t e s  e s t  v a r i a b l e  à l ' i n t 4 r i e u r  

du gcnr? Xhizobi~in - ('i' 1 S, T 7 S, T 8 S, T 31 S e t  20-1) e t  n ' e s t  pas  

l i é e  à l a  produc t i e n  de bact6roPdcs ; ccL t r  r é a c t i o n  peut  condui re  à 

tou.tes l e s  c o l o r a t i o n s  intermgdiai-res  e n t r e  l e  rose  p3le  e t  l e  rouge 

avec p r é c i p i  t é  n o i r .  ~J-~tcune souche n t  a l i b s r b  d 'azo t e  molécula i re .  

Le mi l ieu  oxydation-fermentation u t i l i s é  e s t  semblable A c e l u i  

précoirisL' p a r  I-IUGH e t  LEIFSOR (1953, 244), mais dépourvu de p r o t e i n e s  e t  

de NaCl. Toutes l e s  souches a y a n t p r o d u i t  des  b d ~ t ~ r o ï d e c ;  oilt oxydé 

ce  milieu. p l u s  ou rnoins netteincnt,  mais aucune ne 1 ' 2  fermenté.  

Pour l e  t e s t  au. rouge congo, 1 ' add i t i on  de CzCO l a  na tu re  
3,  

du sucre (g lucose ) ,  ça concentrati .on e t  l a  concenrra t ion  d ' e x t r a i t  de 

l evu re  orit &-tri. nodifj .ées par  r a p p o r t  aux prop 0 ç i t i o n s  d e  HAI-IM (1966,  

245). La product ion d '  ac ides ,  p a r f o i s  abondante (souches de ~ u z e r n e )  

peut  a i n s i  E t r e  déce lée  p a r  l ' a p p a r i t i o n  d'un ha lo  c l a i r  au tour  des  

co lonies .  Ce t t e  product ion n ' e s t  p a s  en r e l a t i o n  avec c e l l e  de bac t é ro tdes  

n i  avec l a  nodula t ion .  

L iée  à l a  product ion d ' ac ides ,  une c o l o r a t i o n  g r i s e  ou n o i r e  

peut  appara'i t r e  chez l e s  sovckies riiuqueuses, Par c o n t r e ,  chez Agrobac te ri.^^ 

tumcfacj cns ,  a p p a r a î t  s a s  prochic t i o n  d 'ac ide ,  une c o l o r a t i o n  rouge t r 6 s  

n e t t e ,  absente  chez hyrobacterium r a d i o b a c t e r .  -- 
L a  product ion d ' ac ides  A p a r t i r  des  suc re s  a p p z a î t  t r è s  

v a r i a b l e ,  confirmant  l e s  r é s u l t a t s  de l.IAT$NIPJGER ( 19.52, 245). Aucun 



regroupcr,icnt e n t r e  soir.ches nc  nous seinble poss ib l e ,  d  ' a u t a n t  que l e s  

r é a c t i o n s  son t  gCnlralement peu f r m c h e s .  

La dégradat ion du n imni to l ,  étudiée en mi l i eu  synthé t ique ,  ne 

permet p 2 s  de r e t r o u v e r  l a  d i s t i n c t i o n  dc ?:ORRIS (1965, 247) e n t r e  

Toutes l e s  s r~uches  de Rh-znhii~rn e t  c e l l e s  qui o11t p rodu i t  d.es ------ 

bnc-Léra'tdes poçsè6e:lri \,me urhnse ,  apparaissant p a r f o i s  tardiverxent, 

- 
mais clucune souche r e s t é e  u r é e  ap rè s  six jours ,  n1 a donné de bac téro îdes .  

Les r è s u l t a t s  des  t c s t : ~  d ' i n o c u l a t i o n  e t  des tests biochimiques c t  

~)hysi .ologiques s o n t  consignés dtms l e  tableau V. 
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DES SOUC!!ES --- 

C c o i ) l a n t  
++ tr<:i nilqiléux, nor. coular i t  
+ ll'uc;ucux 
S noa  mzqucux, ty i ,e  smooth 
R nou suuueux,  t y p e  rcngh 

Coilluilr : ----- i sans cou1 eur 
b b lanc  

r i r e  i Ir i :SC -- 
op opaque 
t l  t r a n s l u c i  de  
t p  t r d n s p a r e n t  
b r  br:jri p:+r t~ '5 f1 :  1 , i rence  

liotize C01iz2 : C COI ûrilti.011 
11 rouge  
G p i  s 
N n o i r  
O s a n s  c o l o r a t i o n  

A Acide 
O p a s  d ' a c i d e  l i b i r é  
-i- d i f f u s i o n  d ' a c i d e  I l m i t é e  aux c o l o n i e s  
++ d i f f u s i o n  d a n s  tou'ce l a  b o i t e  

f i é rob iose  : Aè A é r o u i e  ----- - 
A f  Aérob ie  f a c u l t a t i f  

C u l t u r e  ? t z  -- f- c r o i s ~ a t ; c c  n e t t e ,  cor.:parable 2 c e l l e  obtenue 2 3 0 0 ~  

Uréase +++ p o s i t i f  ap rCs  2 h e u r e s  
-++ p o s i t i f  ap rLa  18 h e u r e s  
--+ p o c i t i f  n p r & s  4 j o u r s  
-- n é g a t i f  n p r t u  6 j o u r s  

Hugh e t  k s f s o n  r n o d ~ f i  -- 6 : 

(H.-L. m. ) A a l  c n l ~ n i s a r ~ t  
O o x y c s n t  
N i r i e r t e  
F f e r m e n t a n t  



Sucres -- -- G glucose 
rn mannitol 
Tvf mannose 
L Lactose 

I- via'ayc (:AC: i c l l f i cx i j  o,'~) 
( ) rgüc t ion  peu n c t i e ,  

01-13jne - t a . - -  

des  ~ o u c b e s  : ----- - souches provenant du nieme notiule 

B souclle:: p r o v e ~ a n t  de la. niêrre pl a n t e  

: ' I1rif  01 iuv_n-ce*g L. e t  > k i f  o l j  ~ l m  i l r a t e n s e  1,. 

( en tubes e t  en pote  ; rnilfeu : R b G C I O  & hACC!O ) 
: Ned.icago s ü t i v a  L.  ( mêmes techniques)  - 

: --- Paba - v u l g a r i s  -- ( en  p o t ~  ; ~ i l i e u  : I ikGGIO 

: P h u ~ e o l u s  eZ RLG.10 ) 
---- 

: Onobrychis -- :xi-tiva ban!. ( en p o t ,  n i l i e u  : TY'ICOI, & 

i~!ORI~r' l@I~ ) 

: nodülat ion e f f i c i e n t e .  
: nodulatiori  i n e f f i c i e n t e .  
: pas de nodulal ion.  
: r é s u l t a s  v a r i a b l e s  s e lon  l a  v a r i é t é  v é g é t a l e .  

Gr O il- 
-" 

physiologiques : 1 Rh1 zobium cer ta l r i .  - ------ . 
J I  % j  zobiufn tr&s probable.  

III indétermine. 



WIS Agrobacterium t u m e f a c i e n s  B6 ++ i-b 
K25 Erwi3i.a phy tovora  t y p .  ..... R i-b 
33s X~r:tkornonas p h a s e o l i  ....... S i-j 
ki6S Agrobacterium r a d i o b a c t e r  . . ++ ï -b  

Z1S Pseadornonas f l u o r e s c e n s  .... S b  
Z2S Achroi;oba.cter s p .  ......... R i 
235 C:iromcDacteriurii EP. ....... U viclet 
252 kr- inrobacter  C S 9  ......... S b  
Z6S Azotobac te r  ss .  ........... ++ i-S 

..... T l 3  C: b-i 
( T r i f o l i u m  r e p e n s  L. ) 

2'2s ..... C 0-1 
175 < ~ r i f o l i u m  incarna tum L.).  . ++ '3-i 
rn.i~ i _ - &. [ T r i f o l i w n  p r a i e n s r  L.) ... C 5-i 
TL03 ( i s i f o l i u m  procurr.'Sens L.) . ++ b-i 
T24Ç ( ~ r i . f o l i u m  alexand.rir ,un 4. i+ b-i 
i?OS ( ~ r i f o l i u r n  f r a g i f e r u m  L.). . ++ b-i 
T3  45 ( ~ r i f o l i u r n  r e p e n s  L.)  . C: b-i 

) ( ~ a b a  v u l g a r i s  I.ioensch. ). C i-b 
L2 1. ... C i-b 

........ C 1-b 
L4 S ........ ( ~ i s u r n  sa t ivum 5 . )  

C i-3 ......... Ug S C i-b 
L6L. ( v i c i a  sativa L. j ......... C i-b 

....... C i-b 
( ~ e d l c a g o  s a t i v a  L.)  ...... C i-3 

....... C i-b 
XgS \ ....... C i-b 
;,:6u I ( ~ e d i c a g o  f a l c a t a  L. ) .... C; S-i 
pci1_ ( X c d i c e g o  s?. ) a * . . . . . . ~  S-i 

c3 
Y 

Y P-, 
m s 
3 m 
0 le 
0 P 
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t l -op  
t l - b r  

D r  
t l - o p  

b r  
OP 
02 
OP 

t 1-09 

t 1-op 
t l -op  
t 1-op 
-t 1-op 
t 1-op 
TI-op 
t 1-op 
t 1-op 

t 1-op 
t 1-op 
t l - o p  
t 1-op 
t 1-op 
t l -op 

t l  
t l  
t l  
t l  

OP 
op 

C - 
A - k,) - 
(i) + ++ + 
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Au cours de l ' i s o l e ~ x e n t  des souches, nous avons él imine tous 

l e s  c o c c i f o r r ~ e s  e t  bâtonnets  retenciiit l a  c o l o r a t i o n  de Grm. D e  t e l s  

C bacil . les  Gram , sporulés  s o r t  trei; f r2qucnts  clr?nc; l e s  nodules de 

Nous n1avo?is ~4liéraler:ient re tenu qu.'el.ne soucl~c par  nodule 

( souciie unique ou ne ttemeizt niajori t a i r e )  . CXn?iid pl .usieurs  souclies ont  

ét6 i s o l 6 c s  d'un nEme nodule en quan t i t é  c~r: ipi?r~I+de,  t ou tes  o n t  é t é  

é t u d i k s .  Ainsi,  proviciznent dlilii sel11 nodule : 

K 30 S, 1: 32 S et X 33 S 

K 53 S et- K 54 S 

Les souciles (7')  i s o l e e s  dc li-eflec, sont  t o u t e s  scnibl-ilbleç. 

8 ont  été exaninhcs pour l e u r s  carac tCrcs  physio1ogiqv.e~. Sur l c s  31 

qui  ont  é t é  i s o l é e s ,  t o ~ t c s  c e l l e s  cpi ont  é té  t e s t é e s  ( î  1 S ;\ S 2.1 $3, 

T 30 S e t  T 31 S) provoquent l ' a p p a r i t i o n  de nodules sur  Trifolium pratencc ---- - 

e t  'r'rifolium repens. Les s i x  i s o l é e s  de Piçum satimm, Vicia s a t i v a  e t  --- - - --- - 
Vicia fdba (L  1 S A L 6 S) provoquent lL nodulat ion de  leu^ hate e t  on t  

é t é  é t u d i é e s  pour l e u r  physiologie.  Les 5 souches i s o l é e s  de Luzernes 

(M 2 S à M 6 S) e t  l a  souche 20-1 (non rruqir,euse) aimablement fourn ie  por 

HCUIIILNN ont  é té  b tudibes  p w r  leur physio lsg ie .  Toutes nodulent sauf 

l a  13 5 S (non m.qucu.se). 

(*) : P r .  Dr. V. HEUPIATJIJ, I n s t i t U t  fUr l~l ikrobiologic 
der Univer s i  t Y t  ERLATY'GZll-NURXBERG. 852 Er lmgen,  FriedriclistrqOe 33 



SLIT l e s  8 souches i s o l k e s  de h.;ricots,  deux ne nodulent p a s  

e t  l e u r s  co lon ies  d i f f è r e n t  à e s  cu t re s .  Toutes on t  é t é  cxamin6es par  

l e s  t e s t s  physiologiques. 

Parmi l e s  55  souches I s o l é e s  de I,upin, contrairement  aux p l a n t e s  

pr6c6d2ntesy iîous avons observé uiie grimde v a r j f  té c1;3iis 1' aspect  des 

colonies .  Les nodules, pérenlieç, de c e s  pl-m tc s vivaces se~nbleiit  pouvoir 

e t r e  er,vclhis par des  micronrgzini srnes 6 t s ,z7~gers  e t  1 ' i d e n t i f i c a t i o n  des  

Ehizobiun parmi ceux-ci peut ê t r e  d i f f i c i l e .  27 de c e s  souches r e p r é s e n t a i t  ---.--- 

tou.tcs l e s  souckcs à co1oni .e~  cllîfiiren-i-c:; e t  l a  soucl~e 1-(3gY fourn ie  

par  lil:iJ1fPGJNy o11t b té t e s t é e s  pour l e u r s  c:aractèreç phyc;j_oloyiqi~cs. La 

souche 1-39 ne forme pas de nodules (BEUI%?.SN, communication ~ e r s o n n e l l e )  . 
Les p r o p r i 6 t 6 s  synbiot iques  des 27 a u t r e s  souchcs n ' o n t  pas  é t &  t e s t é e s .  

Nous Gvons éga1emc:nt inc1u.s d a i s  Jcs tests  de physiologie,  11) 

souches i s o l é e s  de pl'uztes diverses. Seule une sou.ciie de Sainfoin (J 1 S) 

a é t f  t e s t t e  sa r  1 a p l a n t e  d 'or ig ine  e t  a provoqui: 1 'appari. t ion de nodules 

( su r  1 des 3 picmtcs inocu36es). Pour l e s  r n ~  t r e s  soucl?eç t c s t 6 e s  sur  

l e u r  plailte Ilôte ( X  1 Ç sur Lotus caruiiculat-dç, .-- Sr 2 S e t  V 13 S sur 

Ifr;iciîis hyPogea) l e  dé fau t  de nodulat ion peut  ven i r  des cond i t ions  -- 
de c u l t u r e  auss i  b i en  que des souclîes, Les 19 souches "diverses" on t  

é t é  passées sur  Ti+fle ,  Luzerce, Pois  e t  EIaricot. LY~LU: souches (X 9 S et YI21 S) 

onL fornt5 des  nodulcs sur IIurjcot. Les çovciies u t i l i ç b e s  cornme temoins 

dans l e s  t e s t s  pizysiologiqurs sont  : 



I n s t i t u t  Pasteur  de P a r i s  

ÎL~ t h r o b x  t e r  sp. ----.-a-- BLOIJ?3~6.b ("*) 

Chror:ohac terFu.m sp . -----p..- ) 
) 

Collect ion de l ' I n s t i t u t  Pasteur  
de L i l l e  Pçcvdomonas Çluorc scenç ) -- ----- 

Achrornob~~c t e r  se. - 1 
1 I s o l é s  au l a b o r a t o i r e  

.4zotobac t e r  sp . --- j 

Une des 75 soxches &tudi.c'.ec; p o u r r a i t  appartenir  à uri des 

genres p r i s  corLme témoins, T l  s ' a g i t  de l a  K 38 S qu i  présrr i te  quelque 

sï.rni.1 i. tude avec X.;ai?"c~onotias, --.--.-- 

P a r l ~ i  ].es 74 a u t r e s  soucl!es ne s1ide=tifj.;-int à a l l a n e  <le(; 

espèces tCmoins, nous zvons c h e r c h  à regrouper c e l l e s  qu i  présentent  

l e s  rnf3;ies c a r a c t è r e s .  Etant  données les  modali tés  d i  isolernent u t i . l i s é e s ,  

le groupe l e  p l u s  imper t a n t  d o i t  vraisemblablement correspondre au 

genre Rhizobium, s u r t o u t  s i  dans c e  groupe c e r t a i n s  c lônes  son t  capab1.e~ 

de provoquer i n  v i t r o  l a  nodulat ion.  

On cons ta t e  que l e s  8 souckics i s o l é e s  de T r i f o l i i i ~ i  ( s u r  8), l e s  -- 
6 souches i s o l é e s  Clrs -- Pisum e t  Vicia ( S V . ~  G ) ,  5 des 6 souches de Ncdicaqo, 

--_1___ 

G des 8 i s o l é e s  de Ph2seoluc 11 des 28 de Idupinus, l e s  2 de O~iobrychlç --,____L> 

e t  5 des 15 i s o l é e s  de p lan tes  d ive r ses ,  forri,,ent un groupe de 43 souches, 

t r è s  homogène pour 1-es c a r a c t & r e s  su ivan t s  (groupe 1) : 

(*) Service d e  Photomicrographie c.t ûncolcçie ~ é g é t c i i e ,  I n s t i h i t  Pas:eiir 
de P ~ z i s .  

( A )  Biologie Végétale, Uiiiveïçi té  d e  L i l l e  I 



- Groupe 1 : 

Mobilité (+) , Gélatinase (-) , A I A  (+) , Aérobiose (Aérobies), 

Uréase (+), Ci t r a t e  S (-), Rouge Congo (défaut de co lora t ion  rouge) 

e t  température (défaut de croissance à 37OC, sauf pour l e s  souches de 

~ u z e r n e )  - 

- Groupe II : 

Il e s t  formé de 8 souches (K 10 S, K 26 S, K 50 S, X 7 S, X 18 S, 

V 13 S, X 9 S, X 21 S) qui présentent  l e s  memes ca rac tè res  que l e  

groupe 1, mais sont c i t r a t e  (+) . 
Ces souches sont t r è s  proches d ' Agrobacterium radiobacter ,  

c e l l e  d'hrachide (V 13 S) é t a n t  meme capable de c r o î t r e  à 37OC, 

f a i t  compréhensible d 'après son or igine .  Hais toutes  l e s  souches de 

ce groupe s e  dist inguent dl&robac - teriwn radiobac t e r  par l e u r  

comportement sur milieu au Rouge Congo, l eu r  apti tude à dégrader l e s  

sucres avec production d' acide ou d1 au t res  caractères  biochimiques ou, 

pour l a  p lupar t  d 'entre  e l l e s ,  par l eu r  capacité de produire des 

bactérof des en conditions a r t i f i c i e l l e s .  

Nous proposons donc de réun i r  l e s  groupes 1 e t  II en un seul ,  

p l u t a t  que de ra t t acher  l e s  6 souches c i t r a t e  (+) à 1 tespèce Agrobactêrium 

radiobacter ,  malgré tout  d i f fé ren te  e t  dont nous n'avons r&me pas i s o l é  

une souche typique dans l e s  nodules. 

Il e s t  in teressant  de noter  que l e s  51 souches des groupes I 

e t  II, identiques pour 7 ca rac tè res  ( c i t r a t e  S exclus) cons t i tuen t  l e  

groupe l e  p lus  nombreux, formant des colonies d'aspect semblable, 

généralement t r è s  muqueuses à coulantes e t  non pigmentées. E l les  ont 



en O-o.trc 1.c nene aspcc t  rnj.croscopiqL~.e et forii;cnnt y6lic'irnlement des 

k)aché:rof des en c o n d i t i o n s  t i f  i . ce l lcs .  Erif i n ,  l e s  souches qui ont  

provoqub l a  formation de nodules  se  t rouvent  t o u t e s  dans c e  groupe, 

Pour deux c a r a c t è r e s ,  Ics  r é s u ? - t ~ ; t s  o b t e n u  n? concordent 

pas  avec Les obseril;iti.ons dr;i;:~res &I,.~CI:.L'S :, KE1:ii' ( 1955b9 24.6) c i t e  el1 

e f f e t  une souche ci:pablc d.3.m ccrtal.ncç condi t r i -~ns ,  dx 1. iquéfier  1.a 

g é l a t i n e  ; SEN e t  c o l ,  (1963,  249) en c i t e n t  t r o i s ,  P m  a i l l e u r s ,  a l o r s  

qu.e r:ous observons des  souches ( 8  su r  31) capa ldes  d l u . t i l i s e r  l e  c i t r s t e  

cornri;e sei11e source carbone,  Ki.!~CZXO\lSKA e t  c o l .  (1368, 250) n ' en  

o b s e r v e ~ t :  pas. Néz-~iniiinç, iioirs c l a s sons  l e s  souches groupe 1 dims 

l e s  Rhi~.oblum c e r t a i n s  e t  c e l l e s  du groupe II d&?s les Rhizobjw?n 
--,-- --.- ."--- 

t r P s  probables ,  

Lu cornparaison des  ç ~ ~ c k e s  des grcxpes 1 e t  IT Iriontre q u ' i l  

n'y a pas  lioc:o~2ii6iti- pour l a  dégradat ion des  cjuatre sucrç:s 6t:uCiLéç, 

par  groupe de p l a n t e s  d%c;igginé, Le p e t i t  nombre de sov,ch,cs examin6c.s 

dans cliaqile groupe fie pel-met pas  de f a i r e  de rapproche~r;ii:?t- d ' ap rè s  l e s  

a u t r e s  c a r a c t è r e s  secondai res .  (311 peut  n o t e i  t o u t e f o i s  que l e  groupc ( K )  

des s c u c i ~ c s  i s o l é e s  de Luzerne (11 2 Ç, 14 3 S, PI 4 S e t  20-1) e s t  uc;c;c?z 

d i f f é r e n t  des a u t r e s  : c ro i s sance  poss ib l e  37OC, r é a c t i o n  r ap ide  au 

t e s t  v.séase, f o r  te a c i d i f  i ca t io ï i  &\a n i l i e u  au rouge congo, présence 

d'une c a t a l a s e .  Cette d i f f é r e n c e  s e  r e t rouve  dans l ' a s p e c t  des  co lon ie s ,  

dont l e  rnucus e s t  très abondant, f l u i d e  et t r ans luc ide .  

Les groupes (T, L ,  P e t  J) iîe s e  d i s t i n g ü c n t  n i  par  des  

carac.t.èrcs blochinric;u.es, n i  pclr l ' aspec t  dcs coloi i ieç ,  C-s  groupcç e t  

l e  groupc M, t r è s  I,oi,ogPrieSI colresponcienr av.x Ehizobju-rn à c r o i s s i ~ ~ c e  ---- 

r ap ide ,  c ' e s t  à d i r e  aux e s p k e s  Xliizobium_ legui~,inosc?~'uin e t  R .  s c l i l o t i  

proposés par DE 1,ZY e t  RASSZL (19G5, 251) ,  GEAHAM (1564, 252), 1iOI"LT;T 

e t  iiOL'i:;:L!, ( 1358, 253) , IiZ'ii!:L::iiT e t  c d  . ( 1557, 25.4) . 



Les souches cies gro:lpcs 1 e t  II ,  provcnmt  de Lupin, Arnchiùe 

e t  a u t r e s  p l an tes ,  £orrncnt un groupe rno5.x~ ho~ogène ,  cc:r;pilenmt tous  1 e s  

c i t r a t e  (+ ) , Egalemeilt 1s. présence de souches à croissance  l e n t e ,  ne t t cpen l  

a l ca l i f i l s an tes ,  permet de penser quc cc  2roi!pc- corrcçpond, au moi..ns en 

pax-tie, a t ~ x  espèces : 12hli.zohi11.n Japorzicun (DE LGY, IZASSEI,, 1965, 255) -----. .--.--- 

( H ~ ; ~ E ~ L I ; I ~ ' u '  e t  c o l ,  , 390'7, 256) a1 j . c~  Phytc~n;~x_iLapori.ica ( G R ~ Z ~ I A M ,  1964, 257) --- ---- 

(HOFFLET c t  COLVEI,!,, 196 8, 258). 

ûn peut observer  éga1et;en-i q u 1 ~ u c u n e  des souches i s o l é e s  des 

nodu.les e t  appartenant  ail groupe 1 ou II n ' e s t  pigneri i-ée ou non mGqueusc 

e t  qu'un ri;Gme nodule n'en a jamais £ourni p l u s  d 'me.  

- Enfin irn groupe III : --- -A- 

11 corriprcnd l e s  24 m i t r e s  soirches, presque tovLtes d i f f f r c n ~ e s  

e n t r e  e l1  c s  e t  toujoixrs d i f f é r e n t e s  des sou.ciieç des griiu-pz:: I c t  ii par 

p l u s i e u r s  cclrac t è r e s  biochiniques e t  par  leu)- aspcc t r;;icriîscopi que. 

AUc~l~ie souche de c e  groupe iic forme de bactitroPdes ou ] l 'a  provcquQ l a  

fo r~na t ion  ùc nodules. RéanmoS ns ,  corne c e r i a j n c s  éta.Lent i;r-il.les pr6çcnter; 

e t  en grande q u a n t i t é  dans un ( P  4 S, K 12 S) ou p l u s i e u r s  nodules 

(K 7 S e t  K 30 S) e t  que no t re  étude ne per:net pas de 1cu.r donner de 

nom, il ~ o u s  e s t  imposr;ible de ].es exclure  forr:~ellement du genre Rhjlobium. --- 

En concl~usio~-i,  l e s  résu.1tat.s des t e s t s  d ' i n fec t ion  nous ont: 

permis de mettre  &u poirit une technique va lab le  pour l e s  Trèf le ,  Ltizerne, 

Po i s ,  Vesce e t  Hmicot .  Cette  technique ne convient  pas pour l e s  e s s a i s  



avec Lupin. Ces risult?,tc> i~ouç  ont 69-lerient p ~ r m i s  de coni i r incr  l ' i à i l i i t i t é  

de l a  p l u p a r t  des souches i s o l k e s .  

Les r 6 s u l t a t s  des  t e s t s  bi ozhimiqucç e t  phys io logiques  nous 

on t  foui.nî l e  moyen d e  -rccoLi~iaStre l c r  i?!li zo:)iil?i s a s  avoi r  recoiirs ---- -- 
a ~ x  tests d ' i f i f e c t ~ o n  el I c moyen de di!'i'6reileicr l e s  souches Les unes 

des  a u t r e s .  Par c o n t r e ,  mcirn lTeg~8~ii4p3ïnent p,7r pl t'? d q  o r i g i n e  (çmf 

peut  Ztre p0v.r les sou.ches dc ~ ; h z e r l ~ r )  n ' a  é.IC possjble. 

Enfin, l a  co~xparaison des  rLs11-1L~itç des -tests biochirniqucs er. 

phys io iogiques  e t  des r & s ~ ~ . l t ü t s  des t e s t s  d ' i n f e c t i o n  ne permet de 

nc t trt eiî évidence aui'u11(- ).-CI u t i o n  a i i r e  uile a p l i  tuAc syi i?bi~ t i q u e  C C  

LU? wtre  c a r a c t è r e  n a t u r e l .  C' e s t  pou-rquoi iiouç avon c, eii t r c p r i s  dc 

proroqxer p a r  cxtation des diff6rei1ccs - a r t i f i c c i l e ç  - e n t r e  c28nes 

e t  d 'é t iadier  2 rcf fe  t de ces ~ ~ t a t i u i i s  sur lc s p r o p r i é t 6 s  5:-ril>iotiq~~es. 



Les exp&ricrices d i  obtenti 'on ::e !nai-mtc; =ppor;ent l a  co~?nai.rc,rzllcc 

d'un ce;17tain nombre de propriié t é s  phyc;iologiquis doat I '6"cclc. f 2,i t 1' ob-;c.t d - 

de ce c h a p i t r e ,  

En p a r t i c u l i e r  l a  ccimpositi.ol-i du n i l i e u  conp le t  e t  l e s  coi~diiiio!ïs 

de cir.1. ture doive!lJc S t r e  adap tbeç  zdx so~!.chcs u t i l i . s é e s  e t  percieitsc a î e  

cro isusnce  abondai te  e t  r ap ide .  

L 'ob ten t ion  de f i~~ l t an tç  à d6f i c i ences  int taboi iques exi.5;~ l a  

m i  s e  au po in t  d'a;? cilie;). ':y?tl.iii t i q u e ,  a s su ran t  é y  ;~l.cncu~"L~:!~e bo:u;e 

c ro issance .  Ceci suppose l a  cor;iaisça~icc des exiçienres en  facteurs 

de c r o i  s s a i c e  d e  chaq~1.e sou.che. 

Enfin, pour rén l i . se r  l e s  expér iences  de y6iîétique,  il f ilut 

c o n a a î t r e  1 2  v i t e s s e  de croiss&?ce des çouci~es s u r  les di f fé rcr2 ts  

mi l ieux  e t  l a  correspondance e n t r e  la dens i t é  de germes e t  Iâ dens i t é  

op t ique  des c u l  t ~ ~ r e s .  

3.1 . - Eilrl'ilETIEiT DZS SCJIJCI-1CS 

Toutes l e s  souches sont  maintenues 2 - 2 0 C C  en milieu. con;jlct  RC 

(page 46 ) , additiofiiié de 50  p. 100 cl,? g lycé ro l  s t é r i l e  ciCs qrne l a  

c r o i s s m c e  maximum e s t  atteifi-ie (~~A3!,1;;i;; 1960, 259). 



A p a r t i r  de ces  cult i ires cor~cjelCcs, des repiquages son t  

ef.Fectu.6~ sur milieu solide corr.plet, en tizbcs inclint'r, qui sont 

mainteini~s au. ré f r igéra teur  à + 4 O C  e t  u t i l i s é s  pour l e s  expériences. 

Er? outre,  chaque souche e s t  maintenuGe cn suspension dais de l a  ÿ6l ose 

pure à 7 , 5  p. 1000, en arnpovle scel.lée, z.11 r é f r i ç é r c t cu r  . C e  noycn 

do i t  perir,ettre un? conservation de devx &iriéeç (IICUI~!JT~?, coimiuni.cûtion 

persol:nelïe) . 

3.2. - IILIJIEU CO1PLT:T 

3.2.1 . - 117FL1!SI1C!S DES SELS I,II!IER!?UX ---. -- 
Un grand nombre de 1s3 l ieux ont 6 t6  proposés pour l a  cu l t u r e  

des Rhizobiuci. Le p lus  souvent l e  milieu suivant ou uul. niilicu aia1ogu.e 

e s t  u t i l i s é  (gh)  (LAIRD* 1932? 260) .  

I@ so, s 7 ~ ~ 0  O, 2 

IIK PO4 
2 01 5 

IJaCl 092 

Ext ra i t  de lemire 1 

La c ro i ssmce  obtenue çirr cc milieu e s t  représente? su.r l a  f igure  3, page 7 3  

Une croisscmce identique a é t6  obtenue sur l c  n%me nil.icu scms 

HaCl., avec l a  sov.ehe T 1 S. 

La présence de calcium dans ce n i l i e u  entraSne l a  formation, 

l o r s  de 1 ' autoclavagc, d'un précipi  t é  de phosphates de calcium, qui 

nu i t  zdx lec tu res  de dcrisiti: optique. liussi ûvons-fioi~s çii.pprirn6 l e  



carbonate de calcium de ce mil ieu.  La c r o i s ç a t c e  a i n s i  obtenue a é t é  

i d e n t i q ~ i e  à c e l l e  obte1iir.e sur l e  milieu. de dopart ( f i g u r e  3). Ceci 

conf ir:!i.e l e s  travaux de 1:ORRIS ( 1958a, 251) selon l e s q u e l s  Les 1ihizobio.m - 

exigent  du n;,ignésiv.n, 1:1~?j s pas de  calcium. VIlJC3iIT ( 1952b, 262) a, par  

contre obteiiia ~ ? 2  crc;is~i-blce PLV.-. cjrznc'ie cn pré sence de e l c i u m .  Toutefois,  

l e s  obr;ervati.ofis r épé tées  6cr c e r t a i n s  au.teurs : Fk CALLA (1337, 253) ,  

i-4 
selon l e s q u e l s  ceri? . ins  Khi zohi~>.m, c u l t i v é s  en présezce de C a  forment 

-+ 1- p lus  de nodules qixe ceL1.x c u l t i v é s  s a r ~ s  C a  , permettent de penser que, 

Four c e r t a i n e s  sou.chcs, l e  mil ieu ou sont  c u l t i v é s  l e s  germes d e s t i n é s  

1 -k 5 i.noculer des p l a n t e s ,  d o i t  con tex i r  du Ca . 
PIC CA1,LA a 6g~lernerit observé que pour des Rhizobium de Soja --- 

e t  Lv.zeriie, c u l t i v é s  sms calcium ( e t  ~ L I S ( ; ~  sans mzgn6siun) 1 aspect  

des colorl ies  e t  1 2 SI a ù i l i t é  des p r o p r i é t é s  syriibiotiqucs p o u v ~ i e i î t  

v a r i e r .  En deux acis, nous n'avons jamais observé de t e l l e s  vc l r in t ions  

-4-t bien que rios mil ieux so ien t  dipourvus de Ca (mais bien pourvus en 

1~ig") Par col i t ie ,  1 ' absence de KaCl., favoruble dans l e  c a s  des  souches 

de Trè£lc, e s t  peut  ê t r e  légèremelit i i u i s ib l e  aux souches de Lu.zerae 

( f i g u r e  8 page 82  ). 

L' add i t ion  d l o l  igo-él6ments ( s o l u t i o n  de I!EI,L,ER) indispensables  

pour l a  i iodula t io :~  (~'olybdèiie en p a r t i . c u l i e r )  n ' a  ~ ~ u c u n  e f f e t  sijLr l a  

c ro issance  en c u l t u r e  pure,  l ' e x t r a i t  de le.c%re e t  l e s  inquretCs 

contenues d a s  l e s  s e l s  inin6rdux v . t i l i çés ,  s u f f i s a i t  probablenrcnt aux 

besoins en o l igo-é lécents .  



CTtOIVSk1:r:E CO;I,PAH?:F; Dl.: REil;X)3Jlii:: 1lTrIFOL1S ( l11S)  

Sur  m i l  ie!r YTd avec Manni.tu1. ..................... 
Sur rni . l ic tu  Yîii safis RaC1 ni CaCO avec f>larinitol.. 

3 ' ------- 
Sur ~ i f i c i :  Yb! ~saris EaCl ni CaCO- avec Gl.ucose... .................. 

3 ' 
PB : 7 , 5 . G u l . t u r  r io 100 RI. i:n c r l a o m e ~ ~ c r  ge 303 ml, incubés à, 
30°C en ügitnti or,. r n o c i ~ l  i:m : t?.rîviro:: 2 ,  t1! cellules v i a b l e s  / n;l . 



3 ,  2.2, - IIJFLIJl<ITCI: I.,?' ç[)U]'CE Da ci:naQ:fi.: --------- -. --------.. - -- 

II e s t  génér,lc~r?e;:.t adn i s  que l e  n z a n i t o l  c o n s t i t u e  1;i source 

d e  cmbone  l a  p l u s  c o ~ v e n a ù l e  pour 1 ' i s o l e n e n t  des  Ehizobiun parce q u ' e l l e  
-.-- 

e s t  l a  p l u s  sélective (GRNTI~ \~ .~ ,  1933, 2'55) e t  que tous  l e s  Rhizohii:.rn à 

c r o l s s ~ u i c e  le i i tc  e t  à cro<ss;:iice rapicl..? ltutil.ic;eïi'L fac i lement .  N&ir11:?oi:q 

e l l e  ne c o n s t i t u e  la r ; ,c i l lcure çov.rcc de casùonc pour clucim de c e s  c1eu.x 

groill.)ès, l e s  peiitoscs 6 ta i i t  l e s  sucres l e s  i n i e ~ ~ x  v. t i l . is6s  pm l e s  Rliizcbi.!i:i? 

à croisr,crtlce l e n t e  e t  l e  glucose C O Y J V ~ ~ ? ~ ~  l e  rnieu-x aux Rhizobiu;,~ à c r o i s -  

sance ~ a p i d e  (GOSSKO;:YK~$, 11366, 237). 

Tou.tes l e s  souc:hcs ((;au-f ccllcc; de 1,1.:~in) qu,e nosis avo:is 

u.tilir;Sec; d m s  l a  su.itc de rios e x p é r i c x e s  s p p s r t i e n ~ i e l i t  au cjroilpe A 

c ro i s sance  rap.i.de, i:ous avons donc re~iiplri~cé dans I e  milieu yrxéci3deni, 

l e  1::annitol par CPJ. glu-cose. Lt?.ugncntati.on de croissai?cc obtenue pour 

l e s  souckies de iY?f le  e s t  po r t ée  esur l a  fijure 3 page 7 3 .  

Le militlu Md, sans  RaC1  n i  Ca O avec 91-ucose, a b t é  u t i l . i sé  
3' 

dans t o u t e s  l e s  e::péricnces q u i  suivent .  Sa curr,po:;ition e s t  donc (en  3 / ~ ) :  

Ni.lieu RC : - - - - -  PU so 711~0 
4 <  O,2 

KK2 PO4 O, 5 

Yeùst Zx t r ac t  Difco 1 

Glucose 1 O 

pH ap res  autoclavage : 7 , 2  environ 

3.2. 3. - INF1,ISY::C::' DE ;:,A TZiFl?,lll'IJ2s ?T Dl2 ;:Lt:,E~nrro:r ---- -----.---- 

3.2.3.1. - TEl?EI?ATURZ 

Les --- Rhizobium d e  iic?ricot, Pois ,  Vesce, Fève, 'préfle, s a in fo in ,  

Lupin, son t  inca])ableç de c roE t re  3. 3 7 0 ~ .  Seuls  ceux de Luzerne l e  



peuvent.  1,; v i t e s s e  de c r o i  ss:uicc augrseil t e  avec 1.a terri:)érature, c i a i s  

A 31-3P0C l c s  souclies de Trè f l e  ne croisc;clit p l u s ,  Ijans toutes; l e s  

exp6rienceç qui  su iven t ,  sau.f i n d i c a t i o n  c o n t r a i r e ,  l a  température 

d'incu.bntj on a donc é t é  de 30°2. 

3.2.3.2.  - ~'LZR~~TTO;:  ------ 

L'inîluctiicc ~IF: 1 ' aérat ion.  des inil lei*?: l i q u i d e s  a é t é  t e s t é e  

cil er le f i s  de 309 m l ,  co r i l enmt  100 ml de mi l i eu .  Les résv! t a t s  pour 

dcu:; souches de TrèÇlc (ï' 1 S et S 19 Ç) s o n t  pal-tés sur lc? f i g u r e  fi, 

pzge 75. 

3.3. - ciolsviiracz sui, IIII~ISY C G I Y J . ~ ,  :?ELATIO:I AVEZ J,A EXLTSITR OPTIQE-: -- ----Pm- ------------ 

Dans l e s  exp6rj.erices svivcmtes,  t o u t e s  l e s  c u l  t ~ i r e s  on t  do',~ 

eu. l i eu .  dans l e s  c o n d i t i o n s  s ~ i v m t e s  : 

l/Iilieu RC ( 100 ml en e r l e n  de JOC ml) 

Agi ta t ion  : 100 a l l e r - r e t o u ~  par  min. 

Kesures dc Densité opt ique ( ~ 3 )  A 303 nm expririi6es en 

cent ièmes d ' u n i t 6  (O à 200) (Spcc t r o p l ~ o t o n é t r c  

JEJGJ & CONSTP~;TT) 

Dans c e s  cond i t i ons ,  l a  c ro i s sance  pour 1 1 S ( ~ r è r l e )  e t  1.i 5 N 1 ( ~ u z e r n e )  

sont  l e s  s u i v x ~ t e ç  ( ~ i . ~ u r e  5 paye 7 7 ) .  th observe générzl~csient : 



Souclics : T1S et T l 9 3  74.ili.e:~ : 174 

Inocul.t~ni : ei:viroii 5. lo4 c e l l u l e s  v iüb1 .c~  / ml. 

D.O. (669 nm) C u l t ~ i r c r  agltécs, 

T 1S 

2 00 

150 

IO0 

Cu14uures 
non agi-téCs 

50 

O 
O 8 16 24 32 40 48 56  6-< 72 



D.O. cri  culture^ ~ ~ ; i t C e r ; ,  sur z i l l e u  I l C ,  h 30°Y. 
(600 na]) l n 0 1  : 1 c e l l u l c s  / r n l  (TIS) 

2,7.10b o ~ l i u l c u  / m l  ( I [ ~ R I )  

O 2 2 24 36 



1) Un temps de 1.ïitcilce p1.v.s long (ciêne 2 inoculum é(;;il) polir ?.CS 

~o .~ ick~es  de Trè f l e  (24 h e n v i r o : ~  pour u?ie cu.l.tv.re dil.uilir. au. 1/100~)  que 

pour l e s  souclles (le Luzerae, 

2)  Une p11ase c x p o ~ ~ e i i t i e l l e  avec im it:rps cie gfniir.ati.oa p l u s  fai.ùl.e 

pour 1.1" tj JJ 1 que pc,ui7 T 1 S. 

rl'ou.tes l e s  çcriiçi~es d.e 1,lxzcr:lil o:;t u.11 temps dt.: géii&ra%ion p l u s  

Çai.i?l.e qi;e l e s  soia::ll?ç de Tx-èf l e ,  Po i s ,  sce , Fèv-e e t  Ba-ico t , 

I)ms Ia p l ~ ; . p m t  des  ci?l.'m.rec;, il ripparaît  tir1 Ci11 de c ro i . ssa lce  

expone!iticll.e, des  g?-u;:?ezil.x de p1i~.s en plu.:; i i i iportaats q u i  g%iie;it I c ç  

mesures dc Dû. 

IJne correzponcieace a e t 6  é t a b l i e  en t re  l a  DO e t  l e  iio~:bre 

de gcrrnes p a r  r r ~ l ,  z.-tax a i f f k r e n i s  s t a d e s  dc l a  croiss~-v!ce (.figl%rc 5 pagc79). 

La techniqu-e de numkrat5,on e s t  1.a ç u i v m t e  : 

Dilu.tioils s t lccessives : m. 1/10 ( 0 , 5  m l  d a i s  4,s n i l )  

14ili.e~ : base poiilr 1iC (RC saris glucose) oir 

base pour R (R çms glucose,  rnilieu ç jmth6t ique)  

Etalemcnts : 0 , l  1111 par  bocite de mi l ieu  RC géloçé à 15 CJ,/I., 

é t a l é  à l ' é t a l e u r  coudé. 

3.4. - soriz:.cF;s sr TAU!: D' AZGTE ------ 

D ; n s  l ' e s p o i r  dfa;?gmc:jter %a v i t e . ; ~ ~  dc c r o j  s s a î c e ,  1' 5.nflinence 

du taux d ' e x t r a i t  dc l evu re  su r  l a  c r o i s ~ ~ i i i c e  e n  ni l ieu.  l i q u i d e ,  cle la 

souclîe T 1 S, a é t é  étudiée (f-iyju.re 7 page 80). La c ro i s sance  optl:num 2 

é t é  o b t e n ~ ~ c  avec 1 g/l. d ' e x t r a i t  de Icvcre. A l a  dose de 4 g/l, il y a 

induct ion  de bact'rro5'6es m t i f i c - i c l s ,  n a i s  l a  croj-sçnilce e s t  inkiih5c. 



ViAJII,E:; 3;ii;S LES CCi;llliEIES 1);:: j~!!!%;(jTjIU;ii -.-.--.-- 

( ~ e s  riurniI.rutions 5 I!.0. < î5 ,  avarit la phli.se v x p o r i r - , i j ~ t ; , c l  rie cro; osacce 
t 

e t  à D , O I  ) 150, fausu6es  par la. psciscnce de griui:cailx, n'ont pz& &té 
priaes en coneid6rntion.) 





I:t-ci c o ~ f  irme 1 'op:li.li.on de rZI,i.iO;J ( 1933, 258) selon. l a q u e l l e  Les 

bactéroY dc s çcr~.iexiL i . i ~ c ; \ p ~ b i c s  (je s e  d i v i s e r .  

L ' e x t r a i t  de l evu re  e s t  ujle çov.rcc d ' a z o t e ,  n a i s  a u s s i  de 

v i  tarriii~es ( 100 y de t:liamirie par  grcim~Fe).  G r ,  c e r t a i n s  a u t e u r s  on t  

observ6 que des conccri.i::rutio!?s éLev6es de i!ii.amine indui  :.aient l a  

fox-~riation c'ie bac t6roTdcç ( ~ c A u ~ ; D \ ~ I ? ~ '  c t IU'ILSSOIY, 1943, 2 5 9 )  . 
Sour z~zgnin-Ler l e  taux d l d z o t e  a n s  zv,gr<,eritc~ c e l u i  dcs 

vi t a c i i i i ~ ~ ,  i1OU.s ~ V O I ~ S  essayf d '  d j o u t e r  au r a i l  :ieu XC des  "v i  t?~riii;-Sree 

Casamino-aci dç" ( ~ i f c o )  . Cet te  s d d l t i o n  deva i t  aiassi pe r i ?e t t r e  l l e n t i c t i e n  

Les rksu l t i?  t s  ohtefius poivl.r T 1 S e t  1: 5 M 1 son t  p o r t é s  srxr 

1 a figure 8 page 82. ü!ïc dose de 4 CJ/I dc Casar-iino-acids pcrnel: ui1e 

ai;ginr_tntatioti iiet-tc de 1;: croisc;~i7iie de 11 5 i i  1 ; une Case de 10 ci/i 

est i n u t i l e .  Pa r  c o n t r e ,  povr 1~:  :;ouclie T 1 S, il y a i ~ ï h i b i t i o r ~  

to tz . le  de l a  c r o i s s a i c e  à 4 c~/l de C a s a r ~ i n o - x i d s .  1 , ' i n h i b i t i c n  e s t  

presque nctgligeablc A O,3 c ~ / l .  

L a  même i r k i l ; i t i o ~ i ,  à 4 CJ/L, s u r  mi l ieu  liC gé losé ,  a été notiie 

pc)i.lr t o u t e s  l e s  souckies de 'Pi-$île (;SUI vae.  Zlle ri' e x i s t e  p a s  pou* l e s  

çovcheç de Luzerne e t  c e r t a i n e s  JOLIC~Y;Z~S de Lupin (K 1 S, K 2 S, K 3 Ç, 

P o i ~ r  d ' a u t r e s  souches de I i ~ r i c o t  (P 5 S, P 7 S, P 8 s), c e r t a i n e s  

de Lupin (K 6 S, K 8 s), c e l l e  de Po i s ,  Vcç-e, Fève e t  pour u.ne J O U C ~ ~  d e  

'I"rèE:Le (T 30 S) qiielques co lo i l i s s  à aspec t  normal on t  a p p a u ,  tardiverncnt, 

SLLT c e  mi l ieu .  

COIL%C 1 ' e f f e t  i n h i b i t e u r  du. cliloru.re de sodiuni ~1~x1s des 

milieux d e  cialturc! pour Eiiterobc;ciCries, av?.it d é j à  ë t é  observé sur  l e s  





$hi:tr>bi.~i?:?, r,oiz.s avons ch~rc l j{-?  à sclv0:i.r si  l1ii~i-ii . l>iti .on dc crolzsa!ice des 

j.li:i>:~biu.~i Zc Ir&f'le i:t?,i t due à 1 2  pri'selice de i!aSI d a n s  l e s  Casumino- -- -. . . --.- 

acid.:; qiri en coii t i .emIeni ~ :TI  effet 4111 p.  100, provenant dc l a  neutrnlisati.o;.1..0;~ 

p a r  Ic sou.dc Cc 1.' acide cl:lor!iydriqu.e s c r v m t  à 1 'hycirolyse de l a  

caséine. 

Ltef.Te-i: de d i f f 6 r c n i c s  doses dc HaCi c;im l a  c r o i s s , ~ ? c c  de T 1 Ç 

e s t  p o i t é  sur la F i g u r e  3 p?ge 84. 

Pi I,? dose de 1,6 g/l s o i t  1 '6c,u-iiv,?lerit &J ITaCI pri'scrit d a s  

4. g,/l de Cssilnii~:j-acids, ?.a croisçcmce c',e T 1 Ç c ç t  i i ih ib6e.  D a n s  une 

~:i:.lr: exphriencc no.ins avons testé  polir I c s  sor;.ches T 1 S et 1: $ 1 

- d?,~ S'laC3. ( 1 ,5 <5/1 ) 

- de l ' i o n  l:;:' s a i s  f o r i ~ e  IJz SO ( 7 ,  9fir g/î) 
- 2 4 

-- de l ' i o ï !  Ili SOUS f01~.13 KCI.. (2,G.T g,'l) 

- druil méïaliyc d ' x i . d e s  ; i ~ i i i ~ é ~ ,  avec: e t  ç a ~ s  ;,:aS'?. ( 1 , ~  cJ/ij 

l e s  ti.r,!oins é t a i e n t  : I l i l jeu  RC 

I3;jl:'ieu XC -i Cascinino-acids ( 4  e t  10 pour 1.I 5 iT 1) 
( 0 , 5  e t  /+ g / ~  pour T i 2) 

ï,c ri,&la:ge tll~.c:i..dcs ariiinkc: v.tilj..sé e s t  composé d c  la façoii su ivante  

L. L.rg 
L. Asp 
1,. Cjrs 
G ï  y 
L .  (;lu 
L, I I i s  
L. I leu 
L. Leu 
L. Lys 
L. let 
L. Pha 
L. P ro  
L. Thr 
L.  S r  
L. V a l .  





Avec c e  r:~&lccvlgc rj.cl?e e n  acide ylüt;~!i~i,qil~, 1.e mi.?.ieu J:C ;t izn pz  c!e 

. . 5 ,  5 .  11 a c t é  ajuscc a 7 , L  m e c  de Ia p c , t ü ~ s e ,  

On v é r i f i e  3v.s l a  fi5ii.x.e 8 8?) que 1 , G  g / ~  N;:CI. iilliibr 

D'axtre p m t ,  3 p a r t i r  de l a  so-o.cl-iil T 1 Ç, il e s t  posç~U1.c. 

dVob?en i r  des cl-8iic.s r6s:isti-.il~ls A 2 g/l. i,$;rCl. e t  l a  c ro i s sance  de c e s  

c l anes  ~ ~ ' e . c ; t  pas i-n!i:ibrlic- pan- 4 g?. de C;.s;:rriinci-acidc;. Pou^ l a  s c ~ ~ c l i e  

T 1 S l a  préçe i~ce  de K C I  e s t  aussi  noc:iv? que c e l l e  de 1:aCl. 

En conclu.sio*?, i  l çcni11.e do:ic crùc' l ' i-ii.,i.bi tic:?. dde crloi.ss;:.:rxe 

de l a  souche T 1 S  pzr  les ~nsac!l.no--~c:ids e s t  di7.c 3. la présc i~ce  de NzCI. 

- 
(40 p. 100) dzns c e t t e  ppréparatio:~, e t  q~ie ce s o i t  l ' i c j r l  Cl qui  s o i t  

toxhque . 
E6mmoiriç, La c ro i s saxce  d e  ?-c: souche T 1 S ohteiiv.e cri. p~,c"iseïice 

de 1.22 SO n ' e s t  p ~ c ;  o p t i ~ m m  (r îyare  8 pciçc: $2) .  Zr?_ o u t r e ,  Ic rn&l;i:?ge 
2 4 

d' ac ides  amines uii.3 i se, bien que favorable  pour 1 u souche de L~:z~ernc, 

- 
dépri12l.c l a  c r o i s s a - c e  de c e l l e  de Trèf le .  L ' ion  C I  r i test  d m c  p;i:; 

s eu l  r e spo~ i sab le  de l ' i n h i b i t i o n  par  l e s  cric;rrrniiio-aci.dç, de l a  croi.r;çauice 

de I{iiizobiur;.i t r i fol .5  i. ----- 

I;OXGI,EY e t  c o l .  ( 1/37, 27 1) et SCII\:IIJGi-i!',IIF;l? (1950, 272) o n t  

c l f  a j .1 leu . r~  observe u r ~  c f f e  t t:oxiq>~e de cei-.taii? s acide-: amili,és (g lycoco l l e ,  

c y s t é i n e )  sur  l a  croic;çcance de soirches de 'Pèfl.e, 

D t a ~ C s e s  p r i p c a t i o n s  prot&iqu.cç o n t  é t b  t e s t é e s  s u r  ??. t r i f o l 5 . i  --- - 

(T 1 S) et 2. i n e l i l o t i  (20-1). Les r é s u l t a t s  0btenv.ç sont  figurés su.r ---- 
1.a f i g u r e  10 pzge 83 ; il appar;:it qv.e c e r t a i i l e s  p repa ra t ions  (p ro t éose  - 

peptone no 3, néopcp t coe )  inhibeizt: 1 a c r o i  sscince des à e ~ ~ . x  soucliec;. 

L 'ex t re i  t de viande de boeuf inliibc seulemeiit R, tri.fo!.i.i ('i' 1 s). --- 

Cette  a c t i o n  sfexpl . lqur  par  l a  r i c h e s s e  de c e  p r o d u i t  en NaCl., 



EC 4 I'rot6oac- 
Peptone No 3 

M 
--..------ T <- , ~ % d % * r r ? & ~ - - * -  hws--- -.----- sa---& . '? 

RC -t B t r a i t  IM de Viande de Boeuf 





Dans 3.c 1akl. i .c~ i'?C, l. 'extrai.t '  dc. 1evx::rc; c:oiitient des ,?::i.dec; 

d t  h t u d i c r  le:; c;:i.ge:~ce(; ;nGtabo!.i qi~c;:;~ CL? rnu t;:?itç, noirs a v m ç  x-e~plzic6 

, . i?hi:?obi.?rr!l 6 t;in:: r6puic. :~ l e c n p z b 3 . e ~  de i-&di.z?.rc ].es nitrates m.-delà ----- 

des i l i t r i . tnc , ,  I'étuc3.e n port<: sur le:; s e l s  dt;irnr:ior;iun. Des e s s a i s  

prélj.nii!l;!ires, sur nii.!ïel; gélor;ti os?: ~::oiitl~? i:tc:~lmoii?s iane croissriiicc: 

p1il.s f o r t e  ;..v~r: ïe ~ l i t r û t e  q u t  avec le:; s~;l.?z.?:e et carbo::,;:te d' a ini~~or~i~~n! ,  

Le-. r é s ~ d .  C a t s  obteliiz.s en ci?;.l.icu liqi.:ide, avec d i  r, cxl Yures 

paC;e 89. Les  c o n c c i ~ t ~ n - k i o z c ;  de n i t r a t e  dfc7i:?lno?;5u.m s o a t  0, 5, 1 e t  ,4 g / - ~ .  

Les v i t a c i i n c s  z joi1t6cs  ~or?.i: (LOZIJI!.~~'-D c t BV?.i'i):?, 135'1, 27 3 )  : 

Tll< ,- 1-,; lie ,. ;:i i .. .. O, 5 y/ln;l 
PixitS.iotiiria?-e de C;a 0, 5 -y/;nl 

B i o ï i ~ e  1 ~.y/rnl 

AC. f o l  ic1v.e O, 1 T/rLl 

iii.bof 1. aviiic O, 5 y/ml 
Pyri.dc~xaini.nc--2 i:Cl O, 1 y/ml 

Pyr:i.clcxal-IICI. O 5 y / r d  

p-zmirio-bei:zoTc;.~.e O ,  :j -,,/rfil 

Ac. nicot:liîiqire O ,  5 y/lal 

Chol ine  Cl. 20 y/mi 

rn-lnoçitol  50 -y/ml 

Cy?ziocob~?I m i n e  2 my/mI. 





12. lia pl sa rait dtz.pr&(; ccs  r 6 r ; u l t ; t s  qu.e 1 . e ~  -,; _iou.ches de 

B. tïrif'o: ii sont  c'zpzhles dc I-iou:;ses c;zc.~s vi t-aniirie:;, rnai.s quf eu?. le i r r  ----.-..-- 

prkse>lcc 1.3 croFc;~,zice e s t  r1e"itcir;ien.t ;?v.g1;1c~it4e. 

. . Par rcpiipagec; (;1:.i3c(3 s ~ i f  ç s u r  li.jl.l.2~ 1:.3.nlJ:::iii! :;i).j?S ~i:t~?r.i:il?é~,, 

i.1 e s t  j-iossi-ble dc: ~;erj>&-uer ir~d~:i~5:?.:~.r:,cy11: les c;oucl?es cle li-èclc. La 

croi:;s(ci-!ce e s t  rt::i<:l7.ûrL.e co.:i,r.s des rcp:i.<ra;>gcc; c,?rccessifs mi~%s 

\ n1a2.tc'i.nt- p a s  (ciP.t-ès IO repiquages, celle oùt:env.e iivec l ' f 'x t raj . .  L 

de Xevi~rc.. 

11 se~i.l>l e donc, aw i:in<n:; pur lc: s sov.clieâ de TY.iifles, c11a.c 1. a 

synthèse de tov,s lits factcuss :16c:eçs;4ires à 1;i c ro i s sance  s o i t  

posç-iblc ,  rfiai.:; qrle cel-"Lni.ns dc c e s  f ncteirrs coien.C syiî t i?ét:isés eii 

qxant i  té inc,v.f;:i.sar, te pour une croiçs;il,ce op ii.rr?,u:~. Ceci gSne 

conc;id.'ï.abl_e~!izri"z 1. 'cl: i:~lde cies fixi~jencc s e?i v i t a m i ~ e  S. 

Sur la f i g u r e  11 on peut- obc;ervcr &gales!eiît que la coi?céntsa'tion 

de 1 cl/l de n i t r a t e  d1a.;,.2::oni.ixxi e s t  p i ~ s  . favorable que  O ,  5 ou. 4 g/l. 

Le mil j .~-u syiithiitique u.+ili sé d a i s  toutes I es experieric:es q v i  

su ivcn t  (i:!ilicv, 1.;) a. donc la ccinpoçitic;/i suivim.le {c:/i) : 

ris so '/HO 4' 3 

La i ia ture  e t  l e s  propol-tions des  v i t a ~ i . i i e s  ,?joutées à c e  milieu vcu?i.ent 

avec l e s  soi~cl.ler,. 



3. 5,  z* - ~ ; ; I ~ ; y < y p ; ~  1:: l,l~r~.~:&;:~~f~L; po:;f{ I,$. :;(-)il6;;!;.; 3,) 1 (y i*  , ? : : I > ~ C I ~ ~ L ~ )  --- -. -- 

i i ~ l ; . ~  avons 0 h t ~ i . l ~  une t.r?:s hoi.,ne c l ' o i ~ s m c e  de  cette souche 

!i ~ i o  ti:le pa r  xi1 
Fol A c .  Fol ique (concc:ii-:rations f ii~eles) 

. , iiolls avo;lc; donc s.:,J.ppyl;;c' ~ S ~ Z S  l a  ç~ii i .e  des cxpérierices avcc T 1 S c 

p. amino-benzoPqu 

Chol.i!.ie 

m. ii:(>~3.tc;)l 

Cyui~ocobc?lsaiiie 

Ac. n ico  t:i?ilqv.e 

Les r 6 s v l ' c a t ç  de 1-2 cro içsnncc  eu1 zii l ieii  1iciriid.e &vec uize cui turc  

czrene@c en vit$.~:~i-:li:~, c?pri-s $4 lic~~.res dr ilicrzL>atior-~ en tribczr,, sont 

p o r t k s  sui le tablcav. V I 1  



Les x6 sv.1 t a t  c; naiiticvi t: qine : 

- 1. a ti~iarii.?!~: oi?, 3.;:. i:y.ridnx:'inc est: J:.;c!i. spc?i?,~::.Ne { des e ss::i. s eii r n i l  iei~ 

s o l i d e  oirt ~;i.mfré que I c-; deirx soiit i,&cesrs.i rer;), 

- ].*ncj-de fclïqb:e e t  12 r:i.]:~oi],.z:~-i:ic ;j:,ix doscil. utilisées çcn't inh<.bit:f7?-ce$~ 

Cette a c t i o n  ci 6 . ~ 6  v&rbif i&e zur* ~,l[:.:;:-curç a.u.crer, ~oac: l~es (T 14 Ç, :1' 57 S, 

e>:yéri ciiceç zgec I.es so:,~cl.les d: Y r è C l c  les coiicen"i:rtionr: suivc~i  tes : 

(cî&laiigc U) (- inC:.~ncji: v s a s  1312) : 

3.5. 3. -- sxrcyljcxç ~ 1 2  v~~J.'A:~T!:EY ~ j ?  1 , ~ ~  smmi~.' - --- --.- '.,Li,, 1-99 (2, 1,iJ?~11~1) -------- -----.- 

tlav.~' l i i  SO;LC!IC 1-99, riipi:";~ exige;uî_te en  bi.0 t h e ,  riboflavirîe 

et cy;~~ocohal.ii-ni.iie (iiZ!-!11%11yl, 1932, 2 7 5 )  l a  croissailce obte;?uc s~1.r 

cli.fféreuits nilicux, ciprès 50 1icij.rcs d f  i.ilcuba-tion eri tube ,  est r!at@e 

d, i i r~ le tableilu V I I I  



R i. 132 4. 11 

r: + ~2 + 1312 .t !! (.:c:r) 

i: -i- I l2  J, 1312 + I! (+(-) 

R + 112 i- Ti12 -+ I! 

2 4. 32 -;. 812 (-Y.>.') + 71 

R + I32 .b 1372 ( x )  4 F: 

1: + 132 (*) + B12 -+ I i  

R + j32 ( %..'.) .+- G 1 2 + 1.1 

I l  s¢i;c;oit clc c e s  obc,;)rva-t-ioiis qrre : 

sacs R I 2  e s t  ir~poric:ntc. (:cc< pc1.1.t GIY? ?CI A Ibn auto-apport, 1;: dose 

8.ct i -v~ é t a n t  tres J?zible (2  ray/nl), ~if;iiii;?oi.iis, 2 c e t t e  dose ,  l % e i f e t  

favorzble  de l a  G 7 2  es-t indiscir. table,  I.,z ç ~ i ~ c l ? e  7-99 s0~1.s ce  ~ a p p o ? - t ,  

e s t  une exceptîol.; d m s  1-e gerirrc Rtiizohiuri: qui. a tou jours  Cit4 cons idéré  ----- 9 

corne prodv.cteur ci' i!i.port-altcs cjv.;rn tités i:e Bi2 (V;R'I'O!T e t  LOC!:IiEAD, 

1952, 273), 

.- corn!::r pou.r l a  sor.clle T 1 S, il y a i n h i b i t i o n  p a r  l e s  Çor tcs  doses 

de ri bof 1. avine ( O, 5 c t 2 ,5  Y/'~:l ) , 

- la 1312 e s t  t rGs i n h i b i t r i c e  mx f o r t e s  doses (20 r:y e t  2 fil). 



CO:~C~::I t:pa i.i«!l~ r;i:.ivan tes dc vi ta~tinttc, : 

Leç réa11:2Tç s ) ~ t : i i y ~ ~ r >  ~ f i  p~.Cf.:pyi-i~e de d i v e r  ses vi.ta!si ncs Sont 

I,a c:.o:I. si:ance c)bt;e;.tie en pr5zei:cc dc b i o  tine et t!ij amine 6: t23t 

, . 
çai1.i.-..Fa:i-çante, ficv,s avons uri.1-i sf pour t o 7 ~ t e r ,  les espCrlci?l-ei ;  &vec 

la s3ucl.ie 14 5 11 1, les ~n$nii; c:oxccr~t~aij.;,as de ccs v i t m i n e u  q?ae pour 

la so:i<:kre T 1 S soi t F 

If est ren;irquaS?c. q~xe la troi.c;kè~.i^ souche d.e Xl;i:cob-sr! - . - é t u d i & e  

ait i.gal.er:iciit une cxigence t r è s  nette pour La ùiot i i ;c  et que l a  thic7inj.iie:, 

b i o t i n e .  Ces résv.1 taîs con? irceilt ceuz de jl1G;lU.D (1955,  3 7 7 )  qui a 

propas6 Le r;l.i?ieu suiviuît  pour fi', inel.i?oti (g/?) : 

E X r  PO, 2 .+ 
I . & S O  71-Is0 

4 ' 
Ca ÇO . I J20 

4 
Ca CO 

3 
1 i a i 3 1  i t c??. 





F'ov.~ leci t c s - t r ,  dtli.deiïtiiic:;;.i.ioiz (:CS; i:;li~ol.>i.i.i~: (r_.2:api.trci 2.2) -.- ---- -.. 

en mil.icu syiit?:6iiqt:e, noiir; ,-voi?_s i: . t i l ic;b 1.c r:i;::lange U 92 ) 

avec vn s.jppl.;'-r?,en t de vi.-La:ni.rlr B.] 2 ( 3  nri/~ii, concent~3-i.i<-,;l -5-r1cil.c) 

i";ic;oiï à c;atisi'z.irc Ics exi.genccs 62 t o u t e s  1c.ç souci.!es, 11 semble q-~.!.e 

seules qucLqucs S O : ~ . C ~ ~ S  (X 18 S, X 20 S . . .) n'aient p z s  une ciois~;;z:,ce 

1;orna:i.e z~er.: 5; vit:-' ~ ~ , . , n c ç ,  =.: ntii:; 1.c milieu Ri' lui-r,!^cini: ne ser;ibi.e p;;s 

leur convenir. L'é t~xdc  des e:iigen<ics clz vi tan ines  de p l v . s i e u ~ s  zutres 

so~xches a doi.mé leu rGsul t 2 . t ~  çzaiv;r;ts (tsbler:ir. IX) . 



ilg~'ol,~cietor.iui;; Li~.r;:c.Pacj.c;.;s Eh 

b.yrol.iac t1.1~j.iaiii r;:di.ob~ci:er TT'<> 

it. niel:ilo.tj. 20- 1 

2. ~nelil o t i  I i  2 S 

E. rn::l:iloti 1.1 3 Ç 

2.  ~!ic:li..ioti 1.; 5 s 

It. p l i ~ s c o l i  l J 2 S  

R. g h n s e o l i  P 3 S  

?? :!ttpirLi K I S  

En conclu-:ion, ces S.t~r..des pl'él.i.i:ci:litri.lle~ de pl1yçi.ologi.e !?eus 

. . ,  ont p e r m i s  de d!'rfii?ii? ur: rn i i i c~ l  coruiplct ;:ci?.pté aux ~oi>.ci.ieç u t ~ . l l s e c s  : 

il suppc);-te u.nc ba:qi::: cro:i.sseiice et, cpaoi;line d.!lipnru-v-. de crili:i.i~m, 

n ' a l t è r e  pas 1c.s ;iptitudes s:ynbiotiqucs des souches. 

Ces ktucic:; ont 6g;:le!in,ciit peï-:?lis de &:celer une inflr?.ci~ce Inhibi.- 

. . ,  t r i c e  de cest;i.*ncs yreparùtioi is  protéi.cp;er; ghér alenent  utll.?.r,:.eç dans 

les exp6ric~ces d'o'utei~tioi~ de m t a ~ t ' ; .  I ~ I C  cies csS1~sei de cet r.CSet 

inhibl.t<-.uï., au m o i ~ i s  pour le:; souches (le 'iYèilto, e s t  1o présence de ?TaCl. 



Ces étuci~?--c; ncxç ont: ;'i~.sr.:i p:i-r:ntr, dc d.:sfi.~~i.~-, 311 ?;?:i,.2.i(~1i I . ! ~ . I ~ ~ I X J E I  

si.nz,nlc, et l e s  exi.'jcincec; ei? v:i.taini uii's, poii:. pl.iLslcurr; :;ouc:iies;, 

E!?fii:, les rkzlLxÏ.tat:; (je!, (9il.ilc.~ d e  7, vi,teç:c;e Cr. croi.çq;i::(:c dc:; 

s o ~ i c i l : ~ ~  sur cisc; c:i! :j.èv.:,: c t CIC !.a c~i 'x 'e  i;pond;:,?:~::(: en t~ (= dcnz;i té çcri::e ç 

e-i: detlçi t6 ~p t iq ixc :  dec; cul i.ui.cs ~:C>US 0n.L pil:.j::j.c, ù1 ;i.!jordey 1 o]j!.ï.:iioyi 

di murs?ltc;, q u i  Cni,l- l . C o b j e t  diL c-hctp:l.-tie 4, 



Les 6 t i ~d r :  s de b:i.orl.;ir;;i.e pci-ric ttc:n-l: t ac3,~ri!.i;i:;en t cl' ?.:.;.treiroir 1.c ç 

ni?cani :::acs de la fixation d c  1 fc?z,ol'c: (?.ni? i; la symbiose ;'hizobj.r,?!:;-1 égv.mil?e~ç<:.? - 

?Q?a.t-~r~c~i!~ r,, ce c; 6 t.i2dc s 11 < e x p l  Lquen t p 3 r; pc;u.~~~qi7.oi cer.t.aiyie s r,y!:.iblo 2- s 

. . , . rcs ltcr?.t 4g;ilemeilt en grmde p a r t i e  i i .~ex , ) l i  l x i i ' ~ ,  zr*li;l que la s;jec,r-JI'i cit6, 

, , 
C ' e s t  pourqdoi. 62s &.tudes dc g k n é t i q u e  cnt etc entr<:priçcs, drills divc:rç 

. . -- co:i!pl&tci Ici sç;:niic t a f  cppoyte  l n  ci.;n.ii,lr:, ci-.:; n:$caiii :;;ries dc: 

la fixation sy~ii!,ic t ique de  2. 'a7,o.t-c-, 

- é t u d i e r  c? f ;itj.tx'e= aspc::tç proj;r:i&féc, syi?:Sjlotiqucç des ~l?i~3kiii.?7~ : --.-. -..---... .- 

- ktudier 1.e conporte!?c:-!?t gfi;;:ti;.quc dcs Pm- Rhizobiinx diuîc; .Colis oes 

car;i::t$'tles et iion seulcrnerit ces proprié i:G .s sy;nbiot i  qiie s ,  

kp'.~.. i  s d é ~ i - i ~ e r  te de  iz, lidi s i ? ~ ~ j . a i l c ~ n  lt(:l:ez I:l?l :?. i ihj .~~l par 

I S R A I ? . Ç K L  et S"i'r,71:~:;l]Ï en 1931: ( 3 : 7 3 ) ,  de rlon!breiix t~:%aval.ix oili po r t6  su. 



Le nc::ibre des mu.t;~:ions &>cri t e s  chez Iriij.i:obiun reste . to.utefois ------ - -"- 
t r è s  faib3.e. Certciirieç cnxt-atiions, r i n i - ~ ~ r i - : l l ~ ~ c ;  oia induites, portent dircic- 

tcrnrrl-1 t sur 3.n.e p rop r i é  tii- syn'uko t iwr ( i n fec  t l v i t 4  au. e f f i c i e n c e )  e t  

n1ot?t pu etre i;:ices e n  rc.lr,-tj ori avec auri/iiie aut1.2 propri .6t6,  ],CS autres 

r:71 tatri oiis conn:,nci 5 pon. tellt sur, : 

- l e  type  d e  col.a??i.cs : ~~~~rcczr : : i i . t ,  p:i.g,r:ientat.i.~t"p 

- l a  r'&si:;.t;mcc ZIA;; ; ü i t l b io t i c~ues  e t  ?1nt.Lr',2tc7l)oïit:c::;, 

-- 1û ri:.-,ist;cr,cc ai;< bact&r5.o;?!ïagcst 

. , - l e s  rii:icpnce.s ~;i&.t.~~i-,oli.~i:es (ücides ar:ri~?:ir, bases pu.r:Lques et pyrin!icJj.qui-i., 

v i  taxi nc ç) , 

Cert;i:i:ic:s - : s ' a c ç ~ p .  62 nocJ.iilcutions cies proprj.6-f :-; 

çymbi.o'i:iqÿ.es. 

Ltobtcr,!.io;?. de  R~Y.~;Ax~:s de ----.. iii;i?/,.jl.i!?r;: --- est cc.ii:!plic,tlfc p t i i  

di.ff(.lbe~ites carc7c:téri s t i  que s dei: souch?:; si,v,var~es : e l l e s  soi,-i: trCs 

nr~.que?x.;r?ç, pouçsc:iil :i.cr?te?!eri t: e t  l e u r  vit-zl ité est ilssez Eaib ïe  : ci? 

. . ps;rticulLier cej?lr;l:i.x~cc; sont i.r&z ? ; ~ ~ S L L ~ , C ? S  L:IJ.X PEI b?,so % p l u s I  e l l e s  

exicjent pogr lccr C:TO~SS~I?I~:E: CICS 1;liiieux à base 6. 'e>:trait  de Itivtare 

e t  de sucres ,  sur l e s q ~ e l s  c?; nor;l,breux yermcs coi~t:a!;rir!;l?ltr;ats ~ ) Q I A V C ? I ~  

se  d 6 v e l o p p e ~ .  Dc p lus ,  l e s  r:wtan.ts dc R?iizobi~-~in sont  t rès rx-,'ec, e t ,  
-.------a-- 

coroîilî;e l a  plu.paiit perden t  l e u r s  apti.t?ncf,rs :;ynbiotiqi:e:;, il e s t  d i f f i c i l e  

de l e s  i d e n t i f i e r ,  

C ' e s t  pourquoi r:ou.ç avons d1 abord cliel.~!î6 à narcluer les çouchés 

sauvages par  des c a r a c t è r e s  de séçist; i i ïce à des ai?i . ibiot iques,  dc fciçoa 

à pouvoir i-lir?.incr facilement les cor;t;i!:ti.nationç. iJocc; avons e n s u i t e  

essayé de suppr in~zr  l e  czrcictil.rc mlcpeiix dcs souches, er, rcchcrchcint 

des muta l t s  sur Ir  type de co lon ie s .  Euifin, nous avons aborde l%oi,efiti.on 

de muk;mtç a i~sot ropheç .  



La y<:i,i,.i;tance ~ i ~ ? : ~ : i - i : l l ~  A 2 2  z!-r~pt~s,yilii-r. (6:)s~ rr!;;s:iirn>.n à 

i;jqur:l le la cl-,aisiciiî:x.e e s t  poss:Lb?c) ~r;?.x:ie de C, : 2, 2 Y/m~.  poirr R, t?:iiol.jS. 
-----W.--. - 

(IASASC-A, 1% 3 ,  2 8 ~ ) ~  Fozz- cl' a-~ii!tres gl-s.~rpcs df in~;c:u!.al:ion, e l l e  peut St re  

de 50  y,/rnl e t  -.;us ( SYEi:!.C::G:-i>iMi3r;, l g , s i ; ,  20'3) 

, . II cist pcissS.ble dgobir- : i i r  d-i, risis"s;ô lcc-z éleui-es; : 10 srY,hî1 

sela:: R h l J A S Ç i i  ( 795 :jP 284) *c)?lrt:eik<2j. % de;; t?t~dr:s ck t r tx~sâcrn!~,  L i o n  

(GAE:OR, 1965, 285) o;;t rnoi:~t-ré qui: 1.a c2o~~c tolér6.c (ou è x i g k ~ , .  dans le 

c;is de  1.a dépeu:d;';ice ;'i ].ci sircptor;zyci:!c) es.:: cc!;c.i.Slke p a ~  tii? gène 

di..il'fi~~cn t dc ce:izi.j. c p i .  go:>xlcixiie 1;i rési;. sirziîic (et la d&pc;:.idatlce) , Ceci 

exp:li.r,i~c qu'A le c~ifférts~~cc de -----_.- N. c - ~ ? i ,  les ---- Ri'i.zoS:i.~~m -,--- n8acc:irlCr'eni pas 
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égal.er;;cnt observe l l a ; p a r j  tic111 de m.j.l:ants d6pï.ridnlits polir. l a  streptonrycj.r,e 









3 )  J,a r!Isj.c;tc17ce ~;\crc;;.i>a~iilr:: dtiulr\ ~ , e ~ - t e  t 0 t . a : ~  d,:? :kfeff<c.;-*, b ... Ai" AICC : 

\ri- C\LIJI!-. j.y: (, $ y:& ~)~r , r :  i ;).<: $ 1; <:r:[)$ :; J:;>?l ;:ri] j?(: :izp * 

~],f:iJ!)~~~ e J(jj?s1",iJ ( '1 4 ) : ; 5 ! s  :?CO) 23 -!: o]ir;rr.-q{: c;::: la vj.ony-i.:.ie 

- \ ,, ., . . ,,hbvac;.~,;,---i.(: ~1~:f:y i?e ~ : ( ~ ~ ~ . , l ~ y ~  1 2  fc:;:,*:,.-,4 ' - ----. , , 1 c 1 ;  t . >  s <ir. i.i*Lc:i,:l.-, (; î 

(ii.1.6: 1:. lx(::;:i slsyl(;e ?\ <:<-:,!- ~ ~ ~ t : ~ ~ , ~ j . ~ - ! j  G;:.~? :3~~.<:\q;ij $ 1,;: pe.~-.i,~$ c.?t: 3. ~ p ~ $ - j ~ ~ ~ j p j ~ ~ : ~ *  

I > ? . . . T ? ?  ?r.r??, -7' 
l..:>:.::, :::,, :,. c: t: c: ( ,i gF/ (> 2~:) .; ) ~?p, .L cc :-:.]. ~ i ~ : . ; ~ ~ ~ :  ::: j yT:(> 1213 ~2 -..,n-- L, .--. 

':*.. L .- ~ P ~ Ê , - . .  ,.~c:i.c~i.c_il. chez Ics izçl.c,t;i<its , . ;l l;̂  r~i?o;:q:.:.i.i!e, 1:iii,ic, ,:!rfoiri 

r;s~.t,i  -, .i 7 ... C e 

. , ,-.- , . 
l)!ibA;:::<y (Zt., ~,~>;:):,;~:;);":~: ( , [ s , : , : ] t  3(]$ ( " !y ;<  ( , l > ~ , . : ~ , ~ ~ d : :  <i12.c 2-:i ~~f:;~;j.:;~;;;~;(:~: 

. - -  1  , s i  iet:co,;:;'ni,griz$ 1- :;;l-Ec!:ls cfs )Ln p<%.:*tf: 2,: :I i it.T*-i,.cj.r:nce (; t. 

~. . . ~p7?;?5 r.!:i5r)l~1;;:~:~ ,.:  cl.:^ l~(j&l':~e * 5; ~<].~kc]]c J.,,-- . ~ ~ \ ~ ~ . v ; ~ ;  .t 1  c i p  sy:l-;s], i)2,; 2 

c ~ i t i ? > l .  ~'\.?.q~le l a a i  s :?SC::.: j.e.iar. f '  ; ,-. -' ----- a lr- ' ' . A%- !* ~-:IL~.. <? ,, 

7 (a .. , . . ' . . 
~~ly~<::.+:,-,~>:.; ~~:;~:,f,-'.~,:,:~: i.1 i . ( > L 7 . 5  <:<:s c-)~<:,j.j;:,.:d.:::;.~;L:.~% :.,;b;:y>l;:y:t 

, .  do:^: n0l~1.i; ;?i~$~e~.ir . : ; t : ;  q ~ e  1;: :-crs:ç-<,;::l~? :i :].;: st~-epi:c.j;-;j..;-.~.,:- eorit:.!:: 

, . -. - 
~ ! ï > ~ ~ i i , ~ c U ~ * r ;  y$i,c:tjc7,'.es, ~::ii,l~c 13 ;:c:s.'s!:;l;:?i.ib i\i la v5(2f!;y<;.:i)-i2 or ;i li: ~([:o:~2;r i r i~ 

1:::Ui: i'i'ïrc u';j.:Lc , ~:lou:i\ obtenir d!.s i,o.t;c!.ie:; -inc.f;"jciefil:ci ]>Li:,: ]:'ut=.?:oi: 

. . coi!rn;c. ( ~ 2 1 7 s  ç2i:;c: ij?vpr~:::z?.a. ' e s  ;)sigellt.s ~ ~ i , ~ j < . i > e - ,  ou ?.ci: r.--* -JL.I. t .CA-. ... .., 

!ï;.:ture:l.c?:; dreffiri.eri:c:, doni: or: y:<: -pu t .  ccfii:::Qtrc. le :  si.i:ic. d"atio;i 

et ~ L ? L  ~ z ~ I ' c c s s ~ c F ' E . ~ :  il.l:c3 i;C.lecti.:)fi F a s t i  d.jz:.r:;:2ic!) 

It 
i a ? .  1 .  c i  i ; , (pcncj  l>].ec, 

A 1 0 -y;h!'l L;~^:Q CI.)IC :;-II c , 5 (j -y/':.il C,(: chic);- a;;:j li9n ii:~3. ~3 1: & 1 t nr,.i. c':c: di'. 

sndi.x;l::i f$/'?3*l0) ircus ;!vOi.iS oh.te:c-;~  di:^ ~ : i ~ t ; : r i t ~  î ' l " ' l ç t z ~ ~ t ~  à : 

S i  

9 5 et 25 -b//r,i3 de lc;.Ajlzi:,yc: im  fin") 

/ P 
50, 75>  ÎCjO CI. 100 ?j/i~il d~ c ~ I ~ c ~ J ~ ~ Y T ~ ? ~ : & T ~ ~ ~ c c ~  ( C d  ') 

Ii .t ' azj-Ge 1.;/10C!3 pv.i s !.;/Ci:; ( iLz i  ) 

Ces r i ~ ~ t ~ ~ t i ,  sent tic>s ii?.slahj.e-,, c.zcxf un, yG>isAi; l r i t  > .. - .i a 

kc:p Zfi,?, . , . t y ~ i . n ?  ( 2 5  -y,/%\3) el: cleux y j : $ l ~ ; : ~ ? t . j :  3. a-7 .cylcezi-:-nt;~r.~s Çaiùses 



I . ' l * S .  -- y. , :, ~ (7 .;J, -?- ,- k.,',i.{>;;; -- ((y $'!];:& ?,;>:l)'I 7-cj':i ;>r,1 1 ??"-' ..* 
* ~ , , ,  .',<, L ,  .- 1 : :> [:T'I ?>:,L-; .!;;:].;;:::.; 

--.-W..,- ".--.-'-%-.--...-."~--,..-.-.--- .-,'a-" .<--,--we.,T ""- 

:l, a 4 A ob:;cl.~jC: qyup tI):;,i? t; ~ z i ,  de-. fitss iri,kii'ii: 1.r 11.v 1.2 

cl-0;" sc;haçc l~l~:i..;.o5~.:.1;~ : giycoc~: . l  e L,-.cy::.i-.;'.-- 
-.-...---A "- 

b,2.A.,.* CI? p z r t i c ~ ~ ? . i e z ~  
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de n:i2cribs j!Ir;B3RL,1,91I.: i?t: co l  , ( 7957, 325) 0122. .,?ti:l :i 26 p.ji!r ~ 6 . i ~ U i 2 . ' ~  
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r6isole?!ic!?t si-zr riîil.i.e~x solide, s::cp&ge?-t et donnent xt:-isçance c't rxie 
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Soilchcs test6r;s r T 1 Ç, i" 8 S, T 20 Ç, 1' 30 i;, 1:f 2 S, 3 J iS, 1; 5 S ,  

J 'j s, L 4 Ç, L 5 S, P 2 S, 3 S, 1' 7 S, 1 s ,  J-i 3 Ç, A* +- i~ : - - . " - -< i ; : - - -  :', 
L....,. .. L ' " . A \  . . l i  I-!;j - .,-- 

f 2 t  A. rac?iobacter 13-6. -----."--- 



(T j :;j W-~C I.>~;I. s~? I I s :~~ ; . c !  (:: 3;) :: 1'3 l~&~i i~ i? .~ . i . , ; . : c ,  

Les ç«v.cl;e-, o l ~ t  6t.6 CUZ t iv6:;~ ex mil.icu RC, p u i  c; CC-.r. i . ~ - i i ; j c : C > - ;  cr .-- a #  r.. 

lav6es à l ' e au  d i i t i l l . é e  e t  remises en :;uspension d:uaç du miilcu T: ;:vec 

. .. . 
:Ir':; vi'i.~3mi.nes néccsszires. &IP&S a v o i r  d:èyorgc 3 i1ecre.s d?ji?, et:: ;-;.~,l.::~:i, 

, > t:ks ont  ete in ic ;c i s  en pr6sencc  de p&ni.c.il-?.ix~e ( 2 0 ~ i 0  UI/MI.). LI:::; 

prélèvêrnerltc; ( A  3 c: t 6 i . i~ i .%?-~r ; )  orilr 6 .c<: irici.;.bés 30 inin avec de 2.;: 

, , p:!nicil?innçe, p u i s  d?.lu&s et r r u s e ~ e z ,  I,cs r6sul  t a t i  sont poni.&s 

sur l a  f igure  13. 

MJR?{J.,IL$ Di: ;?;-{f %gi>!;ul.l TRÏFl)l ,TI (II S) ES RIjIXi,ODL'!K Lv:p JI!]: (1: 1 S) 
-̂ "_.-.- ---. -- --I--.-.-l-l.- --- ---*-.-.--"."--.= .... - --.--", 

EN PK!<SZ::fjC:X !)Z PSiilCII,LSl?rl 



1 , ~  .ec.l:ii, r; d~ zC j.ori 2ii(Jc, - .).>:-.L> i. -..$ %. - 3 . ~ .  i-i.,Cx.~.? . )  ,,Le (~c~Îc :  .% L : ~ I * C  Ge pli t?.:, de: 

6 kr:ur.c s, iii'ranfi~oinç, au. COL;P:S Cl ' zL3*1'(3 1; exp+r:i.en(;~ ';, ~ O U S  i i ~ . r ~ : i : ;  

cibtei~u une cL:iii-e de populatioiî ùe 1000 d 1 pci-iix3 l a  souche T ? S, ewi 

4 heu.res. CeYte di.ff6rence doj-r sans dou te  ê t r e  a:-tribgée & des 

-var-iations  LI niocle olséralroi.re : les; pr&ltive!rientr; n'ont pas &i lc i  

t r a i t é s  p u  la i j$nfc i l j . i . i î as ,  mais centrLFqré-;, 1 , 3 ~ ~ ~ 6 s  à 1 'ea:;. 

dis t-lliie c -t ml>-,- ~ ~ 6 s  ei~ nii'.seix .. . c:u!npir:t glucosé avar~ t  dVt re  i!22:16~ 

<., .t- P ,  .. - nu.nrsres ou rcnis en i~~c~i.!.!atioi:. 

b) 140d.e opilratoire  -..---- 

..' 
Le niocic opératoire u t i l i . 5 5  poü.r I.'obtentioi, de G3. l  a 

. . 
do;c 6 té I c  sui vail t : ap!?èr, cv.2. ture SI:* mi?, ie:~: r?.xr:; ??;;GE: çr l i i r :  l=;':&, 

. > . . - .  j LJ. SC] ;: <:k>l2 ::i"L i <- ?.i. C!Ge (:! c.:jj 7"vix~o:~l 2 2 > 2'. <: p<;r:.:x 1J.j 1.y1c: e s t d,j Ol"? 1 :Y:? 

( 2 ; j ~ g  ~II,/~:!.L) iA;:,:~ss 4 5 6 ~ : ~ : : > y ~ ~  ~ F : i - ; , l : : ~ > ~ > ~ ~ : ~ . ~ n p  j.a c : ~ : l ~ ~ , l - a c ?  csb 

ce 1.) -i y-* ., . -  . 
%.,.. :i'l*tg$e2 lx.r(!:c 2, l.'<:i2>,i ~~t repr:ise bZ;?fis n?:~::"i:~. I{c gll.~:cj:.:C~ 

CJaziîd ci-@j;;~,; , :~~~e i; rep-j:.:;, 3 . 2  cv l t~ i j - . : :  c ; c . t  cjill:,T:;+ ét,:-i.::cs 

. -  ' . -. . 
~ ~ j . ?  r?,~,! , lpli  ??;: 5-!-ilr.?;-& . \. .J et &vi.ll-iupl .. 7 + T , i i > . v . , - i -  .-,..Lu , A L  - . ? T T  L i _ y l . 2 Q . ~ . .  ' q-At c . 7 1 . -  J L * ~  162 , ! ;C~ ;X 

. . 
rr,?nl.i.:;:n, p3 .u~  grcl;:i'~.osc el- 1 T-I~u.:; - -  <;;!?!SC . i - ~ ~ , t :  e!: g l ~ ; . ~ ~ c ; - ,  



1;' s~?~..::iie 1 c>,  ;]pi$:; d { : n ~ r : - i :  (ri: !;.<3 :;,pu. j:i:in:ic,;n?fi 

pc!rté à G 2? et t:rai ti-i~ierit par 2.a péi.licilline (2000 U I ' , / ~ X ~  ~joilt6 à 

? G  h, su.- 380 coloriicç testtiieç, G SE sont r:ionfr&es sensiblcc, i3 

."- 
i addition de gluccse m nii1ie;r RC + galactose, rnais ; ~ ~ c u i i  Zal 

stable nt a. pii ? t r c  ol>tenii. Accuce co1.o:li.e n'était non-sxul.que:: ne. P,>?ec 

l e s  soi~ches T 1 S, K 1 S et P 2 I;, ].es r:l'sultatç orit égalein.!:izt <:t", 

négat i fs  ap1-es 12 ii de t r a i  tenicq.t à 5000  mi. 

- Sdlectiori Paz- la p4.nicilii.ne après ilctiorl clqaagents r~:utsgC:lc~.; ------ ---.--------,-------- "--"-"+* ------.m.-hv-.----- - -------------.----.- * ---- 

Au cours des essais d'obteiztion d? mdtailts au.xot~?c.plic~~ 2~ii:: 

:la nitrosopanldine (souches T 1 S, P 2 S, 1, 5 S) ou les ü'd (:(.::,;,cl:?; 

. . T i s (2 : p 2 S) ( 0- i ,  PiQui . . c: î ppc,i. i:.iii~:;::;t~ 

t-r;;; eem-i;t 2., J.;i ~>t :~nic i l? . . l r !~  (:il prc?r;ccc:(: 5c: ' j '~-?, l i ict~z,r ,  i.,e(; i - < > i ; i l i i c i ' < ;  

ont: 6it- i!&gnt:iPç pc:i?a- l:oi.rtti-, 1.c:::~ c.c)xc!~~;i.:, 



, - 
~ , l ~ ~ : ~ - : ~ ~ . j ~ . ~ . ~ ~ j ~ ,  SC::;::; ; l ~ ; ~ , ~ ~ ~ ~ \ - j ~ ~ l i 2  ; ; ~ ~ j - ~ y ~ ! - ~ : ~  ç.:; t C G L I ~ C   il c ! o u ~ ~ . ( ?  ~ c > u : L ; ~ c  

;:vi.:: 3 :,II?. d c  ~~6loj:: à ' 7 ,  5 P. 1 0 ( j O I  $;~.ir. i:ij-jeu 2 ~ .  

Oi? observe aitiç:i., avec certair~c; c;ol,i;, 1' sppa r i .  t i o n  dn 

~lagec, de lyse. P O I ~ Y ~  ccrtai.nes c;ouclzec: ('7 1 S, 17 S ,  S 13 3 ,  * 3<j S) 

c!n observe rnênir c!c rz rcs  plages en l ' a b s e ~ ~ c c  d l e x t r z j  t d.e sol. 

L,eç p],~~nci; - de l yçe ,  rcpor t:'.-.~; ..,:... d.~3*12~ des CUI t:inrei; en & 6 ? ? ~ t  

«il phase o:pox1~.?1.1:.it-::LIc-: Cie ci-ûij..sc;r,i~+ce, ci3 prov(iquerlt. lz lyse ,  5- l \ ; r 2 i r  

de ces c:ul. tixe s l y:;::<? s, 0x1 peut p r & p ~ w e r  LUE si~çpcnsioui de ph.+?c: s 

ilépourvuc de biictr.ries en ajouwnt O , ?   il de chlorcfoirne par EL. d e  

culture. A P r b  agitation vive et d&can t~~ t : i o r~  ( 3 0  min) , lc su.w.n;:i,i:Lr;:~i: 

est s"i&;..ile. 

ti) !;.ri .i -;.:;??.ii-t-j.::..i -~ -..--- 
8 [file sli.s.j>f:: tx.iort :?.r: i:,2i;:(:;<2 2.f:: fs L:\, I~ 20 ( t-j. :. r(2 ; c:?i kyc 1 iJ 

Ci 

et 15" i:;ir‘ticu:rc;/,(,~L'j ii ( :+ . - .  i t ;  l j 7 . " '  . ..3. .L ?. 5-C ' PO:,! f' ' :e?7.'t i ~ i 3  (p! J.iOP. ifiiiC.i!.;.:>G>: , 

L e s  $.~:Jc!:(:. ç (;uj.\:,:::] [:cc, :;(>fit  SC;^ i:l<:<; <:: ;)ilzCjc : ?\ ; S: 'i' 2-1 CJ., 24 Ss 

T 2:; S, 'j- 20 5, 3:: S. ;,es c.~:?~<.:kl*:~ ç?~i.y;:...;';.t~s :Li,lJ. cozli, r t : 7 i ~ L ~ ~ i c : ~  : 

7~ 1 S ,  T 5 ': 39 a ,  77 ç, :I. - O  C.  
' j  ; A 10 a1 T 5!7 S, '1" 25 S, 'r 3.1 S, 

Lll~ri, p ie ige  dc 1y:::i ei;.i: n!lr,c el1 &!i.~i.s:l.on d~!~r;c; O g 2  121 d e  la 

.Li. 
cul t u r ?  tt l i  pr&Sc!?.ce d . e ~ ; 1 '  ~ t :  ~ 0 i ; l 6 ,  <.icL n i i  l . i ~ ; l x  E:iv?.i*ou 29 p ,  700 

- .  di.s c;o;,afiiés & 2; c.r 35 1:. 1c[) c~?ii: l l . i is de 24. Ç y&c;:i..-i:;lil::pi; 

aw.: l;'il,is<: 5, soy~t .,;$ol.i j:;iiq:I\.l/, i;, 

L e s  SC>::.C~CS T*c::: : . i :UC~; , i<~ l~! ;~Ç '72a 7 ;  4. ZL j\i 13; y29 t:l 3 > g7 8 

et T'i) f.:% , ;lj.r:sj. ~ - & , e  T24 Iÿ'i  f?i y.4 Ji; <;;ir ~ ~ t ) t i . m ,  . ,iL,.,, . o r  par. c~tt::? igéti::>dts, 

CerC;;;Irjcç ço f l t  ~ ~ : ~ ~ < c ~ ) ~ c ~  : YzC: jj:>$ $2i ;  IV'ia, 'J'zg fJ12, T25 l;i:'> r ' - ,Q(- l  T T I K  ,i i . -d *v ,, 
S20 p t  I':)! et ntcl;t p ~ l ;  !:il> (I-.ilPC;:i<lC~F 



7 j -jso;.(% & :() (p].:-?g~ ~ ' ~ I ~ T : , " ~ [ :  <y:. a!;;:::.c:6:: 
,a - 9 

dtc>:i-1.a-Er de sel) a servi 2, obt:i.riir> les cl6nc.s T30 X2, T j J  ii3 c:..t 

X'30 N4, non I ~ U ~ U E ~ U X ~  capables de  poirçces' sur KÇ 4- 4 9/1 d c  

casamino-acids. 

, .'- < T(>uc, le:; sol:; de L U F T , C ~ I I ~ ~  testés S L : ~  Pj5 jL:T SC S O Y J . ~  3'i'\rzJ ::.s 

:'jt>pni.rr\mi; de phage:;, sz~1.f im q~:ixR n clonl?,é li.ci,i. 2: des plages de 2 5 ' ~  !.:ni;. 

distirici2 et lits p a s  é.i.6 étv.di.6, 

4.,2.3. -- BJ:SCU:';S:ïO?T ----- 

Il ressc?rt de ces essais q1.j.e les techniques c l a ~ ~ ! . c ~ ; i : : ~ s  

à toutes les çouchcs (y 1 3 ,  1:' 21 S,  11 1 s, J ç, 1, 4 :;, 1, 5 :;, p 2 S, 



l '  ;iva?-itc?ge de i ~ c  pas  i r i f l u e ~ ~  s u r  l e s  propl - ié  t6.c; syribiotiq~x:; c ; ,  D1aui?6c 

pst, l a  n a t a t i o n  (Hu -) obtenue par  c e t t e  methode e s t  très s t a ù l e ,  

conune t o u t e s  l e s  mutat ions na turz l . l es .  Ocans deux cas seulement 

(T 8 N 2  e t  P 3  fi l)  un taux i.nipo17'cant de réversion v e r s  l e  type 1 . 3 ~  , -1- 

- 
,3VaC ... t ous  l e s  i n t e r m é d i a i r e s  e n t r e  lfd e t  Ifo. + a é t é  observb. TL 

ExG.~ no t e r  t o u t e f o i s  que c e t t e  obser\rcltiolz est l i m i t é e  aux dew: seul. i; 

cl6i ies  qu i  n ' o n t  pas  é t é  obterius par  mutation brir.tale, mais psi. 

C - 
s é l e c t i o n  proyrcss ive  du type Ma v e r s  l e  type 14u . En ou t r e ,  c e t t e  

rrGthodr a  l ' avan tage  de sé lec t iof iner  des  c l ô n e s  à c ro i s sance  rap ide .  

Certtiilies souches de ~ u z e r n e ( t 1  1 S) ne peuvent ê t r e  ;hparécâ 

i- - 
en *:vi e t  I.lu malgré l ' a s p e c t  mélangé de l e u r s  co lon ie s ,  e>i&cter;:c:nt 

seribl ables à ce1 les (11 2 S, 14 3 S, 13 5 S) qui sont- d i s s o c i a k ~ l e s  

-C - 
f;icilenex?t en E:I.A e t  13.1 .i J21tSIjlI (1942,  335) avait dé ja oLscrv6 

- .C 

c e t t e  d i s s o c i a t i o n  e t  r appor t e  que l e s  deux types  (1;isi e t  1 h ~ ' j  c;or,t 

ég alel.ie!i.t- capables  dken t r e r  en sy~nbiosc e f f i c i e n t e  avec l a  J,uzcr:?e. 

Iiios rc sul l -atç  coiîfjrrnent ces obçervationr;, mais 1 3  d i  f f6rel lçc d e  

- 
JENÇSS\', nous n'nvoiis p a s  observé de r éve r s ion  des  iîu v e r s  ::t- .iy-e 

14). " 6ans I C Ç  nofiilles, ~.îê;;l,e l e s  plus 3g6ç (deux noxç). 

I,e probl6ine r e s  te e r l t i e r  de savo i r  povrquoi des  souches de 

+ - 
Luzerne s e  perpé tuent  sous forme n2lange E f i  e t  Ifu en p:~oportioAi 

cons tan te .  

L f z u t r e  métliode e~npioyée avcc succès e s t  basée s u r  I 1obse r -  

v a t i o n  de I=LES%Kû;ISKA ( 135G, 337) seloi1 laquel?-e i.l a p p a r a i t  de n o m b r ~ ~ x  

- 
v s r i m t s  121u d a ~ s  l e s  r é s i s t a n t s  phages. 



, . ;:cco!lipayl;er X ' acqui s i t i o n  de l a  ri- .slstaice s1-1~ pkiclges : per,te d i  ; r r>t i  î:~.del: 

symbiotiqu.es, &cqu iç i t ion  de pigmentation, 

N0v.s n'avons observé aucun v a r i a n t  pigmenté r lmç nos e i s n i s ,  

- + r?zis pour certaiiis des clôner, ( ~ i ~ n  et ?ha ) l e s  paopr i c t é s  çyr;!)ir,tiq:~cç 

=nt & t é  rnodifiCes : 

- 
1<u ne nodule p a s  

"- 
1.7~~ ne nodule p a s  

i\b + ne nodule pas 

1.b 4- ne nodule pas 
- 

1-?.€ no&dle. l ne f f  i.cient 

Les a u t r e s  clôiles r é s i s t a n t s  aux phages qui  ont  é t é  t e s t é s ,  sont 

r e s t é s  e f f i c i . en t s  : 

Un a u t r e  inconvi?nicint de cet te  rr:étt?odc, égn'iec,ci?i s ignal6  

obtc!iu p a r  cc noyen, S m  coil t rc ,  cetre mkthod:: senble pcsinvcir çtappl:! .qr .~r 

t o u t e s  l e s  sovches : iles quatre t es tées  par I:I,IL;UZK3:J2'çKPi. et 12s  

- 
'Lrois t e s t é e s  par nous, ont  fouri:i de nor:iSr.eu.;r variants i.2~ . L'expli-  

c a t i o n  de l ' q p a r i t l o n  de tels v m i m t s  àdms ].es r 6 s i s t m t s  aux phages 

r e s t e  inconnue. 

II sciriblcrait, en pre~xièr-c hypotizt?sc, que l e s  ce l l iz lcs  nclî 

muqiiei_ises so ient  noins  s e n s i l l e c  ;iux phages. i;6;mixojns, av.crzie r e l a t i  (xi 

d i r e c t e  x r e s t  CO?LYU.~ e n t r e  l e  c a r ~ c t P r e  rnuqiietr:: d'une souche e t  sz 

s e n s i b i l i t é  ~itix phegeç e t  il Ez.i~.t admettre cpe ce lu i - c i  n e  f a i t  que 

r é v é l e r  d e s  rnutmts p r & c x i s t a i t s ,  s ~ ~ i s  l e s  s é l c c t i o n ~ î e r .  



- 
L a  ni"-liocif: d k 5 t e n i i o n  Gé ci$:lc-, 1%:~: p c r  t rz i  t e ~ n t  2 1 2  

p é i l i c i l l i n e  e n  présence de ga i ac tose ,  employée avec succès chez F. c o l ;  --- 

n ' a  pas doriné de r C s u l t a t  p o s l t i i '  avec l e s  S O G C ~ P S  de Xhizohiv:: --- p e  

nous avons u t i l i s i t e s .  P l u s i e u r s  lijrpothèses peuvent 2 t r e  avanc&r.r; I1ot;r 

expl iquer  cc f a i t  : 

1) il n ' y  a p a s  de g a l ~ ~ c t o s e  dans l e  mucus des  souches t e s t é c s ,  

2) l e  ga l ac toçc  n ' e s t p a s  indispensùblcj l a  biosynthèse du IA~LICII.~. 

Toixtefoiç, l e s  n o d i f i c a t i o n s  dans l a  composition doivent  s '  accoxpzgaer 

de modif icat ion de s t r u c t u r e  e t  clonc d t  a spec t ,  que nous n '  avons Sanais 

observées.  

L e  mucus de nos  souches n'ayant p a s  é t é  anà lysé ,  c e s  d-ux 

hypothèses ne peuvent ê t r e  é c a r t é e s .  Nous av ions  supposé que l e  ntùcus 

clc ces s ~ i ~ l ~ e c ;  co.,isr-cnsi t &J. gaiac  t:ose, comme I rapport-& CEiC.f;rfv?t~ 

2uteurs  (CT,AP'? e t  D.'i-4lÇ, 1970, 3 3 ~ )  (DL: L::ï%i:OLA c-t DT;DO:IDZr?, 7955,  359) 

(AI,:ARGI:R e t  col., 1967, 340) . I:6ancioins, c l v  zu t r e s  hinteisrc; o c t  cjbzc-~-v& 

une abserice cle gal.aztose (GR:?I',AI:, 1965, 311) e t  l 'hypothèse ;: été 

h i s e  qire l a  composition du C T ~ C ~ ~ Ç  p o i ~ v a i t  val-ier selor! l e  mi l i eu  de 

c u l t u r e  ( I I ~ L J ~ P ~ I S C Y  c t VITTCE;JT, 1959, 342) . 
3) l e  rné t a b o l i s n e  i n t e r k d i a i r e  deci - FI:? zotiiurn 6 ~ ; i n t  incoryitx, e t  

peut l t r e  cIi£f&rent de c e l u i  des  Ent~rc)h~cL-e1~i2cei?c,  LI e s t  p o s s i b l e  

q u ' i l  n ' e x i s t e  p a ~  d'enzymes Lcrvant à l n  fo i - s  e t  ob? i g a t o ~ r e m î n t  au. 

catabol isme e t  à l t  ai13bol i s n r  du ga l ac tose ,  Il s e r z i t  a icçi  i.r;ipossible 

O - 
d ' o b t e n i r  des Csl parmi l e s  Ga1 . 

- 
4 )  a..cur, nnltair Gal n ' e s t  a p p a u  daris nos  e x p S r i e ~ ~ c c ,  Ceci sernblc 

avo i r  é t é  l e  c a s  p o w  l e  p e t i t  nombre d e  colo:lies t e s t é e s ,  e t  c e t t e  

hypo tht-se s e r a i t  compatible avec l a  t r ?  ç r;r.aicie s t a b i l i t é  de2 B1-lizgSiu!.n - 
qixe nous avons ob:,ci%,v',e l o r s  Clicn,s;lis d s o t t c n t i o n  de iir~tants auxoirophes. 



L 'appmi  t i o n  de mutants pigmentés cllez Rhizobium a étC :::aiiites --- 

f o i s  rapport&.  

ALl.lO!\r e t  BPJ,Dh'II.I (7932, 343 ; 1933, 344) en  o n t  obtenu chez 

H. t r i f o l i i  p ~ u i  d ive r se s  mf t lmdrs  ; l y s e  phagiq~i-e, c u l t u r e  sur s o l  ---- 
s t é r i l i s é  ou s u r  mi l ieu  épu i sé  p a r  wle cullv.re p r é a l a b l e  du merne 

organisnie, p m  f j . l t rd"lon,  e t c , . .  I,es p igncnta t ion  obtenues é t a i e n t  : 

jaune, orange, r o s e ,  brune. Ces nîutar.its ne nodulent pas ,  mais un 

r é v e r s e  non pigrren té  a pQ ê t r e  i s o l é ,  qui  nodAuï.e. 

Mc CALLA ( 1937, 345) avec des  souches de Luzerrie e t  de So jû, 

a également obtenu. des  m. tan ts  pigmentés en r o s e ,  jaune OU roxg?, p a r  

c i ~ l t u ~ e  sais calciu.tn n i  magr.Lc,iun. Ces m u t m t s  ne snnt  s thblec:  qu'en 

absence de calciu~:!.  J,a réver53.0n  SU^ t 1 ' ordre  çv.ivclrit : rouge,  jcil~:ile, 

r o s e ,  szii.vagc, Les ~ixtants rie s o n t  p a s  ï .nfecLifs n a i s  l e s  --< r - rnc  f r LI CI 2, J 

. . 
l e  soiît. NORRIS (13>8b, 345) i s o l b  d t w  iiodii.le di: L o t c n o ~ i s  h&l.?iesll. ----- 

Esker ur; cll izc roiige qui  ~ z o d ; ~ l c .  -- 
KTAEXT;iIAAUI: (195G, 347) 2 obtenu p a r  t~aj."ir~;7i?t ~ ' U Z C .  souche de 

I,upin par  1 'ar-i.de n i  treux, des  pigmentés, dont les a p  t i t u d e ç  çynbiotiqld.es 

n'oil t  pa s  é té  rcipportéeç. 

112Ul.:f@X;J (1938, 348) l=za1crnei?t avec une souche de Lupin e t  

por l a  m2r-e rnétboàe, a obteiiu cies sûuchec; pic;r,ientées, dont  l a  7-39, 

qu i  ne nod~ale pas .  k ~ i c u n  r éve r sz  capable de noduler n 'a  é t é  rappor t&.  

a observe l ' a p ? = i t i o n  de var izz ts  pignlrntés en o r m s e ,  a p r è s  

chùslffa~e à 100°C (10 mii.1) àe ÇGUC~IBS formmt des "spores". 



àec, cu l t u r e s  de R. rnel i lot i  producti.ices de stri?ctu.res analogv.es A ciss -- 

spores, a rnoritré que ce s  souches pouvaient r é s i s t e r  30 m i i l  à 7 0 ° C  avc:c: 

cl15 taux de survie de l f 3  1 0 ~ ~  en u t i l i s a n t  des cu l t u r c s  de 7 jours 

sur milieu avec rnrinnitol e t  sc7cchrirose au l i e u  de glucose. 

1,e meme Zuteur, dans dcs i ~ d e s  u l  tér ieures  (1959a, 351 ; 

7969b, 352) rapporte que parmi l e s  s;rvivcants à ce trai tement,  2.1 

appar2it f réq~~t?rm~ent des rir~~tants pigm2nté.s en jzuiie ou orangG, dont 

c e r t a i n s  r é s i s t e n t  20 m i i l  à 1 OO°C. Ces mutants pigmentés, t l i e rn io r é s i s t a~ i t~ ;~  

sc~nt également r é s i s t n n t s  aux UV e t  ne nodulent pas. Certains x'6verstrat 

dpiis des proport ions impor tantes (4  p. 100) , d 'autres  ne réversent  j v z  

sous  1 lac t ion  de t ~ . a i  tements mutagencs. Tous l e s  mutants réverscç perdent, 

avec l eu r  p ignci~ta t ion,  l eu r  rési,si-aiilrc a ~ ~ x  te.p-5rat-wes 61 e tkcs  e t  LJIX 

Li:', e t  re t rouvent  1-curs apt i tudes  s;-~ibiotiqtres. 

GILSBURG a observé dcs frCcl~ences ùt: 80 A 90 p.  133 dc pigxi..-nt6s 

en soumettant c e r t a i ne s  sciuches cl plus ieurs  p a s s q e s  sur chlorarnphiinicol 

ou néomycine A des concentrat ions juste i nh ib i t r i c e s ,  puis  :x. uii c h a u f I a ~ e  

( 3 3  min à 7 0 ~ ~ )  ou à une i r r ad i a t i on  c i~x  UV. 

P m  contrc,  GRAiIAI: eti CGI, (?953j 352) sur 79 souches isol  &as  

de Iégumineuses divcrçes,  n'en ont trouvé zucvne capable de survivre 

30 nifi à 60°C apres 3 jozlrs de cu l t u r c  en milieu à bzse dte;ctrait: de 

l evme e t  mannitol. Sur l e s  164 s c ~ c h e s  examinées au Iûèrre jciur 

de  cu.ltuxe, aucune ne for*mait de spores, même  ln présence de divers  

ûcides g ras ,  d "acide d i7 ico l in j  que ou s e l s  min4raux. Dê nozJ7rcux a t t res  

auteurs on t  égalencnt r e j e t é  c~t&goriquemcnt l a  possiLi.lit6 d q u r e  

çpoz-ulaticn ou d'ime tlierrno-r&sista~~cc chez l e s  Rkiizoùiurn, e t  p z  



4 ' 3.2. - Plc1l'iIODrS -- 

Povr* l ' o b t e n t i o n  de the rnoréz i s t an t s ,  1 m l  de c u l t u r e  (age : 

3 jours  ou une semaine) en mil ieu RC l i q u i d e ,  avec glucose ou rianni t o l ,  

e s t  po r t é  à 7 0 ,  80 ou lCO°C pendant 30 rnj.11, La tempbrature e s t  

co-~itrôlée au moyen d'un thermomètre plongé dans un tube contenant  1 r n l  

d 'eau e t  placé dans l e  mEriie bain-marie que l e s  c u l t u r e s .  

Après 30 m i l z  21 70, 80 ou 100°C, l a  c u l t u r e  e s t  immédiateme~lt 

diluée e t  é t a l é e  su r  mi l ieu  RC gélosé.  Pour l tb t en . t lon  de lilyr,;cntés 

pal* t r a i t e ~ c ~ i ~ ~ s  ~ . iu t~?g&l;~; ,  Les r!iocizs opéra.iroir~:s sont  celJ>: v t i l i s é s  

pour 1 'obteu;tj.orz de md-i;ur~ts auxotl-ophc?~, s a s  r62ect ion (-pe3t2 135 ) , 

4.3-  3" - j?EE?ECI-Ti'\TS 

/id cours  d c ç  m l t i p l c s  cori t rôles  de pureté ef îect i ;és  sur  nos 

sw.cl.iec;, rious n t  avofis Jcu-nxLs observe l a  pr2seni:e de s t r u c t u r e s   analo op es 

à û r s  spores.  

liéc\imoins, par  cEiaufîacjc à 70°C, 30 mis, nous avons observk 

l ' a p p a r i t i o n  de survj-valîts avec ~ o L ~ . ~ F - s  l e s  soucIies t e s t é e s  : T 1 S, 

T 2 S, L 2 S, 1, 3 S, 1 3  X I ,  P 1 S, K 1 S. Tous l e s  r é s i s t a n t s  appa-us, 

sauf ceux obtenus avec 1; 1 S, on t  E t 6  testés sur p l a n t e e t  tous  nodulent 

l eu r  hôte. Lc taux de sizrvie (so?nclies T 1 S e t  T 2 Ç) e s t  de l ' o r d r e  

de 10 en mil ieu RC avec gluco:? comrc avec mwni to l .  Poïr  l n  



souche 115 N I ,  nprè % cl~di~ff  zig;. A 80 oia 100°C ( 30 min) aucun r.urvi.v:u? t 

ilP a et4 dbcelé.  

Nous izqavons t o u t e f o i s  observé ciucune co lon ie  pign~c-n-tixe parq 

6 t a l e n c n t  des  culP;.res chauffées A 70°C. Pour la souche $55 111, i d  

nL6 thode préconis6c par GIi,LBSl?G ( 1969b, 354) ( p l u s i e u r s  p ~ s s a y c s  sua 

ciil oranphénicol p u i s  chauf£agc 0% t r a i t emen t  ;lux UV) n t  a pas  p ~ 2 ~ 1 , ? i i ç  

l 1  isolement  de p i g ~ 2 n t é s .  

Par c o n t r e  s i x  m u t a t s  pigmentés on t  6 t h  obtenus au hasard 

- - 
d ' a u t r e s  e s s a i s  d ' ob ten t ion  de mtaits  al , 114 , a u ~ o t r o ~ h e c ; ) ;  

- - T20 A I ,  jarnie-ocre, a été obtenu. par  c u l t u r e  de T20 I:3 (13.a , 
blanc)  en  milieu. I! + thiamine + b i o t i n e  + 2-minopux~ine (100 Y/Ii:l, 

une semalne) . Les c o l o n i e s  de 7'20 A l  accrochent à l a  gélose e t  sa 

croi ss?i~ce est très l e f i t e ,  Ses p r o p r i é t 6  ii> physiologj-ques e t  hi~chi!niqv.es 

sont  i à e n t i q u e s  à c e l l e s  de T20 S e t  T20 N3.  Ses  p r o p r i é t é s  

symbiotiques n f  oixt pas  6 t é  teç.tées. 

- T20 A 3  ct T20 Ar+, orarige-ocrt., ciit été obtenus par  c u l t ~ x r c  de 

T2O N 3  cn milieil  R ,. t h i an ine  + Biotii ie i- 2-anhpz;rinc (100 Y/il) 

- 
+ phCnylalanine ( I G O  y/ml)  l o r s  d'va e s s a i  dtobterrtioi? de Pha . Ces 

deux cl^oiicç ont  é t 6  obtenus erlsecibles, :::ais T20 A 3  est p l u s  ou 12o:oi.n~ 

d6pendi:n.t: pour l a  phtinylalanine. L a  c r o i ç s m c e  de T20 N 4  e s t  t r è s  

l e n t e .  Leurs g a l e r i e s  çoiit i den t iques  à cel. lcs de T20 S e t  T20 i?3, 

l a  souche T20 i',3, s eu l e  t e s t e e  silr Trèf le ,  nc nodüle pas.  

- T20 U:, j a i n e ,  nrdqueux, a été obte:lv par  t r a i t emen t  Oe T20 S aux 

UV. Les co lon ie s  so~z: tres bombées e t  d i f f i c i l e s  A d i s s o c i e r .  Sa 

croisçcmce es: rc?pi.de e t  s a  g z l e r i e  nori:iale, s a :~ f  sur mi l i eu  ail rouge con20 : 



sin* ce milieu, I c s  colomlies ont uxi azpcct c i rc~~ax,  r i dé ,  trCs d:i.fférent 

d c s  cu.l.hires obtenues sur l e s  au t res  n~ilieiix. Cette souche ne nodule 

pas .  

- T20 U2, jaune, non n1uqv.eu.x. Derive du. précédent par mdtztion 

nztvz>elle. Par i r r ad i a t i on  aux UV, il a é t é  possible d'en obtenir  

dcs ~010 i i i e s  EidCjUCUSeS, du type T20 U1. Cette souche T20 5'2 ne 

no6ule pas, 

- M5 N 4 ,  non noqueuse, orangé. sr ive de M5 N I  par traiteziclit 

da i s  ilu tampon ac6tate (PEI 5,55, 3 heures) sans nitrosoguanidine 

( e s sa i  témoin), puis par l a  pénic i l l i i le  (5000 ~ 1 / n l ,  6 heures, eil 

n i l i e u  minimum). Les colonies ont v.ne co~zsistance ferme e t  2cc:rochifnt 

à 12 gélose. Cette souche ne nodule pas. 

D a n s  t r o i s  de ce s  mtantc, ,  7'23 Ül,ï20 i72 e t  PI5 N4, 12. 

appar.5 t, sur tout  dans l e s  cv.1 tirres agées, des fonrnes t r 6ç  I o n ~ ~ , ~ - e s  

pmfo i  s kr mci-&i clonna~it un aspect d' actinox~ycète A l a  cu l  -t--dre 

/ \phc)tos F"3e 130)s 

4.3.4. - DTSCIJSCTOiT - 

La llsporialation'l e t  l a  thernorésiçtsnce chez Rhizobj.vrn sont ----- 
t r i . ~  controvcrs6es, GKAiiiXf e t  co l .  (1365, 355)  n'ont p a s  our>ervé c e s  

ph6nonènes. BTSSET' ( 7 9 5 2 ,  3 5 6 )  a rapporté de t e l s  phénomènes, mais 

p a s  pour toutes  l e s  souchfs ; en pa r t i cu l i e r  cc l lzs  i s o l é c s  des 

légumineuses des régions tempérkeç scnbleraicct  rarement ca?abies de 

produire d e ~ ~ ç p o r e s ~ ~ .  GTLLBEXG ( 1933a, 357) a montré en outre  q u ' i l  



Photo 4 : Fornes longues  crlez 13 souche T20U'l 
( l i h i i ~ o b j i s  t r i f o l i i ) . h : ~ l l e ü  : RÇ.Coloration : 
r'u:;c;hlne b a s i q u e .  (% 70~0) 

Photo 5 : Mutants pigmentés de Rhizobium t r i f o l i i  
( ~ 2 0 U 1 ,  '1'20U2, ~ 2 0 ~ 3 )  e t  iihlzobium n e l i l o t i  ( ~ 5 ~ 4 )  
Mi l ieu  : RC. Age : une ~ e r n a i r ~ e . ~ v i r o n  grandeur 

n a t u r e l l e .  



e x i s t a i t ,  ci? 6el:or~ des qucçrions de souciles, une i l ~ f l ~ i e n c e  d+.ia~ï.ci~idnte 

il% 1 % " ~  de l a  c u l t x r e  e t  du niilieu e t  il suppose que l e s  condi fio:îs 

employées p a r  U9A1IA11 e t  c o l .  ne son t  pas ad6quates. 

Il £sut a$!,et?-tre qi?i? C!?I,Y!S nos  lis, ~ n @ m e  s i  l e s  m i l i t ? i : c  

c o ~ v i e i ~ n c n t  à l a  s p o r ~ . l  l : C ~ s  souriles ci? scmt incapables,  car  

nous n'avons jarnais observé d e  spores quel que s o i t  l ' h g e  des 

c u l t u r e s .  Nous avons par  c-ontrri observh lral;p;-irit ioiî  de su rv ivaa t s  

ap rès  30 min à 70°Ç e t  cette rCsLst;mce n ' a l t è r e  pas l e s  ap t i tudes  

symbiotiques. 

Nous n'avons pas  observé de pigmentés parmi l e s  survivc~?l , :~r  

au. chauffage,  contrairement  à RPÇSCT (1952, 358) e t  GILLBERG (1969ù, 3 5 $ ) ,  

Néaimoins, corme c e s  au teu r s  ont  observé ce p!?énorz&ne avec des souches 

"çporul a ~ t - e s v ,  il e r ; tposc ; ib i e  que 1; rni'tllodc u t i l i s é e  avec r;ucrC:; 

pour de t e l l e s  soacj;is ne convienne pas pov.r l e s  S O U C ~ ~ C T ;  q~ie nous ajrons 

u t i l i s < ; e s ,  qui  ne $orment pas  de spores. 

Par  cont re ,  nous avons pû obteni r  des mutants pigmentés à 

partir de deux souches ( T  20 S, Pi5 B I )  l o r s  de divers traiteme::ts 

mutagènes. 

L'isolement, par  d ive r ses  né thodes, de pigmentés, a v a i t  6 té 

rappor t é  à maintes rc3pr ises  a v m t  l e s  travaux de GJLLnEXG. N&annoins 

cef, observat io:?~ ont Cté négl igées  e t  lfappmte:nance de t e l s  clôneç 

pigmentés au genre Rhi zobium a r n h e  é t é  n i s e  en doute, parce que l eu r s  

p r o p r i é t é s  symbiotiques o n t  disparu e t  que d ' a u t r e s  ca rac tè res ,  

absen t s  chez l e s  Rhizobium typiques, accompagnent l a  pigmentation r 

rSs i s t a3ce  aux UV e t  aux températures élevées,  aspect  anormal des 

c o l o n i e s  ou ~.êii,eç p r o p ï i é  t é s  physiologiques iiikiabi tu.clles ou encoi-? 



abse:lce de bactCroPcicts cu-tif j c e l s  (vo i r  propriCtes p i i y s ~  olo,zc&?es e t  

l>ioclii,.;iiques de l a  souche pigrneiitée 1-99, t a b l e ~ u  V page 62 ). 1k 

m$i:e chez l e s  mutmts  piyirientés que nous avons obtenus, p lus i eu r s  

cari<.tiires ont  v a r i é  en nE-mi: temps que l ' ; icqliisit ion de l a  pigmentat50n : 

- l a  v i t e s s e  de c r o i s s x ~ c e  est Ir?? rCriuite poux S20 hl e t  T20 X4, 

- l a  production de bac té ro ldcs  arti . lPicicls n 'a  pas l i e u  pour 120 L.3, 

T20 U1, T20 US, 

- les p r o p r i é t é s  symbiotiques sont  j l t é rCes  : des quat re  rmtants  testés 

sur p l an te  ( ~ 2 0  A 3 ,  T20 U1, T20 US e t  II5 ~ 4 )  aucun ne nodule, 

- l e s  colonies ,  chez T20 U1, sont  bombées e t  r é f r i g e n t e s  su.r tous  

l e s  )nilieux. Sur l e  mi l ieu  cu Rouge Congo, e l l e s  on t  un aspect  c i r eux  

e t  r i d é  t r è s  d i f f é r e n t  des co lon ies  normales de Rhizobium ' 7 

- chez I c s  s i x  m n t a i t s  :>içixc:itbs que nmxs avons isoLCs, I c s  co lon ies  

ont  mie consist;mcc ferme, ~?ccrocl?ent A l a  gélose et sovit d i f f i c i l e s  

à mettre en sv..spei~sion, 

- il c x i s t e  des formes longues, chez t r o i s  de c e s  souches (T 20 U 1 ,  
$ 

T20 U2, M5 ~ 4 ) .  Ce phénomène n ' a  jamais é t é  rappor té  cliez l e s  Riii robiuri _ _ *  

e t  s a  s i g n i f i c a t i o n  e s t  inconnue. Nous avons pu observer des formes 

longues t r è s  semblables chez Chronobac t e r i u n ,  c u l t i v é  en présence 

de péinj.cilline. Ces formes longues pourra ient  ê t r e  responsables dc l a  

conr;istance spécia le  des  imtanLs pigmc_?iités que nous avons i s o l é s .  

Nalgré tous  c e s  c m a c t è r e s  qui l e s  d i f f é r e n c i e n t  des souches 

sauvages, les c1Ôiies pignientés on t  gardé l e s  mêmes p r o p r i é t é s  biochimiques 

e t  ~ l i ÿ s i  ologiques que l e s  souclies d 'or ig ine .  Leur appartenance au gerlre 

RlitzobLum semble donc ind i scu tab le ,  quoiqul i l s  d i f f è r e n t  nettezzent, poutl 

Z 1 ~ u t r e s  ca rac tè res ,  du type, t r è s  hoi.iog2net r encoa t ré  d a i s  l a  na ture .  



4.4.1. - HISTORIQUE - 

L'obtent ion de m t ~ m t s  auxotrophcs chez Bhizobiun a érf -- 
rapportée p a r  quelques axzteurs srclcmrnt ,  j~xsqu' aux travaux de IIEUI:I.',;4îJ. 

BALASSil (15'53, 330) p a l  a c l i o a  cle xoutxrde azotée e t  

s é l ec t ion  à l a  pCnicillinc: çur uilr sowche i;olée de Lupinus h;irf.;_zi-L, 

a obtenu deux mtmts dépcnd~ints,  l'un pour l a  cys té ine ,  l ' a u t r e  pour 

la val inc .  Sur mi l ieu  rninimu-m, i l s  doment  naissance à t r o i s  typcs de 

colonies  : 

-t - colonies  r éve r ses ,  de type sailvaçe Cys , 
- 

-" ins tablesn ,  phénotypiquemcnt Syç mais qui  par étalement ,  çégr2gznt 

4- - 
cn Gys , Cys e t  l l i n s t aù les" ,  

... - mlcrocoïonieç Cyç pour lesquelles l e  tzux de ~'CJvei*~ion e s t  de 

5.10-~. Le mtmt d6pcndant pour la vtiliile a le nêiae conporienent.  

Les p r o p r i é t é s  symbiotiques de c e s  rnufants n 'on t  pas é té  rapportées, 

GUPTA e t  KLECZKObJSKA (1962, 351) ont  obtenu par  ac t ion  des UV 

sur  une souche de R. t r i f o l i i ,  e x i g e m t e  en b io t ine ,  un mutant in&:pcndait 

v i s  à v i s  de c e t t e  vitamine, mais de mutants auxotrophes. 

JOBDXJ (1952, 332) dans une étude sur  l ' a c t i o n  de d i v e r s  agexts  

miltagènes (rayons X e t  UV, n i t r a t e  d'uranium, diazomé tha ie )  sur 

K. - m e l i l o t i ,  rappor te  I f  obtent ion de mutants &uxotrophes, mais l e u r s  

exigences n ' o n t  janiai s é t é  diicri t e  S. 

IMSEiJECICI e t  co l .  (1970, 363) ont  obtenu de nombreux rCsj.st;tiitç 

aux a i t i b i o t i q u e s ,  mais pas d'auxotrophes dans des e s s a i s  p ra t i cp . :~  

avec l e s  UV, l a  nitrosontéthylurée, 1 'ac ide  n i t r e u x  e t  1 'éthylèi ieinine.  

SCI-IWIlrGII:I'S.22 (1950, 3G4 ; 1961, 365 ; 1958, 365 ; 1970, 3 5 7 )  



a ~ ~ g e l c ! ~ ~ ~ ~ ~ t o b s e r v ~  chez R. 1-rriiCi)l ii et Y. ----- lecjur;.inoc.~.riin que Icç 

Ir 'ii t e r r e n t ~  mdtagènes c lass iques  (rayons X e t  UV,  n i  trosoguarii clintl) 

ne perrnettaient pas d 'obtenir  facilement de mutants à déf ic iences  

m6taboliçues. 11 a par contre obtenir, parini des clôner. r é s i s t a n t s  

A des  an t iné tabo l î t e s  (page 108 ) dins ~ x ~ ~ t a ? ~ ' r : ;  i n e f f i c i cn t s ,  dont 

c e r l  a ins  sont  exigeants en v i  t:i~nines, pzrt iculiCrenent en thiamine, 

Certzins de c e s  mutants retrouvent 1cu.r ef l ic ience  par réver sioui 

+ vers  l e  type t h i m i n c  . Cet ciirtéur a égalemeiit obtenu un mutan t  

exigeant en r ibof lavine ,  nodulant, mals e f f e c t i f  seulercent en prC çcnce 

de r ibof lavine .  

R A I N A  e t  RODI (1969, 368)  e t  DEMARIE (1969, 359) chez dcs 

souc!îes de Vigna s inensiç  e t  de Luzerne, rsspec tiveneiit, ont  obtu:iii 

par a c ~ i o n  de l a  n i  broçoguauzi dine, deci nu i r i r t s  dépeiidazts po-ir 

1 ' ad&nia?e, Celui dkcri t: p a r  I)E:ii'iZlZ e s t  ii:effj.cient, rnai.s tous l e s  

révesnscs obtenus sont c f f i c ie r î t s .  

KO:?PJ.,SKI (1970, 370) avec X. rneli lot i ,  a obtenu par t r a i t exen t  

aux UV e t  enrichissement l a  streptomycine, sur 135 c lanes  t e s t é s ,  

wi mtmt s tab le  dkpendant pour l a  lys ine .  Celui-ci e s t  i n e f f i c i e n t  

e t  l e s  lys inef  obtenus à p a r t i r  de ce m u t m t ,  par réversion ou 

transduction,  sont également i ne f f i c i en t s .  

KLEINHNF ( 1 3 6 ~ ~  37 1)  avec R. l up in i ,  a obtenu p a r  ac t ion  ----- 

de l ' a c i d e  n i t r e ~ . ~ ,  au cours cle recherches sur l e s  m t a n t s  pigrnznt&s, 

des cl-ônes dépendants pour l a  prol ine ,  l a  cys té ine  e t  l a  t h i w i n c ,  

Enfin IIEUPLMO? ( 19G 8,  37 2) a rapporté 1 ' obtention de nomtrcux 

m ~ t m t s  auxotrophes avec R. l up in i .  A pcu.tir d'une souche sauvage, 

t r è s  muqueuse, non p ig~e i i t é e ,  ne fornant  pas d ' é t o i l e s ,  pm ac t ion  àe 

l ' ac ide  n i t r e ~ x ,  des va r i an t s  pigmentés ont  apparu, p u n i  lesq-i~eis  



un r l ê n e  (1-99) a éti- s é j r c t i o n n é  p,.r exmen  ~~ic.roçcopiqi~c: j)ol.w 

cciptci té  de former dc nonbreiases é t o i l e s .  

Cet te  souche (1-99), t r a i t é e  à l ' a c i d e  n i t r e u x ,  fou r r i i t  

dc nombreux v m i a n t s  av.xotrophes, ou A pigmentation d i f f é r e n t e  du 

sauvage, e tc . .  . Cet te  souche prése~ite néL~i:mcirzs cies c a r a c t è r e s  aberi-ar1-i.c; 

pow v.n RNizobiun (tab1i;au V p ~ g c  5? ) c l l e  e s t  fion-maqueuse, pi gncnt6c., 

- 
uréase  , lie forme pas  oa peu de l;ar:t6~oltdes e t  rie nodule pas. Elle fie 

p rodu i t  pas  de cya2?ocobalanine, mais en exige  ( v o i r  page 32 ). Toutefo is ,  

se lon  IIEUblAIJN (communication personxel le )  e l l e  e s t  s e n s i b l c  à di f t é rcn  t '; 

phages l y t i q u e s  pour des  R, l u p i n i  nodulants  e t  e l l e  a don& va nmt;trt 

qui f o u r n i t  o o i i s t m c n t  vile Eorte  psoport ion de bactéro9des. 

Mous avons essayé  d ' ob ten i r  des mutants auxotrop!zes p a r t i r  

de d i f f é r e n t e s  souches dont l a  1i39,  p ; ~  p l u s i e u r s  méthodes. 

4.4.2. - M!?THODES 

4.4.2.1. - AGZNTS 14UTAGENES 

4.4.2.1.1. - --- RAUO?iS ULTCA-VIOLETS (UV) 

Les cul txxreç, en  phase exponen t i e l l e  de c ro i s sance  (dens i  t é  

op t ique  40 à 80 ) ,  sur  n i i l i t r t ~  complet RC, s o n t  d i lukes ,  é t a l é e s  e t  

i r r a d i é e s .  Quand un ei i r ichissement  e s t  i iécessai.re,  l ' i r r a d i a t i o n  a  l i e u  

en  mi l i eu  l i q u i d e  ( 1  m l  dans une b o î t e  de P é t r i  en v e r r e ) .  Deux l a , ~ p e ç  

o n t  é t é  u t i l i s é e s  : 

- KAZDA TO 16-436, Germicide (30 V )  

- SM,VEINIA G30 TS Germini.cjdal (30 Y) type A. 



2 La prernièré 3 6th étalar:.i4e (300  crg/s.cm ) , naj ç lour i î i t  

bc;iucoup d'ozone e t  a é t é  ensui te  remplacée par l a  seconde qui n ? e n  

produit  pas. L'ordre c ro i ssan t  de s ens ib i l i t é  des souches e s t  : 

P 2 S , 1 ? 5 S 9  T l S ,  K I S ,  T 3 1  S, T 8 S ,  1.11 S, T 2 0 S . L e t e l r . p ~  

-2 
d ' i r rad ia t ion  nécessz-re pour ohteilir 10 A l f 3  survivants e s t  de 

10 à 15 S pour l a  laarflpc. IIAZCEI e t  de 14 à 20 S pour l a  SYLVMJIA. 

IJous n'avons pas observe de dif'férence sensible de mortal; té  

en t re  l e s  cu l tu res  i r r a d i é e s  sur n i l i e u  sol ide  e t  c e l l e s  i r rad i6es  en 

rnilieu l iqu ide ,  Toutes l e s  cultu.r*cs t r a i t h e s  aux UV ont ensui te  & t é  

incubées à l ' obscur i t é .  

Eode opc'ratoire r --------------- 
- Centrifuger 20 m i  d'une cu l tu re  de DO 80 environ sur milieu EC. 

- Laver avec 10 m l  de tampon acéta te  e t  reprendre l e  cu lo t  d m s  

0,S m l  du même tampon. 

- Ajouter l a  solut ion de N-méthyl N'-nitro N-nitroso-manidifie 

e t  incuber. 

- Ajouter 10 ml de mi-lieu HC e t  centr i tuger .  

- Reprendre l e  culot: dans 20 T E ~ L  de milieu RC ( p lu s  4 g/l de 

casaminoacidç pour l e s  souches de Luzerne e t  1-99). 

- Remettre en incubation jusqulà repr i se  de l a  croissance e t  

enrichissement par l a  pén ic i l l ine .  

I,a mortalit-6 observée dans l e  tampon acéta te  aprt'js 3 hemes 

e s t  l a  suivante ( t a b l e m  x). 



TABLEAU X 

La plupart  des expériences o n t  donc eu l i e u  à pH 5 ,7 .  A ce 

pli, l e s  temps d 'ac t ion e t  taux de survie observés on t  é t é  l e s  suivat-s 

( tableau XI) .  

TAUX DS SURVIS D l  RIi iSOBIUF:  spp.  APRZS SPtlTTE1Eî:TS PA2 L A  I?iTRCS3SLT;LrlI3I?JX --- 



La techniqEe u t i l i s é e  a - t é  c e l l e  de IiEUiliju'iJ (1952, 3 7 3 ) .  

Pour l e s  souches dz Wèflc ,  l e  pH préconj.sé (4,~) é t an t  l é t a l ,  r r f ~ ~ : ~  

axro!is pratiqu:': des e ç sz i s  à p1-i 6 ,  m.ni:; les ta>: de survie obteri~~r;  

(89 p. 100 e t  plus) niontrent qxt% ce p!i ï e  n i t r i t e  e s t  s&?s actio:?, 

C e t  agent mutagène r2a C t f  u t i l . i sé  qv' cl\ cc ia çoi~che 1-39. Le tx~,.s 

de survie a é té  de 7 , 5  p. 1000. 

4 . f i .  2.1 .4. - 2-AI~iITTOPilRTFiE 

Les cu l  turcs sont ensc~encf  e s  sv.r milieu ccmplet ou. n~iriiriiu~ri, 

ai?ditia:înc': s o i t  de casuniiloacids ( 4  (Idfi) s o i t  diun aciZe sxir16 ( 0 , l  I X ~ / E I J )  

e t  de 2-aninopurine ( 100 ou 500 ?(,/ml). 

Quand l a  cu l tu re  a poussé, e l l e  e s t  di luée e t  é t a l é e  -ui. 

l e  meme milieu sans aminopurine e t  l e s  colonies sont t e s t é e s  par 

répl iques  sur  milieu minimum. 

4.4.2.2. - MEITHûDdS D r  EITRICIITÇSZI.:EI"JS -- 

4.4.2.2.1. - PUNICILLIB2  

L'enrichissement par l a  pén i c i l l i ne  a é t é  ef fectué  co~;ùi~e pour 

- 
l . 'obtention de Ga1 (page 116 ). 



4.4- :>* 2 e  2. - :,irj ; ~ ~ ? ' ~ ~ T ~ ~ ] j ~  - - - --- -- -- ---- 

On a observé chez E. c o l i  que l e s  c e l l u l e s  thy~slne' Gtal e î  t 

- 
pev ou. pas perméables à l a  thymine, a l o r s  que l e s  thymine vi abltss 

doivent forcénient ê trc perrn2iibles à cc t i e  base, Or 1 'aininoptéïlce i r ih  i !Y 

I n  r;:&thylation de 1' acide dSox:)mridili qi:e cn acidr thymidi1iqu.e. Si 

doaic on ~_nc bact<:ri.e ei.1 pr.ér,er;::c de .t!?ymLne e t  d1 aminilptéri~!e, 

- 
seules l e s  c e l l u l c s  thyri:i.nc voiîJï pou.src.ir se. Ùkvel.opper (OICAD!! e t  

co l . ,  1962, 374) (HAIZE~SO~! ,  1935, 375) (FRIESEN e t  MI'S;L@Z, 1955, 376) 

( ~ i . i ~ ' l ' ~ ,  1967, 377). Cette techniqu.e a &té u t i l i s é e  pour ~terlri~~ii.~s?nr.flt2~!lt 

- 
en thymine avec l e s  souches 1-33 c t  T 1 S. 

Après ac t ion d'Lin nçent mntagi;ne, on rela~?ce l a  c!r.l5.1.re en 

m i l i e u .  miilimurn evcc thymine (40 y,'ml) pu i s  on l a  repique sur. l e  

mêrr,c mil ieu avec 200 y/ml d ' rninop té r ine  (Trimé thoprim, aimablcireni. 

fourzi  e par IIITCilIIaGS (*)). Après 48 heures d'incubation, on i s o l e  

sur  milieu minimum avec thymine, puis  on réplique sur mil ieu ninimurit 

sans thymine. 

Résul ta ts  : --------- 

Le produit u t i l i s é  n ' e s t  soluble qu'à pH t r è s  bas (1  rrig/mi 

d 'acide acétique SN) .  La solut ion a i n s i  obtenue a c i d i f i e  l e  milieu de 

cu.lture e t  l e  développement des souches de Trèfle e s t  inhibé. P,ar l a  

su i t e ,  l e  pH a é t é  a j u s t é  à 7 , 2 ,  avec de l a  soude s t é r i l e .  

(*) WITCII1E:GS : 1 SC,ARSD'i,5 RD DJII2OUGIIÇ TiEI,COI-;E and Co (USA) IiùC. 
TiiCKîiliOZ 1::' 10707 



4.4 2. 5. -- illN,'-:;" I;f;S i-:71T;I:: CI'S - - 

MOLIS avoaç u t i l i s é  la methode des  r6p l iq~~-ec ,  ( L E D E I I B R ~ S ,  

1950, 378) en modii ' i~mt l e s  concen t r a t ions  de v i tamines  corrzte 

indiqué page 96 

4.4.3. - RESULTATÇ -- 
4.4.3.1, - SOUCHE 1-99 (- !,UPIIT~) - -- 

Lors d'un premier e s s a i  avec l a  n i t rosoguanid ine  (30 qy,hril.) 

smc.  s é l e c t i o n  par  l a  p é n i c i l l i n e ,  i.l e s t  apparu de n o n b r e ~ x  mdli+nts 

A pigrnentatioii changée de 10 p. 100, dont 1 p. 100 totaJenra:~l 

b lancs  e c  1 p. 1030 orange v i f ,  avec tous  l e s  inter;r~<.àiai .rcs).  1,. 

taux cl' ciuxa t rophes a i: TS de 10 p .  100 environ. Farrni l e s  ~~o:ioa~nxo lu'ophes 

s t a b l e s  dont 1 irxigeiace a é t 6  diiterminée, rious avons obtenu : 

10 ex igean t s  en c y s t é i n e  

2 t I en c y s t é i n e  ou méthionine 

1 II en méthionine 

6 Il en h i s t i d i n e  

2 II en argini i ic  

9 Il en adénine 

1 11 en ï euc ine  

1 II en pro1i .n~  

2 11 en i s o l e u c i n e  ou v a l i n e  

1 II en l y s i n e  

1 11 en phényl a l  m i n e  

Nous avons également obtenu parmi l e s  auxotrophes e t  parmi 

l e s  psototrophes,  d i f f é r e n t e s  c o l o r a t i o n s  (blanc, jaune c i t r o n ,  o r m g & ) .  

Ces r é s u l t a t s  çoi-it exa-ctement conrparables à ceux obtenus pa r  IiEUKîJSiu'. 



Avec 1 'acide ~ i t r c u x ,  no;s avoïis o b t c l ~ ~ l  1 à 3 p c  700 

d' avrro trophe s, sans enricl l issenent  par  l a  pén iz i l l i i i e  e t  environ 

1 p. 100 de nutc' ,~ts à pigmentation changfe. 

Avec l a  2-aminopixriiic, l e  tmx d f  a:xc:irophes n t  a pas iii6 

L:valué, mais l a  proport ion de co1a:ii:i:; A p i ç c - ~ i t a t i o n  changée n ' a  

pas dépassé 1 p, 1000, n;?nct ci?, u t i !  i 573-i 500 de 1 ' ageat  rn?-icyèilc., 

Lcl; nêines r é s u l t a t s  o n t  6t.k oùt::.niis  cc UJL x ~ t m t  de l a  souche 1-99, 

exigeant  en ad&nine, c u l t i v é  avec 2-c.n1inopuriile ( 10 -y/&) au l i e u  

d "dénine. 

4.4 * 3.2,  - &OLJCIE.S DE %17F'I,Z 

Au cours de ilo:,~breux e s s a i s  sur  T 1 S, avec l a  sîitroi;oc;uaiil ciint- 

-- 2 
e t  l a  p ç n i c i i l i n e ,  avec des taux d i  survie  de lf4 A 10 p m r  chacin 

de c e s  t ra i tements ,  nous n'avons jamais i s o l é  de mutants d'aucune s o r t e ,  

Peç mêmes r é s u l t a t s  o n t  él& obtenus par a c t i o n  des IJV. L 'acide ~iitrci~1.ï: 

ne peut  ê t r e  employé avec c e t t e  souche, Les e s s a i s  de s é l e c t i o n  de 

- 
tliyniine par enp lo i  df ami2op t é r i n e ,  ap rès  âc t ion  de l a  n i  trosogira~iidinc, 

ont  également 6 t é  riégati E s .  

Avec l e s  sov.clieç T 8 S e t  T 31 S, l e s  e s s a i s  e f f e c t u é s  avec 

l e s  UV e t  l a  ni trosoguariidine n 'on t  pas permis  de t rouver de c l â n e s  

exigeants. 

Avec l a  souche T20 N 3  (1.h -) seu le  l n  2-aminopurir,e a été 

u t i l i s é e  ( 1  00 -y/ml, en mil ieu minimxarn avec un acide aminé : p r o l i n e ,  

phény la la~ i i l e  , h i s t i d i n e )  . Sur 50 030 co lon ies  observées, w c m e  

n f  é t a i t  i n c a ~ a b l e  de pousser en ni l i e u  minimim. Néanmoins, sur deux 



co~~or!ies 6tuclic:c.: poyL1r Iriir piyl;.entati.on, î 'vdlr ( T L G  ~ 3 )  1'é~.5i t 3 

I 'adciition de phhyla lan ine  en milieu ninimm. Ce ~ m t a n t  a l e s  riSinec; 

propr ié tés  physiologiques e t  l e s  rfi$mes exigences en v i t m i n e s  que lti 

çoucl~e sauvage, mais forme peu ou pas dc bact6roPdes e t  ne nod~i! e pas. 

4,4.3.3. - SOUCTIE 1x5 N I  

Par traitement par l a  nitrosoÿuanidine, repiquage sur n i l i e u  RC 

avec cûsm.inoacids e t  sé lect ion par l a  pén ic i l l ine ,  il n ' a  pas é t6  

possible d fob tcn i r  de nwtants exigeants en acides aminés, 

Par  l e  meme traitement mais repiquage sur milieu mini -3 rn.,~~. 

avec ddéninr e t  Craj terilel? t pcw La pbnicj.lline, un cl6ne rletteilîent 

exiqediit en adt'li~jnc, mai ç ins table  a é t é  i s o l é ,  Il n ' a  pas &te  possible 

d'en obtenir  mi clône s table .  

Aprrs act ion de l a  2-aminopurine en présence de proline ou 

h i s t id ine  ou phénylalmlne, sur 6600 colonies étudiées,  aucune n' a 

montré d'exigence. Les r é s u l t a t s  obtenus après traitement aux VLT e t  

sél.ection par l a  pén i c i l l i ne  ont également é t é  négat i fs .  

4.4.3.4. - AUTRZS SOUCHES 

La souche P 2 S, t r a i t é e  à l a  nitrosoguanidine puis p m  l a  

pén5-cilline, n ' a  pas fourni  de mutants exigeants. Par contre l a  xême 

souche, a in s i  que l a  L 4 S, ont  fourni ,  après traitement aux UV e t  

sé lect ion par l a  pénicil . l ine,  des colonj-cs à croissance r a l en t i e  sur 

rnili.eu minim~m. Toutcfois zJ.cune exigexcè ? réc i se  n ' a  pu leur  ê t r e  a t t r i h é e .  



Lors d ' e s s a i s  p ré l imina i re s  sur R. t r i f o l i i  (T 1 S) ; : ~ c c  1;: -- 
n i t r o s o ~ u m i d i n e  e t  l e s  UV, il a é t é  i ~ p o s s i b l e  d 'obteni r  des  mutanYs 

~i;j~xotrophes. Pour savoi r  si c e t é c h e c  étClj.t: do. A l a  souche ou 

. , n:4thocles ernployCes, nous avons v.'l:ilir,e l e s  ;r;$mr-c; rn6thodes ave=. R,l::pii~i ---*- 7-49 

avec l a q u e l l e  I!:UI.::~I.IP~ ( l i s ~ ,  379)  a v a i t  oh-te~m de nombreux mut:c:r~ts, 

Les méthodes que n a i s  avions er:plny&es sans s ~ ~ c c è s  avec 

R. t r i f o l i i  ( S  1 S) s e  sont  révél6es  ef ' f icaces avec l a  souche 1-99, -- - 

m8:ne en d i ~ n i n u m t  les doses ou temps d 'ac t ion  des agents  mutac;ènes, 

Ces methode s soiit il' a i l l e u r s  employées couranunent pour 1 ' obter) t i.on 6e 

mnütants a p a r t i r  d' a u t r e s  micsoorganismcs e t  e l l e s  peuvent donc ê t r e  

nises hors  de cause. 

Pour s:!.voir si  l a  rerarqi~-able ç t a j , i l . . i t ~  gén6tiquc ac 

R. t r i f o l i i  ( 7  1 Ç) é t a i t  un ca ruc tè re  d? souche ou lm c a r a c t c r e  de 
-" 

17esp6ce  R. t r i f o l i i  ou du genre Rhizobium tou t  e n t i e r ,  nous w o n s  - 

étendu 20s e s s a i s  3, d ' a u t r e s  souches : R. t r i f o l i i  (T 8 S, T 20 S, 

T 31 s), R. m e l i l o t i  ( ~ 5  M I ) ,  R.  phaseol i  ( P  2 s), R. 1i1.pilii (K 1 S) 

A quelques exceptions p rès ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus poür 

tou tes  c e s  souches son t  l e s  mSmes que ceux obtenus avec T 1 S. Il 

semble donc que l a  s t a b i l i t b  génétique ou du moins l a  r é s i s t a n c e  

aux agents  m-tagènes que nous avons enployés, s o i t  une caractéx-is t ique 

du gexre Rhj.zobiuln t o u t  e n t i e r  e t  que sous c e  rappor t ,  comme pour 

p l u s i e u r s  a u t r e s  c a r a c t è r e s  ( t ab leau  V page 62)  l a  souche 1-99 s o i t  

une exception . 



f t .  S .  - PILTTAJITS FO-:!;UI(P 115s ETOILZS  ta') 

Dès 1902, BUIJEEINCK e t  VA?? I)SLDE!I (380) on t  observe clic=. 

R!iLzobium e t  .A. rndiobacter  da2s c e r t a i n e s  ~ o n d i t i 0 1 î 5 ,  l a  Ç o r ~ m i i o i î  ----- -Pm-p 

d1arr,as de c e l l i ~ l e s ,  disposées en. é t o i l e z  ou r o s e t t e s .  Cette  forn~~: t ion  

a k t 6  d e c r i t e  égalcnieiît par  1,O:IT;IS (1905, 381), LQJINIS e t  IiriliYEli 

(1921, 382) e t  LIESKE (1928, 393). ToOi;iLLS ci donné 2 c e  phénomhe l e  

sens d'une conjugai.son, e t  l e s  travaux de STAPP e t  BORTELS (1931, 38~r) 

par des c o l o r a t i o n s  spéci f iques  des ac ides  ~ iuc lé iqueç ,  ont  conf i rné  

c e t t e  opinion,  Ce n ' e s t  qu'en 1960 que I-IEUi.L(ip?II (385) prouve q u ' i l  y 

a recombinaison yéiiétique au cours  de ce  processus, chez Rhizobium. - 

Nénarnoins c e r t a i n s  au.teurs (BOSE e t  VEIJKkSiLqi?YAN, 1359, 385) 

- 7 ont  rappor th une reconbinaison, à fréquence f a i b l e  (5,10 ) chez 

R e  Icsianiiioc ~TLIT? D cu l  t x r e  mixte, en n i l i e u  l i q u i  rie, de c iane  s 
L P 

r é s i s t a n t  A l a  p é n i c i l l i n e  r _ î  r é s i s t m t  A l a  ~ t ~ e p t o r r ~ y c i n e ,  sans 

mentionner de formatirs? d ' é t o i l e s .  

Selon iJOWAK (1956, 387) l a  formation d ' é t o i l e s  est une 

c a r a c t é r i s t i q u e  de c e r t a i n e s  souches, en  p a r t i c u l i e r  de souches I:OT:- 

muqueusa Néanmoilis, STAPP e t  BORSELS (1931, 388) o n t  noté une 

inf luence  détermin&ïitc du mil ieu sur  l ' a p p a r i t i o n  de c e  phénomène, 

Ainsi l e  mi l ieu  l e  p l u s  approprié  pour l a  formation d ' é t o i l e s  

chez Rhizobium d o i t  e t r e  s o l i d e  e t  conteni r  des cata1yçeuâ.s d1oxydo- 

réduct ion  ( ~ e "  e t  En"') a l o r s  que l a  formation d ' é t o i l e s  a l i e u  p lus  

fac i lement  en mil ieu l i q u i d e  pour l e s  a u t r e s  Rhizobiaceae, l e s  

Pseudornonas e t  Phyïlobac terium. C 'es t  également su r  mi l ieu  so l ide  -- 

que l e s  au teu r s  su ivan t s  ont  observé l a  formation d ' é t o i l e s  chez 

EE?izobium ; NO:iiiI( ( 7 956, 389) , LXIiiiEil e t  Iu'0:ii"ll: ( 1957 , 390) , IIEU!;ITi --- 



391 ; 1956b, 395). DJOSZL, en p a r t i c u l i e r ,  rappor te  que l e s  milieu:?: 

h base 6e peptones ou d ' e x t r a i t  pro té iques  e t  l e s  bou i l lons  minfrzux 

.-ivcc l a  plup'art des ~ O ~ Y I O ,  d i s  oz polysacchi?ridcs, a l c o o l s  e t  alcals?:ie. - 9 

i:e convielincl~it pas. 

Ilos soucliçs ne f o r i x n t  p a s  d 1 t  Loi lc;  sur  l e s  milieux 

o rd ina i re s .  Dqv.ne p a r t ,  contrzlrtv:.-n-t a ~ l x  observat ions  de BOS3 e t  

VU?,iiATARNYUJ (1969, 395) il nous n C t i :  i ~ p o s s i b l e  d 'ob ten i r  une 

recombinaison e n t r e  r n ~  t a n t s  de oh3 zobiunr t r i f o i i i  ( I  1 S) r é s i s t m t  

3. 1' azide de sodiu.m e t  r é s i s t a n t  au chlor .zph&i~icol ,  que l e  c r o i  sclrent 

a i t  l i e u  en mil ieu l i q u i d e  corrune d é c r i t  par BOSE e t  VEBKArrk?kli!~"I' ou. 

su r  milieu. s o l i  dc cmme prhconisé par IfCUILP.IIIi ( 1958, 397). 

ILTOUS avons donc cl?erc:î6, pour pit-n:c ttre l a  recor;ihj.riaison, 2 

ob ten i r  cies clôces £02-ii!ait ùeç é t o i l e s   ta"). La teclmique u t i l i ç é r .  

avec succès par  IEü1LQ:II I O )  pour l a  souche 1-99, a é t é  appliquke 

à diver  s e s  souches pour 1 ' obtent ion  de non-r.mqueux . L ' examen 

mic~~oscopique des c o l l e r e t t e s  après  15 à 20 repiquages success i f s ,  

n ' a  jamais permis d 'y  v o i r  d l C t o i l e s t t ,  nieme pour l e s  souches qu i  

on t  Fourni,  p m  ce moyen, des  non-muqueux. 

Dans un deuxièxe temps, nous avons essayé de modifier l e s  

mil ieux de c u l t u r e .  Rj.cu.ne de nos souches, pas mGme l e s  non-muqueuses 

(145 N I ,  T20 N3, T24 N I ,  T30 162) i i1a  formé d ' é t o i l e s  sur  l e s  milieux 

sol-ides préconisés p a r  STOP e t  BOXTELS (1331, 398). Par cont re ,  au 

cours  d 'expériences sur  l e s  sources d s  azote, nous avons observé sur 

mi l ieu  l i q u i d e  ( R C  + 4 g , h  de phytone) une formation impcrtante 

d l é  t o i l e s  p'w une b a c t é r i e  contamj-nante, ind6 terminée (souche Z 4 S) (3-1 

( v o i r  photos page 145). 

(*-) v o i r  page 147 



Photo 7 

Photos 6 et 7 : Formation d'étoiles chez la souche 245 (indéterminée) 
ibiilieu : RC + Phytone (&/l). Coloratiori : Fuschine basique.()( 1000) 



(c-) Les carncf iè~~es  dc l a  so-xkie Z ~1 S sont : 

- 
B4toririets Gr~m ; 2,5 x 5 p ; extrernités arrondies ; un scul  f l age l l e  

pola i re  ; non s p o ~ u l c s .  

Colo~iies platc-s, pe t i t e s ,  translucides, lég,"ac.i::?vlt kleutées,  

Cmactérist iqueç physiologiques : 

Aélvohie à. micï-c?~&ropl~ile I!L?G!I e t  1,EII;'SOM : a l ca l i n i e s  

Gelatinase - Klicler  : lac tose  - 
l fobil i té  + ( f z ib l e )  glucose - 
Catalase + ( f  a ib lc )  Ii-S - 

'i 

Ur.@ar;e - Cyt. oxydac;e - 
C l  t r a t e  ( ~ i ~ ~ ~ ~ i î s )  - CitrzCe ( ~ h r i s t e n s e n )  - 
AiI' - A I A  - 
Litili se, saris p rod~ i - r e  d' acides : glucose 

N 'u t i l i se  pas : c'lrabinose cid.lci t ~ l  

alni don s a l i c ine  

13e prend pas l e  Rouge Congo 

Inezpaùle de se développer à pH 5,5 

U t i l i s e  l e  malonnte 

Ile forme pas d e  pjgmeilts solubl-es sur l e s  milieux pour déternination 
des Pscudcmonas --- 
1Te provoquc pas l a  formation de nodules sur Ti-éfle, Luzerne, i imicot,  F o i s .  

Cette çoi~che n f  e s t  pas un Ehizobiuni. Elle présente ce r t a in s  

caracrères  des Pseudomnas (aspect  des colonies,  f l a g e l l a t i o n ) ,  mais 

ne forme pas de pigment soluble, a l ca l i n i s e  l e s  milieux e t  e l l e  e s t  

Cyt. oxydase négative. Par ces  caractères ,  e l l e  s f  apparente aux 

Arhrorriobacteri;3ceae mais e l l e  en d i f f è r e  par sa  f l age l la t ion .  Ses - --. 

carac té r i s t iques  sont t r è s  proches de c e l l e s  de l a  souche 1-99. 



L e  mi l i eu  (RC 4. F h Y t ~ ~ l i l )  dzns I.eqiiel cette bact6r:i.c a &té 

i s o l é e  e t  sur leq:?el. e l l e  fo rne  de nom;~rcuçes é t o i l e s ,  a 6i-k 

essayé  avec une ço-d..che non muc~utuse de Rl.ii.~.obiirm rnc l i l o t i  ( 15  NO). 
P" 

Nous avons pu observer dans c e s  cond i t i ons  7une forjnation d ' & t o i l e s  

A bra:ches.  peu r;o1::3reuc;es, t r è s  seinblables à des bac t é r o t d e s  brcinchés, 

mais en  d i f f é r d n t  net tement  pa r  l e  f a i t  que  l e s  branches des  e t v i l e s  

page 1 ~ ~ 9 )  sonti.;lobiles e t  s e  dktzchent  l e s  unes des  autres poux* 

fo r r~c r  d s  z u t r e s  b t o i l e s ,  a l o r s  que l e s  bactbro'~d,os branchés soiir 

i r t ~ o b i l e s  e t  wi icc i j -u la i rbes  (photo page 58 ). 

L ' adai  ti oiî de pliy tone ( ~ e ~  tonc pa2aYniqu.e de so j a )  s c m ~ l e  

donc ê t r e  un moyci? cic prsvoqlner, en  e ni lieu l i v i d e ,  l a  £orrna-ilog 

d i é t o i i e s  c liez c e t t e  soucke qui n 'en forme norrnalemcnt pas.  

La forr ia t ion d ' é t o i l e s  semble dcfiz Ptsc vne adaptatioxi au 

mi l i eu  p l u s  qufuli c;.;t-actèrc c o n s t i t t ~ t i f  I iérécl i ta i re .  E6anmoinc, c e t t e  

adaptrlt ion e s t  sous c o n t r ô l e  génét ique et on c o n n a i t  des mutants qv.i 

ne fosinerit jamais d t C t o i l e s  dans l e s  cond i t i ons  où l a  souche 

s;riuvayc en  forme (T~IYL 'R ,  1953, 399). 

Ces é t o i l e s  sont t r è s  f r a g i l e s  e t  d i s p a r a i s s e n t  s i  des  

p récau t ions  s 6 r i e v s s s  ne son t  pas  p r i s e s  l o r s  de l f é t a l e m e n t  e t  ae  

l a  c o l o r a t i o n .  



Photos 8 et 9 : Formation d'étoiles chez la souche M5N1 
(Rhizobium rneliloti ) . Kilieu : RC + Phytone (&/l). 

Coloration : Fuschice basique . (X 1000) 



mir.tagèncs pour ? ' ob'le~ltion de  nori muque1i.x. Dzzis d.;lux cas (;\lr s:.i.i:, 

l lc;olernen t de pri.gric:i i-6 s 2 eu 1 iev. sans agent- ri?.; tagène e t  l c  s ]TIC t11oC.r s 

pi-écorrir,Ceç palq d'mtrc.3 a i~ tcurç  ( G I L L T ~ ' - ; : ~ ~ J ,  pa jc  1 2 6 )  pour ohtc!?,ia: 

des pigr::entiic, 3 psrt2.r d.e souche " S ; J O L ~ I ~ Z ' ~ ~ C S ~ ~  nf: :ont <Ivai.?.l~:~.i"ç p ~ c  

no12  pl.^^..'; inteï*venir  dt cgerrtç nu . tû~6f i~1 ; .  

 pou,^ 1 i 20 j.c~:il,e:nt de r.;i*t.;u~ .ts ~i!xot:jlophe s , r ~ C : Z  les soi?.c hc s 

n a t u r e l l e s ,  l e s  açei2ts rm>.tagt'ilieç se s u i l t  rt5v:'tlks totnlenei î t  ir::iL'fict:i;f:s 

e t  aacuile autre mL=tl:odr: ilr a été employ6r ( l a  n6 tilude i n d i r e c t e  

propcs62 par Ç~ii!:'I!<GliilJ\~:sI;' pczge 108 , ej.i.trnîr;c;nt systérnatic~v.~:.er?.=:iît des 

a1tirratioris der; ap  titu.dc.s c;yr;i'uiotiqui?s). Far coïilrri, avec l a  souche 1-99, 

des auxotlnophes o n t  é té  0l~tt3~1uç avec tous le:; ac;ints mutacjGi?i..; cssay?:~, 

e t  en srand nonbre. 

L hypothèse selcn l a q u e l l e  l a  souche 1-99 ne s e r a i  l ?cts un 

R1.iizohiu.m ne noirs sernble pas potlvoir ê t re  re tenue ,  nialgré scs c r l l a ~ t U ~ ' r ~ ç  ...--- 

aberrants. En effet, dtapr '2s l e s  obscx~vaéionç de GILLEERG (page 126 ) et 

les nh t res ,  I ' a p p ~ r i  tiori çj.r:1~1ltan6e dc p1ur.iev.r~ czzactères ~ i l - i r ~ ~ ~ . ~  

semble St:re I n  règle chez I.eç mutaits pigmentés, qu i  c o ~ ~ ç t l t u e ~ i ! i e n t  

ai.iisi un groupe atypique, mais à ir;cl.txrc- dani; l e  g e w e  I \h ; .~~bi . i l~n .  à .---.--.--- "-1 



c%<? du groupe tr>s !~onog?':v~:: et srable, ccul. rer:o:.inu j u s q u ' i c j ,  Ces 

- - souches iso1i;cs Ütan S. 1 a lii?i!.i.!..ih i n f e c t i c ~ ~  ses9 n3ii pi.gmerl-l-<:i.c;, i:iiu;~aoii,  c , ,  

II(] !: e i;c;z,i 7 j1(2 :j(:l%.,'-'y i- ,test: p.':'. di-. S&VO~.J; i:o:i,i?cp::oj ?.es J (> j  -P.: /,-, iJ '-- c. 5 . t \ i p i ~  L~"~: ;  ...-- "--- ,.-.-..,- . f 

. ' .  c:o:riii z?,ren:,?~! .t ,?>. :!. 2 soii.::'riê 1--39, pi*> sent-enl: U r i e  g-a-ld!? ri\ 3:. r,";ùr?ie 

t r u i  'tcr:<iits 12% tixjènes, 

1:c f i l i .L  qpe l a  i;o.i:i.E;c 1--3'), à Li diff6renc::i rle ccl l e  5 u i : i l i  sees 

d; l~ i ;  c:i. ttct 6 l;utl,c: ? r;oi l r;on.-la:tc:;.c.eu-c, ne ;ie;A.;.t i-re 1;;i.s en c;ir,sc, !w.i. squ.e 

ic!:lche ?-?/ &l.i.vc c'lf--~-i::$:<p, pCi:r ~;l?.l.~;!.t~.fi!-~, dt1J2-e :;i>??.chc ]7Jq$.C1U(;~ 

et que d m s  des:: essa is  mer '  <es m d t a ~ t r ;  rio:?-miiq!.ieux ( ~ 2 0  i:3 e t  1:5 ?cl) 

noi?:; n t  avons I>fis oht+i1ïi.; dc i;~-till.i.urç r&s.irLl::~:'cs -1.x' avec l e s  souc:li.-. 

niiqric;;sc? 5; .  0.a ne -m i  t d t  ai1lfiua.s p a s  cc;?~:,?:~ t 1 c micur, paur~;ai .  t ?nt.~,?uc.c 

t c , i L i  .> ~ c)i? des ai!ci.~ i-r, m~"cagc'ij:~s util. i.c;&ç c: t  ceci. est c~>nfi.i~~iié p m  110s 

observatir~i is  sui- l a II!QT ta?-< 26 qllF 1.1s provoqv.~~nt : la 2-~rii,:i~1c:pl~>rir~i~' 

ir>.hil:c iorteli.,en.i- 2.2: croi.sçn.:c.-, 12 i l i t l ' o r , o r j u ~ n i d i ~  L. t: les UV ~ Y O T S C ~ I A C ~ ~  

une .forte mori~li-i : t : ,  chez l ci; s ~ - i ~ ~ c  - ,,-, rnuç:il.r-üsiss cornie chez les ~ u - ~ T ' c Ç ,  

Il ialc:xi~c.t:e pas  con p l u s  dc  relation apparente  entre la 

].igi?e~t:~.~ior, ci, 12. souche 1-99 et sa hs??-cc- m ~ t a b i l i t é .  GILLEUXG (lc;60b, 

~ 0 3 )  a ïc3ntrC zlv. con l r a i r t :  cpe l e s  R l i i  zo5i::ln ~ i g r ~ i n t 6 . s  - avniciit  

< . ,  resl sicir.ce accrue aux UV. Ni:;inl?ioi:is nous ri' a.v(,ns f a i t  auc-WL eçszi  

d.iisolement de mut:;ii?ts à partir des çouchcs pigmentées que nous avons 

ob~:~nl?.es)  . 
Une différence de s e n ç i b i l i t 6  2ux agen t s  de s é l e c t i o n  

( u é n i . c i l l i n e )  ei:tre I r i  souclze 1-99 e t  les a u t r e s  souches u t i l i s i l e s  

112 pllut non plu.; ê t r e  mise eii c m s e ,  puisque tous  l e s  auxotrophes 

ci?l-iv<:r; de l a  1-19 on:: 6 t h  oot-.tenus ç m s  lsaids de l a  pé r i i c l l l i ne ,  

ELUCIU-YL ~ i r ; l c t ? r c  cor?nu. de ïa so~;ci-e 1-99 et absent clzez les 

a u t r e s  soinciie~ x~e çiinble p o i i ~ o i ~  $ire ni .s  en  re:.atioz avec SÙ I I U U ~ F :  



mu. t a b i l i  t é .  

clc Rliizch.iu:i (soi:.che 1--!/'- excePt-ire) ~c::iPi-rm~nt CELUX des i.,;i-iïcs a ~ r t c l ~ r ~  --- - - 
Y ,  

(p;t9i- 7 33 ) : ces  rnuïsnlç sczzlt tr6ç ri:res, lils ~ i r i ~ g c n ~ e c i  gei.:~i:zl.ér,!c.nt 

Po.ilr expliquer rér i ;  fai.tc,, ayi peut penser cp:? les fïdtz1:ia:i:; 

frfq~ente,rnzkx:-i~s q L x 8 ~ : i î  plcii.(;st- iciol.er as-ez fxi.7ement des nigtc??lts 

, . - ., , . . 
:~:s:.staqtc- ai;>; an1:li-iro.tiqï.:t?c;, non ~r~.(;v:?ux, ~ i . z n ; e ! ~ t h s ,  inc~TiicS.e?~'i-c;, 

e x p l i q ~ n e r s i  t c : ~  outrc  qu.'oi~ ne trou\7.z par; d? rmu t m t s  e>ci$c;:zts, i n 3 . i ~  

seulenent dépei~dzi~ts.  11 e s t  possible qwc l e s  c e l l u l e s  de Rhi.zobi~r,i 

soiei1-t: t r è s  pelr pernGaSles aux aciUec; aminés qui on t  gént'r,demcni: 

un r i f e t  r ~ ~ a l  0.1 dhfnvoTs51e sur l ev r  c ro issance .  ~Sémrnoins la 

pc:rr!i6abi3 i t E  ex i s te  e t  l e s  sou.ches à croissi!~"àce stimult'e p ; z  Ics 

zcideç a ~ a i i ~ é s  (115 N I )  ne s o n t  pas p lus  sensibles  que l e s  autres à 

1. ' act ion dcs açents matagénes. 

I l  ex i s t e  de to;ate facon chez 1-es souches n a t u r e l l e s  de 

Rhizobium une rés i s t ance  5 1 l' act ion nutagène de l a  nitrosogv.ai~idiile, ---- 

de l a  Z-am5m~~siiie e t  Cles UV,  pour tai ls l e s  gPnes, y compri s ceux qui 

mutent rîdturcl1er:ent: o ~ i  n p r è s  zc tioli des piiageç(rrn~cosi t é ,  p kg~enta t io is ,  

caractères  sérologiques, e f f i c ience ,  infec  t i v i i u )  . Tous l e s  asents  

rnd-Lagènes utilic;C.s dans c e t t e  htu.d? e t  dans le(: tsç?vz~r, d%.u kres 



,?ir.t.irtil-ç sont  des a<ienl-r; i7c ~ ~ ~ b ~ i l t ~ i i ~ i r i  r > ~ i  tic !><?ti tes 6~let:i.cii.i:; et il. 

cst. yosc;ible que de:; 1>6:.,a.l"c;l~s. pot.ii.tifs pi:.i~;:;ir+\î @t re  obtti.r:.:is avclc I - 5  

agc-its de (jrslldc:; c'ihliiti nliii. DD1 i:outc façc-., 1 '~i:;~?.ge d c ç  UV .sei.!lilc à 

., .- <lu. t{> 3 coi?c!s~r:i~--rie:~, 3 F: p!.i:.i:a?t 62 c; R I : ~ V ! Z ~  "; ob::ciii~ç p;>13 C:CI ~':i:yc~i z,y;:?il i;t ,. 

ou p;irti.e <!ii I.t'u::-s ap.i-i h z i i ?  5 i:;yr,ibj.o.t~,:jr:¢r, (T? [ i  <SES :!O Iltif ; i ' . t ~ c I ~ >  

et m;i.ta.nts cl.:t:i>uç p a r  J~fi::BIl c t  CQ:~, (.i3;8, 407) e t  ECS':!L\iJi;Kï (7970, /+(?>:), 

G ~ d : i i ~ ,  POIII- C : X ~ S . ~ . C I U C P '  91e F.ï.iii:, r!ut;l+;?lo~iç~ cpa.:~~? [31:1.1~ se 

ir,.ltil.l'ei;tc111ï, portent m i  p:l.v.çi..-urs c;:r;.ctèm'.es, pev.t E"a.i.lie intcrve?*.i.j,- 

ijn ccfc.t: pl&iotrcpicilic-i, \Ji: -tel ef.fcr ;: 5nvc;qu& r t)d q-- ]>27',*:""' L J L ; L ~ ~ ! . J  P* (7969, 

403) pour expl.5:rjl:êr. q x e  b. pi:*t-ir cl<? u i ~ t i m i - s  aa(,7ii.!-,c-d&per?dafi'cc, cL 

inf~l'f.:'icienl:.s, 011 peut i ~ ; ~ l t ' r  cles ~ ' k - i i c ~ i ; ~ : ~  ~7rj..i~~?l;;e-i~'~cjOpe~ldmt~:~ qlxi 

(;ont t0v.s r,.f'ficicnts, ~ I I ~ ; ' , ! I N ~ I ~ ~ ~ : .  ( 'j 3:;7 , 404 ; 1970, 4 ~ 5 )  a ~iyoposé 

, . l a  r:L{ijxe ey;p!.jcnti~r,  POU:^ Le ir:eri;- ph6n?:d::ile ol=i:erv6 avc:c d c r  riisïsî:zr,t:; 

36~1r::oins, l c :  nc;~;!!~re c!?~ce :!es mx'izti.ons (r&çistaace aux ph;igesp. 

UV, w.x t e n p 6 ~ ' c l t u . r ~ ~  i?lcvSeç, A ci-r ~c.,si.is a~:.tibio t i q u e s ,  p.i.jrnc?ntatioij, 

dkperidaxre pour l %c?&:ij.iqr.!, 12 tlzi.arninc, X;: r.i.bo?Lavine,, ,) q u i  soi;l: 

accor:l,i>açni.cç d e  e~cdj.lr'i ccit.ii?ns des p r o p r i 6  tr is syrabi.otiques, sej~ib3e 

c~oiiclanaer cc t t e  e::pljcatio?i, 

On' pe7J.t par c o n t r e  supposes que chez Ics ,Yhizobiu^, les 

r~ir.tationç affeci:ent p?uc;i<e:?ss ca ra r ' cc res ,  p a r c e  que ceux-ci sont 

gouvern6s p a r  dcs 5ènc:s 1L6ç en u m i t t s  importantes .  Pour 6clxipper 

LI~X çys tèmc de réparaiio:?, l e s  miilîati ons  devraient a l o r s  correspoficire 

A <Itrs alt6satio1?s en blcc  clqircyou.t?nts frûgment-s dt*1D?J, ce qu i  

expliquerait que de no!:i!ncuçes r ; ,~xtaaons  soient 16tales. 



()il ne Gi:;;>ci.:~1 s::.t;i.eJ.] :::y:: t i c  ~::q !lSi 3»3~~.r;! t  l c;-<! :; .<:i'ij2j-i;.sn7;c..i 1 : ~ : ;  & p ~ 0 - g ~  & 

. , ' .  . .  . 1. ' ~YL~':).~.<:>IC.<: G"t3 TC>.; 1:: -c:i-<>~l<; ~ ~ < > ~ ~ ? , : I . ~ \ < :  ,: !:, :y; -,;c iL (: T. i3p<i.:~Lj-( j+2::  - .. .> r ~ - - t . ' - . -  .: . t LJJ- ~ ~ , . - ~ c ~ ~ : : ~  % L. f W:., 5 

, . .  dzs  ~ ~ K ! I . Z C , : ~ L ~ ~ . : : ~  -. .- 

, . ' .  -. . j - 5; , y  1 , . O - ,  , . ~ i ? c t  c - - - A  :i i-. 1.1- ., c . . J . ~  .. -: V )  .cJlt 1 

1 1 ;,!;;5;;,2 une jj:litcl t» ta:; cl* c x.- "i'-' .L~::t.~i?.r.?: ' l.,& r k  ~ ~ L : ~ ? ~ ; , ~ ~ : ~ ~ f ~  :i 3, a j<c,.j ~ > ~ ; t ) r ~ < . ~ ~ ~ - ~  

, ej l t r  aj.~; c: 2 y& 5:'' .s-t ;?jl<:p 1.2. ylr:: 3;:1~,,,~: L"!?.<- , yI i c j -  <:; R. f ~. :peylc  2.s .t:ou 5 ~ 7 j . 1 , ~  2 

per te  df c'ff iciei7c:r:. 

, . 
J-,a reçxi;t,r,,ce II p>.il=i.c.iis?s zutrer: c~i.;: i j .?i(2ticjurç GU zLij.y;$:ta'bol.it.i? 2 

. . ~?ot~:!v~~:l~~ii' ci-i;:: q.j.1 ï~i-~~i:~~<::~eï) .C I V , : ? ~  syj71'(:i,.;'i-ç. de 3 2  p a i o j  c:t,r l;i 

, . . - syfi.';l-;Gsc prote?..c:?.?(?, s' ;.cc~;:î-;:r;;lp c'\c.~;??~e]:~ê~3,: (le j;ic;dif :i-:-ai:ions <;:>ç 2 - t ~ .  i-uc;,)rs 
L .. 

j .  I v;'>-i:a.l;'i..i- ç c,v.ivtiq.t L; s/juchp s (i .t 1i.e s ifl):::. i:j. tciL!r s ~.-;:-j?.j. 25 c; a 
, 9 

( rCi$iij:li(;:;.ii!.::;;;;2, 1 ,~10j ; 5 95'7 ,/;Gy ; 1 c):;S ,493 . 0 1  ~c i:~fii;:.j. t ri,e:-1 cî!~ s 

r>378ppiL-  .;-.: ,,-, C. çyriil>iotiq~eç der, Ki;]. k z i  ts r8vcrr;cs c,e:?sibles ces  in~;~-bi"~.~:;l-s.  

1,'au:tot?:oph:i.e: t~iP?:~e p a r f o i s  des ~:?odificat ions air. coq,v?:tcr[$:nt 

syinbi~t-cli:~: : 

- La ci6 perzi~zice pocr 12. "iiiic.ï!!i.le, 1.2, ri 'ùoflaviiie, 1. ' ;<:dé:~j.nc.i, 

l ihistiùirjï  ~ , i z i s  pz- l e  p a?l+ot!.iéiiti te ciltl~;iiyic~ Ta pei-te d~? 2 ' (-zf:L~j-~?:i;:c 

( :;CjI;:i_N(;:!!,?:J:$9 I/j(J,~",(j9 ; 1 9 7 ~ , 4 Î ' 2 )  ( : l > ~ f { p ~ ] j ~ ? ,  :~31,'.1.1 1 ) , 

- 'Bus les rir,;ti'li:ts révcrçes iiici:':penc!cnts p o w  ces cor-pcsitr,, 

retrouve*? t leur eFfi.r_.:icnce. ? a ~ f  05.ç 1% addi ti.<~i,i au système b x t é r i e  -pl  ?w..i7e 

hate du composé ex5.c.é ( LL&ir!in.e, thiûmine, r iko f  lavine)  r c d o r ~ e  1. ' êff icience 
]..a çSsmbiose ( " " 7 : -  :''." r T  :, ' ' - 7  A . ? ~ ~ ~ . ! . L L ! i : . l : i ? i i i l > - ? ,  19.37 * I I  2 ;  : Q / O ?  41 3) O 

.. . - La res3.stailc.c crux phages s.;:l&i%e 6sz?.énent des modificatiollç des  

cip.tihict_cs syrnbiotiqueç, rr1.ai.s par, syt;t<:rna.tic~i;c:i;!e~it (~z!<c%xo'.I:~~c,~,  195[!,4l4). 

f o r  c ~ t r e ,  1 ' sccyuis:itj.o:r d'~u.ne pj.gi;ic;int~ti.~i C : ~ ~ ; ~ \ E ~ ? I Z C  -l:a$oil-ç 1~: ~ c r t . ~  



j , ;  , r .jc13 ,J 7 '11:~ + 7933, 416) ( $ 1 ~  C:Al,ioA, 1937, 

\i, 
:? Î ' ]) (c;ILI..EERQ, 75?535, ,!; 1[; ; :lyJ;gb, q l y ) ;  . :;c~c!~L GII,LtBCR8 ( ' I ~ G ~ L , ,  i;%ü) cl.! P 

ctl~l-*;l?:-jr2 cfiyc,7cs!nc.:;it :i;i  r2-,j:,l;.i~iiri-i aux IJV el: ;i~).y. t ~ m j ? { : j - i i i ; : ~ ~ . " ,  i.îev(:el;, 1.,2 

(.Itz l a  I > j . ~ j j ; : ~ y ~ : : c ~ . ~ . ~ ~ l ~ ~  ~ ~ ~ ~ j ( g ~ ~ :  l c 2  l--,îcjv,y 5s j.?e.Fj?i.:j.cr,c~c ct & 1. a 

P . .  , çefisiLj.1. i au:: UTJ e t terii:&rriti.?:r~.~ 5 F;?. ?.\j:ir: ; , i:!lf'ii,, c:.2liif?liKla:ili: 1 i3 

s =4-,-- d r t i : ! ~ - ~  & C J  çc:?ec de l'effi.r.:j.e~rce 2: rie La nodulz!:';.~;.:, 02 s2i.t 

scu:Lp,y:Lt: que 2 . e ~  [IV, 1 t a:r:I.ilüvine et < rurri.dirat: o;-r>;.;,(;;c.: i.,;dv.i c;f?'-i: 

l a  per- re  de I ' i n F e c ï i v i  té ( J ~ - > T S : I : ) , ~  e t  col- * O  1YSSj $-Li7 ; !IIr?)‘,S1!1, 135'79 .iZ%), 

. . Ces dcrli:.c.l-cs ob.;c*vutioils for1.i periscl? qu.~: l e s  d?l:eu;~:ii.~~~!!i'ts 

ger,&tiqueç des py.opri&t(:s sy.c~bi o t i q u e s  c:ii.i::i: --.--- iisi:.:ohi.v.;r! - so3-t yo~-:f?ç pz:" 

~ 1 1  f;>,ctcv.r wextr;:?yL~r.:!,&;3iyeif. 

par cor: -t-:..e, l e  p e t i t  i3.c;;nbre <?z i-p~t:;t:i.ons 6ti;di&es rie p i r ! E t  

Da'; de . t i r e r  cle rc?ncl1,;,:;ioil ni cr~. cc qu.j c-<;-cerne Ics:: ri5catiis~Er; 

d'iy?&ct:t:o:l e t  fi:.:~?ti.o~l dta.:~,o-i:el ni sulT l a  na tu re  6cs çèiîes q u i  

l e s  gnuvernent , 

Cecj. e s t  da au f a i t  q u ' i l  e s t  6 i f f j . c i l e  d ' o b t e n i r  des  !rr~~La:tç 

2 . v ~ ~  l e s  souciiiec; i r i f cc t i cuses  de P,kii.zr?Si.u:n, t and i s  qire le-; soii.ciie.' q u i  ----.--...-- 

mutcn-i: f aci:lerr~erit ( 1-99) ont: p~r,; i i i  1eri.r i.nfc;.tivité. 

I.Jotre bu t  en coztm,?nG;trit c e t t e  ét i ide é t a i t  de t rouver  cies 

souches infcctiewscs capables  de muter e t  p r e s c n t a i t  d?s c a r a r t 6 r e s  

i n t 6 r e s s m t s  (non rni~cosit6,  klrerit;Aelleii:en-t pigmentation et: fosnat ior ,  

d'étoiles) . 
- 

11 nous a  é t é  poss ib l e  d l o b t e n J r  des I~b sails que LES 

p r o p r i é t é s  syiri=>io.iliqu.es ne s o i e n t  a l  téréec;, Auc~uie des  souches ne Çc>rine 

d f  é t o i . l e s  dans ? e s  condit-ions normales ~ i c  c ~ d l t u r ~ t ,  mais v.n moyen s 

& t é  tro'uvé, an moins pour une soi~ckie, d e  provoquer c e t t e  forinùtion. 

D1;iutre paa . t ,  il a é t é  p0çsibl.e avec deux soilchec, d t o b t c n i r  des pi.çrr,ent$.~;, 

mais c e  ca rac tGie ,  l i é  à l a  p e r t e  de 1 ' i . r~ . f ee t iv i t é ,  t1.l p e u t  Etrr: u t i l i s h  



pu?-2:. 1 'étude g&jle tl.q;.xc: c!ci;; p-poprj.6 :::c!:::, çyn3,icj-tiqu1:s Enf in ,  il a &te  

i;;ip:sssible dti:;.3?,ei- dc:; i:!:Rî,,C!Jit~ ci d é f i ~ I ~ r l o e : s  !;~Ctahc~liquc'~, ~ ; , d i ~  l ix  

mcycari de les -i d::??tif ier . .  sous f or,r.r de g;??eri:?, t3 6 t6 nLi t; ;:u poi.~-it .  

i h - 5 5  j.cî;e!; cif&";jde 3(15 p x t 3 p y - i & t < : - ,  s):nbiotii;u!:-, :;oilt $Iii?! (::i-.;pn-(: iiu 

p07.nt ~31~2.r 1 ' C t ~ d c  w d ~  r:,:i de P;.; . -..;~.: . . c?? Tcc':f:le, e f- Iliizerne, 
-..- . . - . . -____9 

I.)V -.+ les C~~~~~ so;j.::!:.i s qui 0:; f~:.?.~.i; $2 C; ~ ; ~ J ; ' . ~ ~ ? ~ s  ( 1 , i ~ -  c 1- F~.i.::i:ii,t:6 s> . 

( y  20 L, et ]*iS !il) pro:iiefinc:n-t: respect:i.ve;jil:lt de Tzl?i"le et C ~ C  :,irzea':le. 

Toutes  ce s  considGrntioi;c. ïicy.;~ foil t  ~:i:ns.;ey cpre I fol,lr-n t ion  dc: ~iivtt i i r i ts 

?I d<:d-'iciences n6tabc31..i.qidei; 2 pn:i t i r  àe ces dcxx s o ~ l l i e s ,  par cl ' rx~tres 

. . ,  rnoyc:nç que ceIr>: ui:ïlr-,s:. clais c e t t e  é tudc ,  n i ? ~ i t e  d'être entrc'-pa.S.çc, 



AfiiDIi] JEl\:I<O, V. 1. 1967. i!cl;ivj.t6 çntéc; laei.q~:e ù.es Rhlz?= di]. ]>ois 

du. t r - $ f l e  en r e l a t i o n  avec 1c;klb activi.l,ii f ' irri~i~ricc d ' a z o t e .  

t3.ksal)lol , Zi? . , Ukra J in ZiSR. , 'i(l : -552--.:3>4.. 
.* - 23s. 



B~~~ JI:'"'- n i l  % t..,.l, / T C  51. 3.J. t?t l?.)"i,!)I<X, A. l j i 32 .  !li>i+~- d i e  lissin~i!.atii!wi rie:; 

f ;.éicr: :;-t;:i~ cks-iofi ' t :  6u.rcjl i!a!;.tcr.it..ri. 

Y,I>I,* F , l ~ k ? , ~  I-':I.~~~s?.Ic'J:~!~<~ 1-1, 2 : 2-*4. ."+e 360, 

EI';;zI$y, t:, A .  %., Corr;ple.t,c 2r:d raeciuced 1 i.fc--cÿcles i n  I?hi ::oU.j i:-i;:, .,.- 

J .  Cor;, Y<:,icrobii>l , , 7 : 233--9i;%, 18P~.343~356.1$58. 





DI.;RilL73i, 3 .  C., CIC1'II;tUZ.:22, S., 1~:SR?IK5 G , ,  >i'NG.:'ET,, F, e t  LEIRAT:C, C. 7964, 

Prcc6: lG~ dBi.~olei:::?r!i (CG ~ i ? . t û l i i ~ ;  riciunueux 2. p n r J u i r  d'l,'. c o l i  K 7 2 .  

C., I i .  Acad. S k i ,  13aiis, LYL(-J. r ?G63--'6'55, 132. 



'\+,, 7 ,-.<-.. ,-- , , , j e  a*  I L ,  3 , . / / a  i>n %hc: C O ~ + ; T O ~  or" ile<j.;i,'.~-.i 'I;i:>.rii.?~lei~ s c j  6 
1 .  ~ : y ; l L , ~ e ~ : ~ ~ :  b:; ; i ,cidz '!!:* ~ 2 1 5  . -,.. - - .---,.. - 

13. E. A., 3 : fj?,6--t!$j(j, 37 fi . 
('j>1j3;?F9 x* 1 y G 5 s  l A 1 ~ : : ~ ; ~ f ~ ~ - ~ i r ; c ~ ~ , - ~ ~ f l  of ~ - ( , ~ i + ~ ~ ~ o : ; : ~ ~ : j . r ~  ~ ~ ~ A ; - ! < ~ ~ - ~  jn l-*o>2;:h ; 5 + y : i j ~ ~ ;  

%, 

ai' !i!-ij z:)hiuii, ~. .. ..-.-- ", -..- 1 il;;: "s  ... l i i ,  i'he r.sln.ti ot~ ùé-i:.;.êeri t h e  tietcri;iinnnt of S1-ié,:-t~oi;gi:b 

depei;d3!:ce alid -Ih:~:~c of Strc.j,Lol:iycii? re!:is-tancc aiid. verisitivecr:s~:, 

Gcl?c;ticc~, '52 : 3i;)5,-.9 13 @ 

&a.- 285. 



GBARAi;, P. W. 15467 b. At~.f;i.bi.o.tic. ~ecsi.tivi t j . e s  of' tiie rvo-i; rioO.il-1.i' ?j,itct~:rii;. 

kurkr. J e  B i o l .  Sci, , - 16 : 5tj7--553. 730. i 68 .  

GiIA!I;lixI, 2'. Ii.  1963 c , A s!,ud,y of the ;L;I;.)~ j.ce.i;?.on of ~crcdia~ynst i c :  n.nd 

cor;;puiaii.ve rrit."ciodi; -to -the - t a a o r i o ~  o f  the root nociv.1.e hacir ia  of 

la,umt u . 
Ph. 13. ?'ii~;si:. TCIliiiv, of !i'et;tei:an ki ro t i ' a l . i a .  5 4 .  7 ~ 8 .  l ? ? .  

C:IAllA:i, P. H. 1964 . T'ne applj cati an of coir;;,u-ter . teci~r?lqizes to the tzxo- 

i ~ o ~ r v  of 1;!1~ r a o t  r~~'iiulc biict~ria of legil!r,e:;. 

J. Gen. f<îorobiol., : 5 ll-.577. 14.144. 1 7 1 . 1 9 ~ . 2 ~ > 3 . 2 ~ 2 U 2 5 ~ e  

CHA!IAM, P. II. 1965. E~:i-.raceliv.l.tir pol ysaccliarides of the geniis -.W..- Fiiii.zobiuin. 

Axitoxiie v. I,eeui,~eniii-.el.:, a.- 3 i : 3fi(3-154 . 1'70,341. 

Glih]iAiiT, 1:'. I f .  1369. Select ive  !:;cc?ium f o r  gi~~o;,vtb of F!i:j.~abi.uii:. ------ 
Appl. ~!-;.CI-obiol,, 7.1 : 769-'7'(C. 239.266.  



liAT.'F;Ei.:, II. 7959. flo-te or1 -the i ' l .a.~t .I  -12-iio:i o f  t h e  nodu le  ori :c i t i l  cm of 'ihe 

Lc::iiriinor:ae . ---.-. .. ------ - 
Ecicncc, ' j g  : 568-569. 78. 

I~,'~RTI,L;JI~, E. 1300. Dic ; , io r j iho lo~ i  e und ::ysLeniai -i. ::ch Ut ~ ~ ~ u . J ? c s  d e r  so- 

<;ciî.tlr;t.iteil Klr5I1çhenbnk.ir:ri c!; ,  

C i i ~ . : ~ i  e Z ~ * G .  , !ij : 0,87--,iiSO 106. 



-l:a~;f. ï ; ;~?.~;antfi  of' ] { ' t ~ , !  :;LLI l j.].3-;,{ 
.m..- ----.-- . - "., . - --- 

C m ,  J, !.:jcrcl:?oj . , ?ij_ : r>'l?-;G'/b. 

H ~ T , C T ~  i,::~i.:,.l\, r i  '.r.-., E. fi. 793Q. Tiic j ::ola.tioii sî II i i ac te l - j  013-tic pl- incipl  c: fïoir; 

t h c  ~$oot fiod.1~1 es cf rcd c 1 ~ ~ 1 . r ~  

J. 13:2c;-Lar -19 : l ~ l - - 2 C ? l e  2 19. 

idLi, $', I.!. I j . $ l .  Ji chai:c-.,r,tï:riza-lb! of' j + c - ~ c ~ r . i i > r :  radjotic?c:$,<:r (:[?ei.je- lTrytyi -.-. '* 

rix1c.k a?!c! Van ii,i:.ldec) !.,i;i?x-1:i.s. 

J. ij-c.L,, : 13?-22/,. I@9.2%6. 

IIO%,?)11.'G, A .  J ,  , !?II,C, S. 1,:. cl, ALLI'IIL', O. R .  T96O. b;odifiecl pl :?nt responsc:: 

ind.ticeci LJy !il! i :.7,07bi a cu.l.t? v z t ~ : d  on ;;.i:,j.rio a.ci t l  rnc:!i a. 
.a-- --. . .--,-..- 

7th !~terri. Con:?;~. Floi:l $c i .  ' I ' r a r ~ u .  Il?, 2 : G09-616. 308.320. 

1 J [ T  ni.; . . 
1 , I?. et L::TPCOi:, E. 1:?Ji3. 1:lie taxonomie ::~g.r:: f icnnce 0% fernentatisre 

verrus oxydai, ive rrietaùo1.i :.iii of ca~,b<ii:;fdrate i ~ j r  ~.rc,l;io!ns Grctni-riëga4;is.e 

bactersa ,  

J .  E:xc.~.. , @ : 24-26. 244 



JAilSZK RE:A:SZJRG, I l . ,  :Ti?RT.!ll(\i.I, i3. II. e t  RAllli!:, C. J, jy68. KüLu.::e of  

thc gcne t i c  d.e-!.eri.iican.I o f  icfc.ctiver!caa i r :  ~;-tx.a5riS of Ki:j.i.:?biiim ---- --- 
Jj&;~~~m. 
c- L,. /:fr.. T. I,c.ridi,aiir.je-t, 3 : 623-525. i$c!1.4.2'i @ 

JF'IrQ' ,>' , H. 1,. 1-41?, 'iq.he oçcu~.e;;ccr of vu.riali-t Ljipi::: i n  r o o t  nodule  

bac t e r i a  of legu.i!lnoue pl al.;-itr. 

A u s t r ,  J. S c i . ,  2 : Gy--'/O. 326,3,'6. 

JOWDA!", B. C .  195:'. Sti~di-cc  an the :cgil;iie r o o t  nod::le ùacte. t~iia.  II : T h e  

p r o d u c t i o n  ;,KG behav io i~ r  o f  col.oi~ia.1. s . :~ t an t  s praiiuced b;~ II-rajr i~rtafi.i r:-t i un. 

Can,  J. Bot .ar~y,  2 : 12:)--410. 362. 



~ L J , - ~ ~ V C T  dr. i i k . , ~ \ t ï ,  1 <.:r,76 J. 1957. i.i :;Ludy 0:' t h c  distribution ar:d. t h e  effei:.ts o f  

bac-teriopnage o f  root nodul,c bcctt:ria in t h e  s o i l .  

Can. J .  b:icroLi.ol. ,  2. : 171-!80, 177.127. 

Kr . l ? p Z K ~ . ' C ! l '  , vu~ . ' i ,  n J., B;lri'T<ri??, Fe  S' et DOX3, G.  î j .4 .4 .  Eote on .the abili4cy of 

certa-ri c t  rai ris of Ri?izoGi i un  r?-o;, p e n  .; en:? clover to i.ni'eçt each oVh?,crt c --.- -------.-- 

h o c t  p1.a.xi.i:~. 

J ,  i hc t . ,  : 67:-G'jS. 53 



%(lj.?tJS, 3 , 1952.  :::;-ii.e cor;?!:o!.o,i.c::l aria pl~~~r~.Lologi.caI properL i.e:: cf' 

Rhizi>biun?. ---.--p.. 

Acta i:icsuhiol. P o i o n . ,  : 177-150. 13~2. 

1\C'dAL:>KI, !<. 1365. i'raz:~:dnct,ioi~ I n  Ithizobjun: i:eli.).oti, --.-...=~. ---- 
I;icr.obj.o!.* Gen, Gu.11.  U . S . A . ,  22 : 9-10, 

i(@IlTAI,S;*;I, bi. 1970. 6e1:étiç nnal.y:;ie b,r - t r t r r ~ ~ .  -..Jd~~c-Liori of l ih izobj . t~ .~!  ~zGidi.?L~- 
ni:ltar,tç i-:i t.h c;fiacgt.:? iryi~.bi ot ic a c t i v i t y  . 
Acta p l i - ; rob lo l ,  F>oloii , ,  A ,  2 : I"i5-.12?. 37 ci -402. 

I;O..~ ,,l,l.Js~x 6 , e.t ~ ~ ~ ~ ~ I , ~ ~ ~ T ~ ' ~  ,..*. ..j!(l, H. 7/59. Pr.eli!!iiricr;f iriveçl; igat i o m  on t , ! ~  

stlscepiibll i. t,y o!' dii 'fereiit  2;-t:,ains of Rhi. x:>i.!i.~ici ta p!i::.ges. -.--M..---- 

Acta T.licrobio1. i3olon., _ : 257. 126. 



If '? e 

-- - ., . y, ,-.-- ,- i;:.,!,! .:L is!::iiG, 2 .  19J;C). T+:c>l F: -Li 011 O J : ~  ~!1;~,1~;-:c;.Veriz~t3 07 ai' h: ocl?e;ï!j.::al 

~ r , i . ~ t i ~ : ~ t ~ :  of Sric;*r:r.j 3 .  

r<ei:!-~. tt(2. l .  Re::;. , 3 : 5-22. - 274 ..!70, 

IJF~O?~'rATI~.), Ei . Pi' '. 1923 . 1:o;lul c ~>ro:iuc-L i C J ! ~  I.;inshi;? ketween the eo~be . i r i  anci 

t.he cow-pea . 
S o i l  %ci., 15 : 277-263. 62.67 , 

LT;:SI.;!,;, Ti. 7928. Unter-uuchungeii ü b e r  die l { r e b s k ~ a r ~ k h c i t  hc l  i'f lanzer , ,  

T i  eren und ;.:crischeil. 

Z b l .  Dakt. Pa1~a~iter.k. h b t .  1, : 118-146. 35-3 . 
ItOC;F:!134D, A .  C. et B17Rf:'0!:, :.I. 0. 1-57. c:,ualj.tatj.v@ s t u d i  es of' so i l .  ir;icri;- 

CI'$;CYL~ urne. X I ' I  I :;:iccif'i c vitai;iir; ;.i.cr,si:r*efic!:ts of .tiie pr,c:!Jornï.r:anY t , i , - .~<~~i  a] 

f lors. 

Czic. J .  f , l jc roViol . ,  - 3 : 35-42, 241 $37; ., 



~ Q ~ ~ [ ~ ~ , . : ~ ~ ~ ~  T'. J c 9  z-!ij?[;TjF T e  (.je? -!Jlkj: J2;!ji>;]:, J e  14. <>-l ~ ~ : , ~ \ T , ~ ~ , ' ] ~ ~ f  ],* 1937. 

pi.-,,: ., 2 , .  .b~,%: in t , j ;v  j ~,f..ect ive ::,J.,j 1.i  ty of' j[;:.-i :rob:i ar;d ;';i:~ t,oïo,ya*; t ~ ; ; p f : ~ e j  c;:;,- ..- -. - .- " . * . ..-. !. --,-.--..--... - -.---..-. 
ir?ii!lc~ 9 h y  (;fll!!l?.;i!:{; O i i  mcci.i.;i (:ori-tain-i.tip; ~ l y c j i ; c ,  

,J .   IL^^., : 29-;2;1>* -.- 271+:02.:03.,~11. 

Flc Giil,:!:CR, A, l : ,  c t  AI,E:j;.;\i.3ij;iR, !.!. i g i l .  iorin.ctilon of "~iui-or--.l:iiie : ; t t - ~ ~ . c t u r e u  

or, leg~::ce roo-Lr; 4y lihizo?~i.i:iri. 
-*--.-"---.-mm 

J. B ~ c . L . ,  J(@( : 728-7-, ,i2. 173. 

xx A, .- i..np!XJ.,, 1' 146~ 1i:::i;a:l s tic "?,rn~ixfor.ir,ai. i on" de i;ouclies de - Eihi:<oiis,~.m - .... 

p a r  l 'Aj)B e x t r e i t  tie &i-r~obcr:~le~~j . i l r r~ -ti~::ic:f:zcic.c~:~ -- ,---- -------- 
DJI.~., Irist. Agron. S tns .  Rech. Gernbloux, : 2'72 175.781. 

!lIAI.ilI., 1'. et ;?OJ~,.I.;ll4:, ( 2 ,  1yrjQ. Fi-xat ioo i : y ixb io t i~ué  ci'cizote chci: la. 

luzer.nc: ( K C C ! . ~ C Z ~ ~ ~  s~j.t+ L e ) .  

Uull. In : - t .  kgroa. Gcrnù lo i~ .~ ,  12 : 89-726. 111. 



ltn i xi)':) j C. p;? i; . 
-.-.-W... " , --.. '..- -- 
,Je Ger:. I;!: cro b i u l  . , 22 : 245--266. 15. 146.172 .117 . .1 /6 .201  *2!j3e:,~58s 

I.:C:O3?;, 17. '1'. 1105. Soi 1. inoc i~l ; : l i  c ? t ~  Ei ) r  legurncs i p ; i i f i  re,:ort;s upcri the 

uiscccsri'iili. use  o.? a:, i.; fi cial. ciil i,u:.er. by p r : ~ . c t i c n l  far i i :e i '~ .  

Su.11.. I.T.;:. fiur. I-'Iii!,C i lept .  lic;~ . I~it iukCr. ,  - 1.i - : 1-72. 8.25. 

- T  , . t.?JKRS, D. 11. 1368 a. i;or!ula-!,ion oil i . ,eû.~ rc> ix2- u~+.tiva ..-- in s o l u t  iori cul t a r e .  

II. : Co;:lperisa-tj.ti;; e î f  cc'~.~ of  n i - i r ü t e  and o f  p r i o r  riadu:Latiori. 

E'laiit Uoj l., -22 : 246-ir'j.7. 203. 

b'iLTS? 3 ,  D. K.:, 'i308 b. l:oà!il-ation o f  "-.----LI- Yed7 capo  ---- ç-.-tiva 1.1: eo! u t i o n  c i l l t i l r e .  

III  : Effec t i :  of  n i t r a t e  or; r o o t  il3irs enil ir!.fec.tiox~. 
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