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AVANT PRCPQS

L'association Rhizobium-Légumineuses est souvent prise comme
exemple type de symbiose. Outre son intérét agronomique, cetite symbioce
offre aux généticiens la possibilité d'étudier l'un par rapport &
ltautre, le génome d'une plante et celui d'une bactérie.

Néanmoins, si l'infection, la formation du nodule, la fixation
de 1'azote et la spécificité ont été presque entiérement décrites, on
connait encore peu de choszes sur les mécanismes moléculaires de ces
processus et sur l'origine, microbienne ou végétale, des génes qui les
gouvernent.

Dtautre part, on sait qu'il est possible dfétudier les Rhizobium
par transformation, trensiuction et conjugaison. Comme on connait peu de
genres bactériens capables de présenter & la fois ces trois phénoménes,
leur génétique demanderait & Ctre étudiée pour elle-mBme. La conjugaison

des Rhizobium, qui semble différer notablement de celle d'Escherichia coli,

nécessiterait également une étude approfondie.

Enfin, ces propriétés mériteraient encore plus d'attention si

elles permettaient d'étudier les propriétés symbiotiques des Rhizobium

et, par 1la, de comprendre les mécanismes de 1l'établissement et du fonction-

nement de la symbiose, Or aucun caractére n'ayant Jusqu'ici été mis en

relation avec les propriétés symbiotiques, il semble que 1l'obtention de

mitants de Rhizobium et leur étude par les moyens de la génétique, soit

un des moyens (sinon le seul), d'étudier les déterminants de la symbiose.
Le but de 1'étude commencée avec ce travail est donc de chercher

des relations entre mutations et propriétés symbiotiques chez les Rhizobium.
D q



Les Rhizobiwm sont définis uniquement par leur capacité de
en association avec des légumineuses, des nodwles qui sont le siége
de la fixation symbioticue d'azote, Néanmoins, dans ce travail ol nous
avons vovlu faire varier les propriétés symbictiques des microorganismes,
est bientl8t apparue la nécessité de fonder leur détermination sur
d'autres critéres,

Clest pourquoi, aprés 1l'étude des propriétés symbiotiques des
souches isolées, nous avons essayé de metire au point une batterie de
tests biochimiques pour l'identification des Rhizobium.

Enfin, avent 1'étude des mutatioms, nous avons rapporté dans
un chapitre intitulé "PUYSIOLOGIE", les notions relatives & la croissance,
aux milieux de culture et exigences métaboliques nécessaires pour les

expériences de génétique décrites ew chapitre 4,



1tusage a consacré l'emploi de certains termes peu orthodoxes, généralement
dérivés de l'anglais. Hous donnons ci-dessous la liste et la signification
de ces termes. Le lecteur voudra bien nous pardonner dfavoir préféré les

‘

néologismes aux périphrases.
~Infectivité : capacité des Rhizobium d'infecter les racines de certaines
légumineuses et d'y provoquer l'apparition de nodules.

4

- Bfficience : qualité de llassociation Rhizobium-légumineuses qui aboutit

s

4 la fixation de l'azote moléculaire, Par extension : qualité d'une
souche de RBhizobium capable d*induire une telle association,

Efficient : doué d'efficience.

Inefficient: qui n'est pas doué dtefficience,

Noduler : v, tr : (pour un Rhizobium) provoquer 1l'apparition de nodules
sur les racines (de telle légumineuse).
v. i, : (pour une légumineuse) former des nodules radiculaires,
sous l'influence d'un Rhizobium,
~ Nodulant: capable de noduler.

- Anodulant: incapable de noduler.
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: bés la découverte des Rhizobium, se sont posés des problémes
de nomernclature et de classification. La systématique du genre en
vigueur actuellement est fondde sur les groupes d'inoculation. Cette
classification présente de nombreux défauts et elle fait place progres—
sivement & des classifications incluant d'autres caractéres : flagellatiomn,
groupes sérologiques et lysotypiques, composition de 1°'ADN, propriétés
physiologiques diverses. Ces classifications remettent en question
1'unité et la position systématique du genre Rhizobium et de la famille

des Rhizobiaceae, ainsi que les relations de parenté dens cette famille,

Tous ces points sont abordés dans le chapitre 1, non pour leur
intérét académique, mais dans le but de faciliter une identification
exacte, fondée sur des critéres slirs, du genre Rhizobium et de ses

espéces.,

1.7, - LE GENRE RHIZOBIUM, DECQUVERTE, SYNONYMES

On sait (RADULOVIC, 1966, 1) que la valeur améliorante des
légumineuses en pratique agricole et la présence de nodosités sur leurs
racines, étaient déja connues des Romains., Mais la fonction de ces
nodules a &té discutée jusqu'en 1886, date & laquelle HELLRIEGEL et

WILFARTH ont établi que les légumineuses, grice a leurs nodosités,



5
étaient les seules plantes & pouvoir assimiler 1'azote atmosphérique.

La présence de microorganismes dans les nodules aveit déja

~

été décelée par LACHMAN en 1858, VWORONIN en 1866 et ERIKSON en 1873
et une relation symbiotique suggérée entre ceux-ci et la plante par
DE BARY en 1878 et SCHINDLER en 1885 (RADULOVIC, 1956, 2).
La nature bactérienne de ces microorganismes a eﬂfin été
établie par BEIJERINCK, 1888 (3) qui en fit le premier des cultures purcs,
Des nems de champignons : Schinzia (FRANK, 1877, 4), Phyvtomyxa
(SCHR@TER, 1886, 5) avaient été proposés avant l'isolement du microsymbiont:
par: BEIJERINCX qui  proposa lui, le nom de Bacillus, L'application de
ce nom ayant ensuite été restreinte a des bacilles sporulés, clest le
nom de Rhizobiwm, proposé par FRANK (1889, 6) qui prévalut, FRANK penzant
dénommer ainsi un champignon et non une bactérie, différents autres noms

furent ensuite proposés :

Bacterium, (PRAZMOWSKI, 1890, 7)

Pseudomonas (MOORE, 1905, 8)

Rhizomonas (ORLA-JENSEN, 1909, 9)

Micrococcus (CONNERMAN, 1894, 10)

Rhizobacterium (KIRCHNER, 1895, 11 ; TESIC et TODOROVIC, 1953, 12) pro parte

Rhizobiomonas (TESIC et TODOROVIC, 1963, 13) pro parte
Phytomyxa (GRAHAM, 1964, 14 ; MOFFLET et CCOLVWELL, 1968, 15) pro parte

Ces noms divers ont été proposés pour rappeler une propriété
caractéristique des souches étudiées par les différents auteurs ou méme
~d'un stade de leur développement, Mais les caractéristiques qui servent
généralement de base A la classification des bactéries (flagellationm,
forme coccoide ou bacillaire, etc...) sont trés variables chez les

symbiotes des légumineuses., Aussi, aucun nom ne représentait-il le

genre entier et n'a supplanté celui de Rhizobium,



1.2, — GROUPES DYINOCULATION
Dés l'isolement des Rhizobium, certains autcurs ont proposé

de scinder le genre en plusieurs espéces (SCHROTER, 1885, 15) (YIRCHNER,

1855, 17)  (HILTNER et STORMER, 1903, 18) (ORLA~JEN BN, 190v, 19) (LOHNIS
- “ ~ vy Ae oy T T AT ™ (5

et HANSEN, 1921, 20), alors que d'autres (BEIJERINCK, 1888, 21) (FRANK,

1889, 22) (PRAZIOWSKI, 1890, 23) (SCHNEIDER, 1892, 24) (MOORE, 1905, 25)

ne voyaient quiune espéce chez Rhizobium, avec toutefois plusieurs

Toutefois une autre conception, basée sur la spécificité d'hBte
se fit jour & la suite des traveux de BURRIL et HANSEN, 1917 (26). Ces
auteurs ont ¢té lespremiers & diviser le genre Rhizobium en "groupes
d'inoculation croisée" ou groupes de souches capables dl'infecter le
méme évantail d'hB8tes. Ainsi, pour le groupe des Tréfles et le groupe

N N

Rhizobium trifolii, la symbiose peut s'établir entre un Tréfle quelconque

(& 1'exclusion de toute autre plante) et une souche quelconque isolée
e Tré¥le (et de Tréfle seulement), De méme la possibilité qu'ont les

solées de Medicago, Melilotus et Trigonella et celles-la

0
O
I
:
—
1
!.J

Y

seules, d'infecter indistinctement ces plantes et celles-la seules,
définit le groupe végétal "Luzerne-lelilot- Trigonelle" et le groupe

bactérien : R, _meliloti. Parce qu'elle supprimait la controverse sur

[0
t
an

1'identification par les méthodes classiques, cette conception a
éveloppée par de nombreux auteurs :

MULLER et STAPP (1925, 27), WALXER (1928, 28), ISRAILSKY (1929, 29),



BALDWIN et FRED (1929, 30), FRED, BALDWIN et Mc cov (1932, 31), ALLEN et
ALLEN (1947, 32), XRASSILNIXOV (1949-1959, 33), ALLEN et ALLEN (1950, 34),
FEDOROV et SVITYC (1954, 35), ALLEN et BALDVIN (1954, 35), LANGE (1966, 37
DOROSINSKY et LAZAREVA (1966, 38) etc...

Les groupes d'inoculation‘ont recu le "statut d'espéces”
(FRED, Bf%LDWIN et Mc COY, 1932, 39) et la classification proposée dans
le Bergey's Manmual of Determinative Hicrobiology, 7e édition,(1957, 4-0)
est actuellement basée sur une division en six groupes, pour liidentifi-
cation desquels quelgues caractéres morphologiques ou physiologiques,

d'ailleurs totalement insuffisants, ont été ajoutés,., Ces groupes sont i

R, trifolii DANGEARD, 1926 Trifolium (Tréfle)
R. Leguminosarum FRANK, 1890 Pisum (Pois) Vicia (Vesce)

Lens (Lem JLC} Lathyrus (ces
Faba (réve)..

R. phaseoli ANGEARD, 1926 Phaseolus (Haricet) pro parte
R, meliloti DANGEARD, 1926 Medicago (Luzerne) lelilotus

(Mé1ilot) Trigonella (Trigonel

R. Lupini SCHR@TER, 1886 Lupinus (Lupin) Ornithopus
(ornithope)

R. japonicum KIRCHNER, 1895 Glycine (Soja)

1.2.2. — DEFAUTS DE LA CLASSIFICATION EN GROUPES D'INOCULATICN

Malgré le grand développement qu'elle a connu, cette classificatic
en groupes d'inoculatien présente de nombreux défauts passés inapercus lors
‘des premiéres recherches ¢

~ Les Rhizobium-de certaines plantes n'entrent en symbiose avec

aucune plante des six groupes cités dens le Bergey's, C'est qu'en fait,



seuls ces six groupes ont regu le "statut d'espéce', alors qu'un nombre
bien plus élevé avait été proposé : seize par FRED, BALDUIN et Mc COY
(1932, 41).

I1 est vral que certains "groupes' ne comprennent qu'une espdce
végétale et qu'il aurait été difficile dl'admetire autant d'espéces de
Rhizobium que de tels "groupes', Néanmoins, un groupe généralement admis,

(%)

le "Cowpea group" mériterait aussi le statut d'espéce, Il comprend
en effet les Rhizobium de toutes les Mimosacées, de toutes les
Césalpinacées et de la grande majorité des Papilionacées, en particulier
des espéces tropicales, pour lesquelles la présence de nodules était
notée en 1956 par NORRIS (42).

- Dans certains groupes et probablement tous, il n'y a pas

"réciprocité". Ainsi dans le groupe "phaseoli' une souche isolée de

Albizzia julibrissin Biov. proveque l'epparition de nodules sur Phase olusg

vulgaris L. alors que les souches isolées de P, vulgaris n'entrent pas

en symblose avec A, julibrissin (UILSON, 1944, 43).

Pans un article intitulé "Over five hundred reasons for

abandoning the cross-inoculation groups®, cet auteur rapporte 146 cas

(D

semblables de non-réciprocité, Des observaticns semblables ont ét

ot

faites par d'autres auteurs : SEARS et CLARK, 1930 ( 44), AQUINO et
MADAMBA, 1940 (45), WILSON, 193%a (46).
- Certaines plantes forment des nodules sous 1'influence de

souches appartenant & plusieurs groupes., Ainsi Lotus corniculatus L,

peut &ire infecté par des souches appartenant & neuf groupes (WILSON,

Y

193%a, 47 + 193%b, 48 ; 1939c, 49 ; 1939d, 50 ; 1944, 51)- Cet auteur
cite de nombreux cas ol les groupes bactériens ne s'excluent pas.

KLECZLO /SKI et THORNTON, 1944 (52), KLECZKOWSXA, NUTMAN et BOND, 19244.(53),

(%), Cowpea (Vigna sinensis Endl. ex, Hassko)(Phaseolus Riccardianus Hort,):
légumineuse tropicale (Dolique).




GRAHAM, 1963c {54) ont également noté des cas d'infection croisée entre
Rhizobiun et plantes des groupes : Tréfle, Pois, Haricot, Luzerne.

~ Certaines souches infectent des plantes appartenant &
différents groupes. Ainsi sur 85 souches isolées de 83 espéces végétales
en Australie par LANGE, 1961 (55), 45 entraient dans quatre groupes,
31 dans trois groupes, § dans deux groupes et 3 souches seulement
ntentraient que dans un groupe, De tels cas ou les groupes végétaux
ne s'excluent pas aveient déja été cités par CONKLIN, 1935 (56) et
un grand nombre par WILSON, 1944 (57).

-~ De certaines espéces végétales, on peut isoler plusieurs
souches ayant des spectres d'hltes trés différents., Il en est ainsi

pour les souches igsolées de Caragana arborescens L, (GREGORY‘et ALLEN,

1953, 58). D'autres cas ont été rapportés (ALLEN et ALLEN, 1935, 59)
ot -1l n'y a pas homogénéité dans le comportement symbiotigue des
diverses souches isolées de la méme espéce végétale,

- Certains auteurs.définissent le groupe d'incculation comme
un ensemble de plantes, dfautres comme un ensemble de souches de Rhizobium.
Or, compte tenu des incongruités citées plus haut, ces notions ne se
correspondent pas, ce qui préte & confusion,

- Méme dans les groupes les mieux délimités, certaines espdces

végétales ont un comportement exceptionnel, Ainsi Trifolium subterraneum L.

est résistant & 1l'infection par les Rhizobium qui, infectant tous les

autres Treéfles, sont nommés R, trifolii. De méme pour Medicago laciniata L.
s L1 P

Mill. (BAIRD, 1955, 60). 133 espéces sur 1200 examinées en 195¢ (NORRIS,61)
sont connues pour ne jamais porter de nodules.
- A cause des cas de non-réciprocité, il a parfois été admis que

les souches capables d'infecter une méme espéce-test faisaient partie
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du m@me groupe, mals ltarbitraire des groupes d'inoculation sz'en est
trouvé encore accru, le choix de 1l'espéce~test étant souvent discutable.
H It

hinsi, pour le "Cowpea group", la plante-test (Vigna sinensis) est

infectée par certaines souches isolées du Soja (LEOQNARD, 1923, 62).
De plus, & mesure que les recherches progressent, on découvre
des plantes dont le spectre est plus large que celui de l'espéce de

référence et qui seralent donc plus "représentatives' du groupe. Alnsi

Crotalaria grantiana L. a une spécificité moins étroite que Vigna sinensis

dans le "Cowpea group" (WILSON, 1939c, 63).

- Les groupes les mieux définis (Tréfle ; Luzerns ; Pois-Vesce-
Lentille ; Haricot) sont les mieux étudiés parce qu'ils comprennent des
espéces des régions tempérées. Mais selon NORRIS (1956, €4) "(they)

represent an evolutionnary cul-de-sac, and (are) atypical of the majority

of Leguminosae", Les trois esgpéces R, trifolii, R, meliloti et

R. leguminosarum infectent seulement 12 des genres de légumineuses

porteuses de nodules dénombrées en 1954 (ALLEN et BALDVIK, 65)c

Seilon NORRIS (ibid.) le "Cowpea group", bien que n'ayant pas
le "statut d'espéce', représente l'archétype du genre Rhizobium, adepté
aux légumineuses les plus anciennes et surtout les plus nonbreuses,

~ Les études d'inoculation croisée ne portent encore que sur
un petit nombre de légumineuses : 1000 tout au plus sur plus de 11.000
espéces connues (ALLEN et BALDVIN, 1954, 66).

- Certaines souches forment des quantités variables de nodules
selon 1'hdte considéré et certains ont pensé devoir tenir compte du taux
de nodulation (LEONARD, 1923, 67).

D'autres ont fait des sous-groupes tenant compte de l'efficience,

séparant ainsi les souches dont la symbiose avec une plante aboutit & la
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fixation d'azote, de celles qui provoquent une nodulation inefficiente ches
la méme plante (ALLEN et ALLEN, 1935, 68) {(VINCENT, 1554, 69 BROZIWELL

& § b \ ¥ b
et HELY, 1966, 70).

- Des souches de Rhizobium ont perdu par rutation tout ou partie

.

de leurs propriétés symbiotiques : efficience ou m€me nodulation, vig-a-
vis d'une espéce végétale ou de toute légumineuse (SCHWINGHANER, 1562, 71)
et il existe des souches mutantes dont les propriétés symbiotiques ne
s'expriment que dans certaines conditions (SCHWINGHAMER, 1970, 72). Il
existe d'autre part des lignées de plantes/mutantes, résistantes &
1'infection(HUBBEL ¢t ELKAN, 1967, 73)(NUTMAN, 1969, 74).

- D'un point de vue pratique, la détermination d'une souche par
cette méthode d'inoculation croisée requiert un stock de graines les
plus diverses, un tenps assez long et la connaissance des conditions
d€ culture, trés variables d'une plante & l'autre, et des conditions,
variables égalément, dans lesquelles la souche est infectieuse.

-~ Enfin,et surtout, cette classification ne tient pas compte
d'autres criteéres importants, & savoir : morphologie, physiologie,
sérologie, lysotypie, homologie d'ADN, etc...

Toutes ces raisons expliquent que les groupes d'inoculation,
aprés avoir été maintes fois remaniés et nultipliés (Jusqu'a 22, d'aprés
WILSON, 1944, 75) soient maintenant trés controversés et que d'autres

" classifications soient proposées,



1.3, ~ CRITERES MODERNES DE CLASSIFICATION

D&s 1921, LOHNIS et HANSEN (76) avaient séparé les Phizobium en
deux groupes : scuches & croissance lente et souches & croissence rapide,
Cette distinction, sans avoir Jamails eu valeur de classification, est
trés importante car de nombreuses pro?riatés des Rhizobium lui sont

lides, Cette distinction se référe au temps de génération (G) en croissance

exponentielle : sur milieux glucosé : G = 3,21 h pour les souches de Luzern
G = 6,09 h pour les scuches de Soja,

(d'aprés WALKER, ANDERSON et BROWN, 1932, 77)

1.3.17. = FLAGELLATION

Des nombreuses études contradictoires sur la flagellation des
Rhizobium, 1l ressort que les deux types de flagellation (mono- et
péritriche) existent mais que les souches & crcissance lente sont
monotriches (subpolaires) tandis que celles & croissance rapide sont
péritriches (HANSENW, 1919, 78) (LONNIS et HANSEN, 1921, 79) (SHUNX, 1921,80
(MULLER et STAPP, 1925, 81) (LEIFSON et ERDMAN, 1958, 82) (DE LEY et
RASSEL, 1965, 83). Mais chez les souches & croissance rapide le nombre
de flagelles est parfols faible : 3, 4,5 ; généralement un des flagelles
est subpolaire; les autres sont fragiles,

On observe généralement chez les péritriches une forte proportion
de cellules & flagelle unique, subpolaire, les autres ayant cassé (DE LEY

RASSEL, 1965, 84), ce qui expliquerait (DE LEY et RASSEL, 1965, 84) que

KRASSILNIKOV, 1959 (85) n'ait vu que des flagelles polaires,
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D'autre part, NORRIS (1965, 85), étudiant la croissence de

717 souches sur milieu avec mannitol et extralt de levure, obsaerve
que celles & croissance rapide acidifient le milieu tandis que les

autres l'alcalinisent.
En présence de glucose, l'acidification est plus générale, mais

’

la différence entre les deux groupes précédents a été également observée
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(Lactobacillaceae), les souches acidifiantes sont sens

‘et inversement,

1.3.3. - HYPOTHESES SUR L'ORIGINE DES DEUX GROUPES DE RHIZOBIUM

NORRIS. (1956, 90) reprenant les idées de MAZE (1899, 91) a
proposé de distinguer deux groupes de Rhizobium :
- ceux associés aux légumineuses des terrains pauvres, acides, généralement
tropicaux,
- ceux des légumineuses calcicoles, tempérées.

Pour expliquer que cette distinction coincide avec la classifi-

cation fondée sur la vitesse de croissance, NORRIS (1965, 92) propose :

a) qu'il existait primitivement un groupe de Rhizobium adapté a la
symbiose avec les légumineuses de type "ancestral', vivant en sols acides,

pauvres en calciun,



b) que leur métabolisme alcalinisant était adapté & la survie a pH bas,

c) que ces Rhizobium, monotriches, alcalinisants, avalent une spécificité

individuelle l&che (VWALXER et BROWN, 1935, 93) (DUSHNELL et SARLES, 19%, 94

-

D

(LANGE, 1861, 5), parce que le type de pollinisation croisée de ces

légumineuses, les rendaient génétiquement peu stablesg,

2

d) qu'a mesure que des tribus de légumineuses se sont adaptées aux

¥

terres calc

W

ires, neutres ou alcalines, apparues au Crétacé; 11 soit
apparu des Rhizobiun acidifiants, micux adaptés aux sols basiques et
secondairemznt plus sensibles aux pl bas

e) qufayent un métabolisme acidifiant, ils alent une croissence plus
rapide,

£) qu'étant les seuls & avoir évolué vers les zones de pH élevées,
ils soient les seuls & infecter les légumineuses calcicoles,

g) que ce groupe "moderne!" ait gardé des caractéres "ancestraux' :
- un flagelle subpolaire en plus d'autres (de nature différente, plus

fragiles),

la possibilité d'infecter des légumineuses "ancestrales” du groupe de

Vigna sinensis par exemple, faits souvent notés comme contradictoires

de la classification en groupes d'inoculation (WILSON, 1917, 96) (FRED
et DAVENPORT, 1918, 97) (LOHNIS et HANSEN, 1921, 98) (SHUNK, 1921, 99)
(}ﬁLLER et STAPP, 1925, 100) (WILSOW, 1939b, 101 ; 1944, 102) (LEIFSON et
ERDMAN, 1958, 103) (DE LEY et RASSEL, 1965, 104).

h) que la spécificité des groupes "modernes" de Rhizobium puisse
&tre plus étroite, leurs hdtes étant plus stables de par leur évolution

vers l'autoganmie,



i) que dans les groupes végétaux en &volution (Loteae, Phascoleae),

des espéces de type ancien soilent associées A des Rhir

grovers' (ainsi chez Lotus uliginosus L. qui pousse dans les tourbicres

de pH 4,5 - 5, 5) alors que dlautres espéces (Lotug corniculatus Lo) sont

associtées a des "fast-growers',

N

wn

Cette hypoth&se fournit une explication a llorigine des deux
grands groupes de Rhizobium, leur falt correspondre la division en

tgroupes dfinoculation" et en explique mfme certaines contradictions.

133.40 - C O g S POL‘DUTQT.“(‘

La distinction entre souches & croissance lente et rapide se
retrouve également dens les caractéres sérologiques des Rhizobium :
- BUSHNELL et SARLES, 1939, 105) ont montré des analogies entre les

souches de Soja, Lupin et Vigna sinensis.,

- KLECZXOWSKXI et THORNTON (1944, 105) entre celles de Pois et de Tréfle,
- VINCENT (1962a, 107) entre celles de Pois et de Tréfle, celles de Lupin

et de Lotus, celles d'arachide et de Vigna sinensis,

- GRAHAM (1963c, 108) entre celles de Pois, Tréfle et Haricot.
Toutefois, dans les souches & croissance rapide, celles de
Luzerne apparaissent sérologiquement distinctes. Elles serailent par

contre proches des Agrobacterium radiobacter et tumefaciens (HOFER, 1941,

109) (COLEMAN et REID, 1945, 110) (MANIL et BONNIER, 1950, 111) (BONNIER,

1953, 112) (GRAHAN, 1963c, 113).
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1.3.5. ~ GROUPES LYSOTYPIQUES

A

Selon les auteurs, il y a (MAKSHALL et VINCENT, 1954, 114)
(VINCENT, 1962a, 115) ou il n'y a pas (XLECZKCWSKI et THORNTOH, 1944, 116)
(XLECZKOWSXA, 1957, 117) correspondance entre les groupes sérologiques
et les groupes lysotypiques.

Les cas de lyse croisée entre souches isolées de diverses
plantes s'établissent suivant le tableau I page 17.

Des travaux sur les phages, il resscort avec certitude une

de Pols et de Tréfle et peut 8tre de lericot,

reletion entre les Rhizobium

et que les souches isolées de Luzerne ne font pas partie de ce groupe. 11

y a controverse sur la sensiblité des Agrobacterium aux rhizobiophages.

Il manque de résultats concernant les Rhizoblum & croissance lente.
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1.3.6. ~ AUTRSS PROFRIETES

Pour la sensibilité aux antibiotiques, les Rhizobium ont été
ainsi regroupés :
- Selon GRAHAM (1963b, 130)

. souches de luzerne, Pois, Vesce, Tréfle, Haricot et Agrobacterium,

. souches de Lupin, Soja et plantes du groupe de Vigna sinensis.

- Selon STRZELCOWA (1968, 131)
. souches de Trefle, Pois, Vesce et Haricot,
. souches de Lurzerne,

. souches de Lupin et Soja.

- Selon koBUS (1952, 132), les Rhizobivm & croissance rapide diffeérent
des autres par leur plus grande résistance au cristal violet,

De mé&me, pour les exigences en vitemines, WEST et WILSON
(1939a, 133 ; 1939b, 134 ; 1940, 135) et GRAHAM (19633,136) ont observé

les différence suivantes (Tablean II) :

TABLEAU TI

Exigences en vitamines des groupes de Rhizobium

Souches de : : Exigences
Tréfle é Biotine et/ou
Pois Re Thiamine et/ou
Haricot pantothénate de Ca
Luzerne
Lupin 3 biotine (parfois)
Vigna sinensis J
Soja aucune
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Un facteur inconnu, présent dans l'extrait de levure (également
§ L
excrété par certains champignons), favorise la croissance des souches

de Lupin, de Soja et des plantes du groupe de Vigna sinensis,

De nombreuses propriétés physidogiques sont en relation avec
le type de croissance, lente ou repide : il en va ainsi pour i'utilisation
des sucres (AL et WALKER, 1935, 137) {GOSTXOWSKA; 1966, 138) et le
type de.dégradation, acidifiante ou alcalinisente (page 12 ), la
réduction du tellurite de sodiun,

SMITH (1958, 139), étudiant lfutilisation des sucres, la
résistance & onze antibiotiques et d'autres tests (uréase, gélatinase...)
a pu classer les Rhizébigg en trois groupes

- souches de Luzerne
~ souches de Tréfle, Pois et Haricot

- souches de Lupin, Soja et palntes du groupe de Vigna sinensis
; J g

ISHIZAVA (1953&, 140 ;3 1953b, 1471 ;3 19%53c, 142) a également

regroupé R. trifolii, R. Leguminosarum et R. phaseoli d'aprés leurs

caractéres morphologiques et physiologiques. GRAHAM (1961, 143) aboutit

aux mémes regroupements,

1.3.7. - ANALYSES NUMERTQUAS

Certaines de ces observations ont été incluses dans des analyses
numériques, Ainsi GRAHAM (1964, 144) étudie 100 caractéres, dont la
sensibilité & des antibiotiques, la morphologie, l'aspect des colonies,

la nutrition carbonée et azotée, les exigences en vitamines et les
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33 souches des genres

propriété

Agrobacteriuvm, Chromobecterium, Beijerinckia et Bacillus. Il conclut

que les Rhizobiunm des groupes trifolii, leguminosarum et phasecli

ne forment qu'une espéce, différente de R, meliloti et que Agrobacterium

radichacter et tumefaciens sont identiques. Ces trois espéces:sont

plus proches les unes des autres que d'un quatriéme groupe composé degs
Rhizobium & croissance lente, si différent que CGRAHAM propose d'en faire

7

vn genre séparé (Phytomyxa). Toutefois, t'MANNETJE (1967, 145), & partir

des ménmes données numériques,mais par d&s programmes de regroupement différents,
montre que les Rhizobium & croissance lente et & croissance rapide sont
trés proches.,

Par contre, MOFFLET et COLWELL (1968, 146), étudiant aussi

par analyse adamsonienne 191 caractéres de 50 souches de PRhirzobiaceae,

oncluent également qgue les Agrobacterium et les Rhizobium & croissance

rapide, sont trés proches les uns des autres et assez différents des

Rhizobium & croissance lente pour que ceux-ci soient séparés du genre

7.3.8., ~ SIMILITUDE DES ADN

Les exemples de transformation entre R. leguminosarum, R. meliloti.

et R, lupini (BALASSA, 1963, 147) et entre R. japonicum, R. meliloti et

R. trifolii (LANGE et ALEXANDER, 1951, 148) aboutissant toutes & la
nodulation des hbtes mutuels, sont en faveur d'une parenté étroite des
Rhizobium a croissance lente et & croissance rapide. Néanmoins, d'aprés
1'analyse de la composition en bases des ADN, WAGENBRETH (1965, 149) a

séparé les Rhizobium & croissance rapide de ceux & croissance lente,



DE LEY et RASSEL (1965, 150) ont trouvé une corrélation étroite entre le
type de flagellation et le pourcentage de guanine et cytosine dans 1'ADN

des Rhizobium @

Q

- péritriches croissance rapide 58.6 & 63.1 p. 100 G +
(appertiennent & tous les groupes d'incculation)

LQ

- monotriches croissance lente 2.8 & 65,5 p. 100 G + C
(subpolaires) (uniquement chez les plantes des groupes s
Lupin, Soja et Vigna sinensis)

Les études d'hybridation des ADN de 29 souches de Rhi iaceae

avec 1'ADN d'un Rhizobium de Haricot (HEBERLEIN, DE LEY et TIJTGAT, 1967,

151) aboutissent aux mlmes regroupements,

1¢3.9. -~ RELATIONS AVEC AGROBACTERIUH

Le Bergey's Hanual of determinative Microbiclogy propose

sept espéces d'Agrobacterium, parmi lesquelles les quatre les plus

importantes sont : A. tumefaciens, A. rubi, A. rhizogenes et A. radiobacter.

Les trois premidres, trés proches, sont généralement pathogénes,
H H he

A. radicbacter n'est jamais tumorigéne,

Néanmoins, A. tumefaciens et A. radiobacter ont de nombreux

caractéres en commun : ils ont les m@mes propriétés antigéniques (STAPP,
1927, 152) (COLEMAN et REID, 1945, 153) ; ils ont des propriétés physio -
logiques trés proches (RIKER et coll., 1920, 154 ; 1946, 155) et des phages
communs (ROQLYVAY et coll., 1962, 1556 ; 1963, 157). De plus, XLEIN et KLEIN
(1953, 158 ; 1956, 159) et KLEIN et LINK (1955, 160) ont pu rendre un

A. radiobacter tumorigéne par transformation avec de 1'ADN d'Agrobacterium
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tumefaciens. De nombreux cas ont été rapportés ou par traitement aux
Pahivibetu i S ¥

rayons ultra-violets (BEAUD, MANIGAULT et STOLL, 1863, 161) ou par

culture sur acides aminés (STAPP, 1958, 162) etc... des A.tumefaciens,

3

perdant leurs propriétés tumorigeénes, devenaient indiscernables des

A, radiobacter.

Dans une étude sur la flagellation et la composition en bases

de 1'ADN de 45 Agrobacterium, DE LEY et coll., (196G, 163) ont observé
’ s /

que les A, radiobacter et A, tumefaciens ne pouvailent 8tre distingués

l'un de L'autre : ils sont tous péritriches et le pourcentage de Guanine
et Cytosine est compris entre 59,9 et 62.8, Ils ne se distinguent pas
non plus par ces caractéres, des Rhizobium & croissance rapide.

Dans leurs expériences d'hybridation entre les ADN de 29 souches

de Rhizobiaceae et les ADN de deux témoins (un Rhizobium de Haricet et

un Agrobacterium tumefaciens), HEBERLEIN et coll. (1957, 154) ont mis

en évidence des relations plus étroites entre les Agrobacterium et les

Rhizobium de Tréfle, Pois, Euzerne et Haricot qu'entre ceux-ci et les
Rhizobium de Soja. KERN (1968, 165) a également mis en évidence une

relation étroite entre A. tumefaciens et Rhizobium par hybridation des AD!

=~
=
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Diverses autres raisons sont en faveur d'un rapprochement des

Agrobacterium et des Rhizobium & croissance rapide et en par t]CHLiGT de

R. meliloti et A. radiobacter, ce dernier ayant d'ailleurs été nommé

Pseudorhizobium ramosum (HARTLEB, 1900, 165) et Rhizobium radiobacter

Y

(PRIBRAM, 1933, 167). Ce sont en particulier les relations sérologiques
citées page 17 , la sensibilité aux antibiotiques (CRAHAM, 1963b, 168)

la composition du mucus (glucose seul chez Agrobacterium et Rhizobium

meliloti, d'aprés HUMPHREY et VINCENT. (1959, 169) GRAHAM (1965, 170).
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Les résultats des analyses adansonicones (GRAHAL, 1964, 171)

T T . - PR 5\ i . N . .
(hOHFLmT et COLVELL, 1968, 172) montrent également une relation plus

étroite entre les Agrobacterium et les Rhizobium & croissance rapide

Lzobivm formant des nodules sur certaines légumineuses

s

et des formations anelogues & des tumeurs sur d'autres (Mo GREGOR et
ALEXANDER, 1971, 173).

Enfin, les cxpériences de transformation plaident également

en faveur d'un rapprochement des Agrobacterium et des Rhizobium &

croissance rapide :

— Rhizobiun leqguminosarum a ¢té rendu tumorigéne par de 1'ADN

d'Agrobacterium tumefaciens (KLEIN et KLEIN, 1853, 174). Des résultats

analogues ont été obtenus par MANIL (19350, 175) et XERN (1964, 176 ;
1965a, 177 5 1955b, 178 ; 1969, 179).

- La transformation inverse d'un Agrobacterium par de 1'ADY de

Rhizobium a également été obtenue (KERN, 1969, 180), mais les propriétés
infectieuses des recombinants n'ont pas été rappertées,

- MANIL (1960, 181) a cbtenu le transfert & des A. radicbhacter,

.

de la propriété des

e
pe

1izobium de former des nodules,

I1 ressort donc de toutes ces données une parenté plus grande

entre les Rhizobium & croissance rapide et les Agrobacterium tumefaciens

et radiobacter, qu'entre les Rhizobium & croissance rapide et ceux &

65}

croissance lente,



modernes ayant étudié les relations

entre les groupes do Rhizobiac sont résumdes dans le tableau 11T

(page ?C) .

Sur ce tableau, 1l apparait que le genre Rhizobium est divisé en
deux groupes : souches a croiszance rapide et souches & croissance lente.,

Cette division vaut pour de nombreux critércs : flagellation, relations
érologiques et lysotypiques, physiologie (sensibilité aux antibiotiques,

exigences en vita ? nes, métabolisme acidifiant ou alcalinisant...) et

dems une certaine mesure, si 1'on admet les hypothéses de NORRIS (page 13)

elle g'explique par 1'écologie et 1'évoluticon des légumineuses, Les

analyses adansoniennes, reprenant la plupart de ces caractéres, l'analyse

chimigue et 1l'étude, par hybridation et par transformation, desfbN, font

N

Cgalement ressortir cette division en deux groupes du geure Rhizobium,
Cette classification ne correspond pas & celle fondée sur leg
groupes d'inoculation et il semble difficile dfétablir desg sous—-groupes

2

ettement définis & 1l'intérieur des deux grands groupes proposés,
De ce tableau il ressort également une grande proximité entre

Agrobacterium tumefaciens et radiobacter., Il apparait également que

les Rhigzobium & croissance rapide sont plus proches des Agrobacterium

que les Rhizobium a croissance lente et tout indique que si on maintient
les deux groupes dc Rhizobium dens le m&me genre, en vertu de leur
capac1t0 commune de provoquer ltapparition de nodules sur les racines

de légumineuses, il faut alors inclure les Agrobacterium dapns ce genre,

Du méme tableau, il ressort également des conclusions concernant

1l'unité et la position systématique de la famille des Rhizobiaceae :




A%
wh

p .

- Le groupe des Chromobacterium {d'ailleurs hétérogéne, selon

N

SNEATH. (1957, 182 ; 1960, 183) différe des autres Rhizobinceae au

point qu'HEBERLEIN et coll, ( 1957, 1“4} ge basant sur les résultats
d'hybridation des ADN, ont proposé de les exclure de la famille, dont
1'unité a d*ailleurs été mise en doute (DZ LEY et coll., 1966, 185).

Les expériences d'hybridatiorn des ADH (HEBERLETH et coll., 1967, 186),
la similitude observée dans les analyses adansoniennes (MOFFLET et COLWELL,

1968, 187) et la formation (commune aux Rhizobiacecae et & certains

EEEE§2§2§§§> d'¢toiles, en relation avec la conjugaison, font penser que
les Rhizobiaceae seraient plus proches des Fseudomonadales que des
gue des Bubacteriales,

Ceci va & 1l'encontre des affirmations de BISSET (1952, 188 ;
1958, 789) selon lesquelles certains Rhizobium, comme les Azotobacter
(GARBOSKY et GIAMBIAGT, 1953, i90) (BISSET, 1955, 191) pourraient passer
par un stade Gram-positif et produiraient des endospores résistant

10 min & 100¢C, et seraient ainsi ap arentées aux Bacillaceae, Bacillus
3 b2

ol

polymyxa ayant méme été avancé par BISSET comme ancftre possible

des Rhizobium,
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LEGENDE

Signification

Classificatinn du Bergey®s Monual of Determinative
Microbiology, 7e Ldition, (1957, 192).

i

Ao =  Agrobacteriun
Rhizobivm
() = non cité dans

=
it

le Bergey's manual

U\

ssance rapide, péritriche
lente, monotriche

souche & crois
= souche & croiss

N~
i

Production de 3-céto-lactose, selon DE LEY et
com / - .
RASSEL (1965, 193)
( ) = exceptions,
&

% G+ C dans 1VADN, selon DE LEY et RASSEL (1965, 194)
D LEY, BERNAERTS, RASSEL et GUI 5
MOFFLET et coLwsrl (1988, 1

(A) = groupes proposés par DE LEY et RASSEL(1935, 197)
(B) = groupes proposés par DE LEY,
et GUILHOT (1967, 198).

N

Groupement d'eprés le pourcentage de similitude ohtenu
par analyse aumlSOﬂicn“&, selon GRAHAM (1964, 199).

Groupes proporﬁ? par GRAHAM (196
et COLWELL (1968, 201) diaprés
dtanalyses adansoniennes.

200) et MOFFLET
s
L

= Gy
[N
n

0-3

(20

.

j

ot

Groupes proposés par HEBERLEIN, DE LEY et TIJTGAT
(1957, 202) d'aprés -9- et ~10-.

% d'homologie de 1'ADN (moyenne) avec 4, tumefaciens 56

% d'homologie de 1'ADN (moyenne) avec R. legumincsarum
(souche de Phaseolus vulgar 15) mesuré par
hybridation des ADN.




28

5, CHAPITRE 2

Le but de cette étude étant de mettre en relation les propriétéc
symbictiques des Rhizobium avec d'autres caractéres, nous avons procédé
a l'isolement de nombreux cifnes, A partir de différentes espdces de
légumineuses.

Les recherches de blolJOj”d}H'P nous ont montré que les

Rhizobium, compte non tenu de leurs aptitudes symbiotiques, se répar-

tissaient en deux grands groupes : souches A croissance lente et
souches & croissance rapide, et qu'a l'intérieur de ce dernier groupe,
les souches de Luzerne étaient gquelque peu différentes.

Notre choix s'est donc porté plus particulidrement sur les
Rhizcbium & croissence rapide (souches de Tréfle, Pois, Vesce, Haricot,
et de Luzerne), pluc intéressantes pour les expériences de génétique,

Le chapitre 2 rapporte les modalités d'isolement des souche
et les examens pratiqués

~ examen des propriétés symbiotiques

- examen des autres caractéres

L'examen des propriétés symbiotiques, dont la connaissance est
nécessaire pour en étudier les variations, a également pour but la
mise au point de méthodes de détection de liinfectivité et de 1l'efficicnce
des souches, faciles a mettre en oeuvre a 1l'échelle des expériences de
génétique.

L'examen des autres caractéres a étéconcu de facon a :



1) pouvoir distinguer le genre Rhizobium des autres genres bactériens

A

du sol, en particulier de ceux rencontrés fréquemment dans les nodules,

2) pouvoir différencier les souches les unes des autres et en particulier
pouvolr identifier & une souche les mutents qui en dérivent, mBme si

ceux~ci ont perdu leurs propridétés symblotiques,

3) délimiter éventuellement des sous-~groupces dans le genre et voir si

un caractére peut 8tre mis en relation avec une aptitude symbiotique,

4) enfin trouver des souches intéressantes pour les expériences de
génétique (croissence rapide) ou des souches possédant un caractére

- Py . J . AY
intéressant (colonies non mgueuses ou pigmentées, formation dfétoiles...)

2.7. ~ YSOLEMEHT DES SCUCHES

Toutes les souches ont été isolées & partir de nocules, La

méthode employée a été la suivante
~ extraire les racines de la plante,
- lsoler un nodule, le laver a grande eau,

le passer, 3 min environ, suivant sa taille, dans une solution agueuse
de - chlorure mercurique (1 p. 1000) avec une goutte de détergent (teepol),
- le reporter stérilement dans plusieurs bains successifs (3 & 5) dleau
stérile,
~ le reporter stérilement dans un tube A hémolyse contenant 0,5 ml d'eau
stérile,
- écraser le nodule avec un agitateur stérile,

~ étaler une goutte de la suspension obtenue et une goutte de la mme



suspension diluée au 1/10 par addition de 4,5 ml d'eau stérile, sur du
nilieu de culture pour Rhizobium (page 46 ),
- incuber & 25 ou 30°C.

Chaque nodule contient normalement des Rhiz

liew toutefols d'élimincr les nodules trop petits, ridés ou fanés
B & $ b

o]

Y

souvent envahis par d'autres microorganismes, vivant a leur surface ou
dans les tissus en décomposition,

P

I1 faut éviter de Dblesseor les nodules et en particulier de
les arracher de la racine adjacente, qui deit &tre coupéc de part et
dtautre,

Les colonies de Rhizobium apparaissent aprés 4 a 10 jours
d'incubation, seclon la plante d'eorigine, Dans la plupart des cas,

il n'existe qu'une sorte de colonies, incolores & blemch@tires, plus
ou moins translucides, & marge entiére, circulaires quand elles sont
isolées, souvent conflucntes, convexes ou élevées, jamais plates ni
cmbiliquées, Leur consistance est visqueuse & coulante et leur
diamdtre peut dépasser le centimétre,

La morphologie observée au microscope est trés variable ;
bétomnmets ou coccobacilles, a extrémités arrondies, rarement courbes,
parfois renflés ou branchés. La coloration de Gram n'est pas retenue et
on observe trés généralement un ou plusieurs secteurs non cclorés par

la fuschine,. Les cultures jeunes ont ainsi une coloration bipolaire, et

les cultures agées montrent des bacilles plus allongés, & aspect Ybarré',
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2.2.1. ~ PRIICIPE

Ltexamen de chacune des

la capacité de former (in vitro)

Le principe du test est de mettre cultivée aseptiquenent,
en présence de la souche & étudier et d'observer s'il y e formation de

nocdules,

=
4
Pl
»
o
=
t
n

Les tissus internes des graines étant normaleme
de bactéries, 11 suffit de les désinfecter en surface et de les faire

gerrmer en miliew stérile pour cobtenir unc plante aseptique.

2.2.2.7. ~ MILIEUX ET MATERIEL

- Milieu de NICOL et THORNTON (1941, 203)

I X, PO, 0,5
&g SO ..7H
lg S0,.7H,0 0,2

2,0
Fe Cl 0,01

w—d
o
@ v o o a «

Eau de conduite 1 litre

Eventuellement (témoins azotés : NaNo3 0,5 g/i)



- Milieu de RAGGIO et RAGGIO (1952, 204)
Mg 504.7H20 0,720 g
Na2304. 10 HQO 0,453 g
XCl 0,055 ¢
H Ha PO, 0,019 ¢
< &
Solution de Heller T ml
Eauw distillée 1 litre
Eventuellement (témoins arotés) Ca (N03)2-4H20 0,430 g/ﬁ
Ko , 0,080 g/1
~ Solution minérale de HELLER
Fe 013 . GHQO 1 mg
n 304 ‘/nzo 1 mg
H, BO g
3 ) 3 1 g
i 304« 4H20 1 mg
Cu 804. 5?20 0,03 mg
Al 013 0,03 mg
e 5H 3
Ni vlz. GLQO 0,03 mg
XI 0,01 mg
ha2 Mo 04.2h20 ’ 1,5 mg
Eau distillée 1 litre

-

Le milieu de culture, aprés dissolution compléte des sels,
ou ébullition s'il est gélosé, est réparti par 20 & 40 ml en tubes de
200, 220, 250 ou 300 mm de longueur sur 20, 25, 30 wm de diamdétre.

Les graines devant €tre plantées & la surface de ce milieu,
1l faut prévoir :

. Pour les milieux liquides :

un support en papier fort, assurant une humidification suffisante de la

graine (Whatman 3 ou 4)
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ou de préférence une bourre trés mince de coton hydrophile, reposant sur

les ergots d'un tube spécial.

. Pour les milieux gélosts, une quantité d'agar suffisante pour

emplcher les graines de couler, scit :

3-4 g/1 pour les Tréfles, Luzernes

5-~7 g/1 pour les Pois, icots, Lupins

-

Milieu gélosé Milieux liqudi

__graine

. hourye )
graines  de o
e e coton

e SUPPOL T
papier

. 1f‘ ;‘“
\érgots

TUBES POUR CULTURE ASEPTIQUE

. ,

Les tubes de culture sént enfin bouchés au coton et stérilisés
par autoclavage (20 min & 121°C).

Pour les légumincuses a grosses graines (Haricot, Pois, Arachide)
le dispositif préconisé par BRAKEL (1965,205 ) et modifié comme suit,

a été utilisé,
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3

bouchon de coton ... .

e Blacon &

Tube de Fé}ix
(180 x 18

\\\\\

10 ml = 15 g de sable

Réservoir e A G E FA0E
3 ANy

. - . LES
milieu liquide.
+ Ml q ~

orifice

coton
hydrophile

Figure 2

POTS POUR CULTURE ASEPTIQUE

.

Le tube de Félix, renflé en réservoir, est ensuite percé prés
de son extrémité, L'orifice est bouché au coton hydrophile pour emp@cher
que le sable n'y entre et n'occupe tout le volume du réservoir. Ce»tube
sert a l'inoculation si celle-ci est faite aprés que le sable paraffiné
ne soit mis en place., Il sert également aux arrosages (& l'eau distillée
stérile). L'ensemble, sans le sable paraffiné, est stérilisé 1 heure
a 121°C, trois jours de suite. Le milieu, stérilisé séparément, est
ajouté aprés autoclavage du pot de sable, Le sable paraffiné est préparé

comme suit (VAN SCHREVEHN, 1959, 205) :

transfusion (250 ml)

00 ML = 150 g de sable
(ou 100 ml de vermiculite)
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A 10 kg de sable fin, on ajoute 100 g de benzol contenant 10 g

A

de paraffine &

s

haut point de fusion. Aprés évaporation du solvent, le
sable est répartl par 10 ml en tubes et autoclavé 20 min & 121°C.

Le sable paraffiné est riparti stérilement en une couche de
0,5 cm au-dessus des graines, aussit®t aprés la plantation, pour assurer
le maintieh de la stérilité des racines,

Le bouchon dc coton est retiré dés cue les tiges 1latteignent

aprés avoir percé la couche de sable paraffiné.

2.,2.2,2., — DESINFECTICN DES GRAINES

- trier les graines,

- les rincer a l'alcool & 70°C, 3 sec., pour dégraisser la surface et la
rendre mouilleable,

-~ les passer dans une solution dthypochlorite de calcium & 36 g/ﬁ,
préparée 12 h avant (ou 2 h avant, en agitation forte et décantée)

ou dans une solution de chlorure mercurique (2,5 g/1). Laisser tremper
20 min dans 1'hypochlorite (5 min dans HgClQ) aprés avoir ajouté une
goutte de mouillant (teepol) et en agitant de temps en temps,

- les laver dans 3 & 5 bains successifs d'eau stérile,

—~ les reporter stérilement sur le milieu de culture ou de prégermination.
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2.2.2.3. ~ PREGERMINATION, PLANTATION

Aprés désinfection, les graines sont plantées sur milieu complet

v
5
o

pour Rhizobium (page 46 ), gélosé & 15 p. 1000, en boites de Pétri,
et mises en incubation deux ou trois jours & 30°C.

On transfére ensuite les graines en tubes ou pots de culture,

en éliminent celles qui sont polluées ouw ont mal germé.

2.2.2.4, - INOCULATICN

L'inoculation a lieu entre la plantation et 1'apparition
des premiéres Vraies feuilles, Chaque pot est inoculé avec 1 ml diune
culture ou d'une érulsion dans l'eau distillée, de la souche & étudier.

: 4 /
sé 10 cellules/ml,

(D~

La concentration finale de bactéries a toujours d

v

pa

2.2.2.5. - TEMPERATURE ET ECLAIREMENT

I1 est inutile de placer des caches pour éviter 1l'éclairement
des racines, la nodulation ayant lieu en pleine lumiére aussi bien que
lorsque les racines sont & l'obscurité,

Par.contre, le feuillage doit recevoir un éclairement important.
Les meilleurs résultats ont été obtenus en serre avec 16 heures dtéclai-
rement (4 rampes OSRAY "lumiére du jour" 40 W & 50 cm du feuillage, en
plus de la lumidre du jour). L'éclairage du laboratoire est insuffisant
en hiver pour les Tréfles et Luzernes et toute 1l'amnée pour les Pois,

Haricot, Vesce, Lupin, Soja et Arachide,

e

Pour les essals en serre, la température était réglée

1
(@]

le jour et 15°C la nuit et 1l'humidité relative & 90 p. 100.



2'20 3e - RESULT&%TS

Au cours d'exgfriences préliminaires, nous avons utilisé le
milieu de RAGGIO et RAGGIO et des graines de Tréfles :

Tréfle blanc nain (Clause) (Trifolium repens)

Tréfle violet flamand (Clause) (Trifolium pratense)

La plantafion a été faite en tubes A essais 200 x 20 mm) 3 graines
par tube). Les cultures ont été placées a 28°C, avec un éclairage
artificiel, 16 heures par Jour.

La croissance des plantes a été identique sur les milieux
avec ou sans azote, inoculées ou non, pendant le premier mois,

A partir de la quatriéme semaine, les plantes témoins, non
inoculées, sans azote, ont commencé a mentrer des symptdmes de
;arente azotée, Les symptOmes étaient trés nets aprés six semaines :

feuilles jaunes (chlorose)
tiges_rouges
plante érigée

croissance retardée aboutissant & la mort
Par contre, les plantes ayant des nodules et celles ayant
regu de l'azote ont continué & croftre jusqu'a la fin de 1'expérience
(8éme semaine),
Avec les souches de Rhizobium utilisées, des nodules se sont
formés dans tous les tubes, Ces nodules infectent donc les deux espéces

de Tréfles (Tr. repeus et Tr, pratense). Néanmoins dans 3 tubes il s'est

trouvé une plante sur trois dépourvue de nodules, Ce défaut est sans -

doute dfl & des facteurs génétiques végétaux, Pour éviter cette source

d'erreur dans la suite des essais d'inoculation, tout résultat négatif
a été répété sur au moins’cinq plantes. Les premiers nodules sont

apparus deux semaines aprés l'incculation,
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Aucune des plantes non incculées n'a formé de nodules. Il
en a ¢té de m€me dans toutes nos expériences et il semble donc que
les pollutions par des Rhizobium transmis par l'air doivent &tre

5

exceptionnelles,‘Néanmoins, avec la Luzerne, nous avons observé de
temps & autre des formations analogues & des tumeurs, au point
d'insertion des racines secondaires, De telles formations apparaissent
méme dans les tubes non inoculés, et il n'a pas é€té possible dfen
isoler de microorganismes sur les milieux pour Rhizobium,

Dans une deuxiéme série, nous avons planté des Tréfles et
des Luzernes (Luzerne flamande, Claude) ecn pots de sable, avec
température réglée & 25°C le jour et 15°C la nuit.

Par rapport & la premiére série, la croissance des plantes
-a été augmentée. En particulier la survie des témoins sans azote, non

inoculés, a été réduite & un mois environ, permettant ainsi une détection

plus rapide de l'efficience,

La croissance des Pois (var. Myzar et Claude SOL,des Vesces
et des Haricots (var. Corel et Arian nain) est trés réduite et la
nodulation n'a pas lieu, méme si les tubes employés sont de grande
taille (300 x 50 mm) et le volume de milieu important €30 ml).

Par contre, en pots de sable, leur croissance est normale et la
nodulation a lieu en deux semaines, Il est toutefois impossible de
détecter l'efficience de la nodulation d'aprés les différences de
croissance et de développement entre plantes inoculées et plantes
témoins. En effet, les plantes non inoculées, sans azote, parviennent

a la fructification et ont une croissance comparable & celle des plantes
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inoculées. Ceci est d & 1l'importance des réserves azotées présentes
dans les graines (SCHWINGHAMER, 1959, 207).

La détection de l'efficience doit donc &tre basée sur le
nombre, la couleur et la répartition des nodules sur le systéme
radiculaire :
~ Symbiose efficiente : nodules brun-rouge (présence de léghémoglobine),

répartis surtout sur les racines primaires.
- Symbicse inefficiente : nodules blanc ou verdatre, petits, nombreux,

apparaissant tardivement et surtout sur les racines secondaires,

Alors que les Tréfles et Luzernes ont une croicsance et une
nodulation normale en tubes et en pots de sable ou de vermiculite, aussi
bien a température constante (18°C) qutd température alternée (25°C 1e
jour, 15°C la nuit) (pourvu que 1l'éclairement soit suffisant), les Pois
et Haricots ne peuvent croltre et noduler normalement qu'en pots et a
températures diurne et nocturne différentes.

Dans une expérience préliminaire avec les Lupins, nous avons

utilisé des graines de Lupin vivace (Lupinus polyphyllus). Cette espéce

est incapable de pousser normalement en tube. En pot de sabie, il a
€té impossible d'obtenir la formation de nodules, malgré une culture
portée & deux mois et un développement normal (8 & 10 feuilles). Les
mémes résultats ont été obtenus avec des espéces annuelles :

Lupinus hartwegii

Lupinus luteus var, Yellow Weiko III

Lupinus angustifolius var., Blusa

Lupinus hirsutus var. Pflugs ultra

Toutes ces espéces, ainsi que Lupinus polyphyllus, portent des nodules

aprés un mois de croissance en pleine terre,
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Avec les Soja, Arachide, Lotier et Sainfoin,; la croissance a
été trés réduite en tubes et normale en pot de sable avec la solution de
RAGGIO et RAGGIO comme milieu nutritif. Toutefois, nous n'avons pas
obgervé de nodules sur ces plantes infectées avec les souches & notre
disposition_(page 70 ). Il est possible qutfaucune des souches testées
ne soit capable d'infecter le Soja, puisqutaucune n'a été isoiée de Soja.
Par contre, la souche isolée d'Arachide (V13 S) et celles isolées de
Sainfoin (J1S et J2S) et de Lotier (X1S) devraient provoquer 1'apparition
de nodules sur leurs hdtes respectifs,

Pour les espéces suivantes : Lupin (L. polyphyllus, L. luteus,

L. angustifolius, L. hirsutus et L. hartwegii) ; Soja (Glycine mex ) ;

Lotier (Lotus corniculatus) ; Sainfoin (Onobrychis sativa) et Arachide

(Arachis hypogea) nous avons refait les mémes essais en utilisant le

milieu de NICOL et THORNTON et le milieu de RAGGIO et RAGGIO avec
addition de CaCl, (1 p. 1000). Les résultats ont été négatifs pour
toutes les plantes sauf pour un plant de Sainfoin (sur 3): inoculé

avec une souche de Sainfoin (J1S) en pot de vermiculite avec le milieu

. de NICOL et THORNTON.

2.2.4. DISCUSSION

De ées essals ii ressort que les conditions de culture et de
nodulation varient d'une plante & l'autre : la symbiose ne s'établit
qué sl certaines conditions sont respectées et ces conditions varient

d'un systéme Rhizobium-plante h8te a 1l'autre,
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La premiére condition- d'établissment de la symbiose estla
précence de Rhizobium infectieux, C'est cette caractéristique que
nous nous sommes proposé d'étudier. Les résultats par souches sont
donnés page 62 et discutés'page 63 avec les résultats des autres
examens pratiqués sur chaque souche.

La seconde condition est la présence d'une plante-test en
état de réceptivité,

NUTMAN (1946, 208) a montré que dans une espéce sensible &
l'infection par une souche de Rhizobium, 11 existait des individus
muitants résistants & l'infection, Nous avons observé un phénoméne

1

analogue chez Trifclium repens et Tr. pratense, mais il est facile de

tourner cet inconvénient en multipliant le nombre de plantes testées,

2.2.4.1. - CHOIX DB L'ESPECE-HOTE

Par contre, la multiplication des essais ne résout pas le
robléme du choix de l'espéce-hbte. Ainsi, certaines souches isolées
P '
de Vicia sativa (L2S) et de Vicia faba (LGS rovogquent la formation
\ RS 4

de nodules sur Vicia faba, mais pas sur Pisum sativum, alors que ces

lantes sont réputées appartenir au mBme groupe d'inoculation croisée.
i g

De méme, une souche (L45) isolée de Pisum sativum (variété inconnue)

forme rapidement des nodules roses et bien développés sur Pisum sativum

var, Myzar et sur Vicia faba, mals forme tardivement des nodules petits,

pales, sans doute inefficients, sur une autre wariété de Pisum sativum

(Claude 50). I1 importe donc de tester chaque souche sur l'espéce
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végétale et si possible la variété a partir de laquelle elle a été
isolée sans tenir compte des simplifications proposées par la

classification erronée en “groupes dl'inoculation'.
g

2.2.4.2, — INFLUENCE DU TAUX D'AZOTE COMBINE EN DU VOLUME DE MILIEU

MunNs (1968a, 209 ; 1968b, 210 ; 1968c, 211) et TANNER et
ANDERSON (1963, 212) ont montré que le nitrate inhibait la formation
de nodules & différents stades du processus @

- en étant réduits par la plupart des Rhizobium en nitrites qui
catalysent la dégradation de l'acide P-indolyl-acétique (TONHAZY et
PELCZAR, 1954, 213),

- en inhibant le développement des cordons infectieux ou en les
désorganisant.

Quand 1l'azote est présent sous forme ammoniacale, la quantité
de tryptophane transformée par les Rhizobium en ATA est diminuée
(TANNER et ANDERSON, 1963, 214) et la nodulation est également inhibée.
L'azote organique inhibe également la nodulatioﬁ ( THORNTON et NICOL,
1935, 215).

Pour ces raisons et pour permettre la détection de l'efficience,
les milieux utilisés dans les essais d'inoculation ne contiennent pas
d'azote. Par contre, les graines contiennent des réserves cotylédonnaires
azotées, Ces réserves sont minimes chez le Tréfle et la Luzerne, Mais
chez les légumineuses a grosses graines, elles sont importantes : chez
les Pois, Vesce, Haricot, elles suffisent au développement de la plante

jusqu'a la fructification et génent la détection de l'efficience, Chez
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le Lupin, dont les cotylédons se résorbent trés lentement, elles sont
suffisantes pour emp@cher la nodulation, méme en vase de végétaticn,
I1 en est probablement de méme pour les arachide et soja.

Pour réduire la concentration en azote dans le milieu et'par
conséquent dans la plante, il est possible d'augmenter le volume de
milieu disponible par plente ou de sectionner les cotylédons sur les
plantules juste germées,

La seconde méthode a été utilisée par BONNIER et BROUVERS
(195, 216) sur Pois et Soja et a permis & ces auteurs d'obtenir la
nodulation de ces plantes en tubes et leur développement complet
Jusqu'd fructification, développement qui n'a méme pas lieu en vase

de végétation pour le Soja. La croissance des plantes et L'importance
du systéme radiculaire sont toutefois trés réduites,.

La culture en pot, avec un volume de milieu important (20 ml
de milieu liquide pour 100 ml de sable ou de vermiculite, dans nos
expériences, et 40 ml environ de milieu pour 300 ml de sable selon
SCHWINGHAMER (1960, 217) permet d'obtenir la formation de nodules
sur Pois et Haricot., Par contre, la culture en vase de végétation et
1'ablation simultanée des cotylédons ne suffisent pas a obtenir la
nodulation des Lupins, pour lesquels un volume beaucoup plus important

semble nécessaire,

2.2.4.3. — INFLUENCE DE L'ECLAIREMENT

Selon certains auteurs (THORNTON, 1935, 218) ce n'est pas la

concentration absolue d'azote qui intervient pour inhiber la nodulation



mais le rapport C/N dans la plante, Il est donc aussi important
d'assurer des conditions idéales pour la photosynthése, que dfessurer
une baisse de la concentration dlazote,

Une photopériode de 16 heures et un éclairage artificiel
d'appoint ont suffi a obtenir une bonne nodulation sur Tréfle, Vesce,
Luzerne, Pois et Hericot. Les conditions de température utilisées
conviennent également pour la nodulation de ces plantes, Ellies
correspondent aussi & lioptimum trouvé pour la fixation de llazote
pour les Pois (ROPONEN, VALLE et ETTALA, 1970, 219). Par contre, pour
les plantes avec lesquelles nous n'avons pas .ebtenu de nodulation,
ces conditions de température et de lumiére ne sont peut &tre pas
idéales, Pour les Lupins en particulier la température diurne (25°C)

semble trop forte, méme pour la croissance,

2.2.4.4. - INFLUENCE DU CALCIUM

Mc CALLA. (1937, 220) conclut d'expériences sur Luzerne qu'il
n'y a pas nodulation si la plante et la bactérie sont privées de
calcium,

LONERAGAN et DOVLING (1958, 221) et LOWTHER et LONERAGAN

(1968, 222) ont observé sur Trifolium subterranum que des concentrations

3 ++ A e . s .
croissances de Ca & (au-deld de 246 uM jusqu'a 720 plM) n'augmentaient
plus la croissance de la plante mais augmentaient le nombre de nodules,

Ce besoin de Ca n'est pas apparu dans nos expériences sur

Tréfle et Luzerne : nous n'avons pas cobservé de différences entre les



45

plantes cultivées sur milieu de RAGGIO et RAGGIO liquide, sur le méﬁa
milieu gélosé, sur le mEme milieuw 4 CaClZ, ou sur milieu de NICOL et
THORNTON. L'effet du calcium sur la nodulation des Lupin , Soja, Arachide
et Lotier n'a pu &tre testée, mais un effet défavorable du milieu de
NICOL et THORNTOH, trés riche en calcium, sur la croissance des Lupins,

2

a été noté, Par contre, les seuls nodules gque nous ayons obtenus sur
Sainfoin sont apparus en milieu de NICCL et THORNTON et il est possible

que la nodulation de cette plante trés nettement calcicole requiére

une concentration importante de calcium,

En conclusion, la méthode (culture en pot & transfusion de
250 ml sur sable ou vermiculite, avec la solution de RAGGIO et RAGGIO,
dans les conditions définies plus haut) utilisée avec succés pour
l'infection des Tréfles, Luzernes, Pois, Vesces et Haricots, ne convient

as pour ltinfection des Lupins, lLes quelques essals menés avec Soja
P q !

Arachide, Sainfoin, Lotler ont été également sans succés,

2.3, - EXAMEN DES CARACTERES BACTERIOLOGIQUES DES SOQUCHES

Parallélement aux essais de nodulation, les souches utilisées
ont été testées pour leurs caractéres morphologiques et biochimiques.
Ce travail a pour objet, d'unepart dedifférencier le genre Rhizobium
parmi les différentes espéces bactériemnes rencontrées lors de
1'isolement & partir des nodules et, d'autre part, de différencier les
souches de Rhizobium entre elles, en particulier de pouvoir identifier

a une souche sauvage les mutants qui en dérivent, m@me si ceux-ci ont



perdu leurs propriétés symbiotiques.

2.3.7. -~ METHODE
2.3.7.1. - MORPHOLOGIE
L'examen microscopique a lieu sur des cultures jeunes, aprés

fixation et coloration par la méthode de Gram.

2.3.1.2. — ASPECT DES COLONIES

Ltaspect des colonies est noté sur le milieu RC, dent dérivent

la plupart des milieux servant aux tests biochimiques :

- Milieu RC : Mg SO4, 7 H2O 0,2 g
HK2 PO4 0,5 g
Yeast Extract Difco 1
Eau distillée 1000 ml
PH 7,5

Le milieu est stérilisé 20 min & 121°C, puis additionné (5 p. 100) de

glucose & 20 p. 100 stérilisé séparément 15 min a 110°C.

2.3.1.3. — AERORIOSE
Le milieu (RC gélosé & 5 g/1) réparti en tubes de Félix,
stérilisé et maintenu a 44°C, est inoculé en masse., La lecture est

faite aprés 48 heures d'incubation & 30°C.



47

2.3.1.4. - ACIDE B-indolyl-acétique (AIA)

Le milieu suivant est stérilisé par filtration

Mg 804. 7 H20 0,2 g
HK2 PO4 0,5 g
NH 4 HOo 3 1 g
L-tryptophane 3 g
Glucose 10 g
Mélange V 20 md
Eau distillée 1000 ml
PH 7,5
Mélange V :
Thiamine 25 g
Riboflavine ' 500 mig
Pyridoxine 25 ng
Cyanocobal amine 250 mug par ml du mélange
Pantothénate de calcium 25 ug
Biotine 500 mug
Acide folique 2,5 1 |

Dose d'emplei : 2 p. 100 du mélange, stérilisé par filtration,

-

Le milieu réparti par 10 ml en tubes de 160 X 15, est
inoculé et incubé & 30°C en agitation. Quand la croissance maximum

est atteinte, la révélation a lieu avec les réactifs suivants :

1) recherche de 1l'indole :

- acide nitrique, nitreux

- réactif de Xovac's :

p. diméthylaminobenzaldéhyde 5 g ) mélanger & 60°C
Alcool amylique 75 ml) refroidir et ajouter :
HC1 concentré 25 ml

Ce réactif donne une coloration rose-mauve en présence d'indole,



2) Recherche de 1'AIA :
- A 8 ml de réactif de SALKOWSKI, amélioré par PILET (1957, 223)
ajouter 1 ml de culture et 1 ml d'éthancl, Une coloration rouge indique

la présence d'AIA,

2.3.1.5. = UTILISATION DES CITRATES

Le milieu suivant est réparti en tubes de 200 x 20 :

HZ(NH4)PO4 1 g

HK2 PO4 1 g

Mg S0,. 7H,0 0,2 g

Bleu de bromothymol 0,08g

Bacto agar Difco 15 g

Fau distillée 1000 ml
pH 6,8

Lprés autoclavage, ajouter :
~ 2 p. 100 du mélange V
- soit (citrate S):
pour 10 ml : 0,4 ml de citrate de sodium (trisodique) & 5 p. 100;
stérilisé par filtration (concentration finale 2 g par litre).
- soit (citrate C) :
pour 10 ml : 0,4 ml de solution de citrate de fer ammoniacal & 5 p. 100,
stérilisé par filtration (concentration finale 2 g par litre) et 0,1 ml
de solution de glucose & 1 p. 100 (concentration finale 0,1 g par litre).
Les tubes sont refroidis en longue tranche et inoculés en strie

avec le minimum de germes. Les tubes ayant viré du vert au bleu franc

aprés quatre jours a 30°C, sont notés i,
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2.3.1:6, ~ CYTOCHROME--OXYDASE

Nous avons utilisé le papier réactif Pathotec TMCO WARNER~

CHILLCOTT en nous conformant aux indications du fabricant.

2.3.1.7. - GELATINASE

Nous avons utilisé le milieu RC complété avec 4 p. 100 de
gélatine et stérilisé 15 min & 110°C. La présence de gélatinase se

traduit per une liquéfaction du milieu aprés incubation d'une & trois

semaines 4 20~25°C,

2.3.1.8, -~ MOBILITE

Le milieu (RC gélosé & 5 g par litre) réparti en tubes de
160 x 16, est inoculé par piglire centrale dans les 48 heures suivant

sa fabrication., La lecture est faite aprés 48 heures d'incubation & 30°C.

2.3.1.9. ~ REDUCTION DES NITRATES

Le milieu suilvant est stérilisé 15 min & 1217°C :

KNO3 1 g
K, PO, 0,5 g
Mg 804. 7H2O 0,2 g
Eau distillée 17000 mnml

pH 6,8



Aprés autoclavage, ajouter s

Mélange V 20 M/
Glucose & 20 p. 100 S0 m /A

Répartir en tubes de 160 %16, inoculer et incuber en agitation a 30¢9C.
Pour la révélation, ajouter :
1 ml d'acide sulfanilique (8 g pour 1000 ml d'acide acétique 5N)

1 ml d'o-naphtylemine (5 g pour 1000 ml d'acide acétique 5N)

~

Un virage au rose-rouge intense est noté 4.

Un virage au rouge-noir avec précipité noir est noté ++.

243.1.10. - OXYDATION-FERMENTATION

Le milieu RC est utilisé avec les suppléments suivants

Bleu de Bromothymol 0,03 g par litre
Bacto agar Difco 3 g par litre
PH 7,2

”

Aprés régénération (20 min au bain marie A 100°C) le glucose est ajouté
et aprés stabilisation de la température & 44°C, on inocule par piqlre
centrale, deux tubes par souche. Sur l'un des tubes, on coule 2 ml de

paraffine stérile,

2,3.7.11. - ROUGE CONGO
Le milieu RC avec les suppléments suivents

CaCO3 2 g par litre
Rouge Cango 0,259 par litre

Bacto agar Difco 15 g par litre
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est coulé en boltes de Pétri et incculé dans les 6 heures suivant sa
fabrication, Pour chaque souche on réalise un isolement, de facon a

obtenir des colonies séparées, On note, aprés six jours dlincubation &

~ d'une part la coloration des colonies : soit nulle a rosée, soit
rouge nette, soit grise & noire,

- dfautre part la diffusion dtacides auvtour des colonies, traduite
par uvn éclaircissement du milieu et un noircissement secondaire dls

a la destruction du carbonate de calcium,

2.3.1.12, —~ DEGRADATICN DES SUCRES

Le milieu suivent est stérilisé par filtration : (par litre)

Mgs0, . 7H,0 0,2 g

HK2 PO4 C,5 g

NH, NO, 1 g

Mélange V 20 ml

Rouge de phénol 0,049

Sucre 10 g
pH 7,2

Les sucres étudiés sont : glucose, mannose, mannitol, lactose, L'acidi-

fication du milieu notée 4+ se tradult par un virage du rouge au jaune
2

aprés incubation a 30°C en agitation.

2.3.1.13., ~ TEMPERATURE DE CROISSANCE

Ce test est fait sur milieu solide RC gélosé & 15 g par litre.

Aprés trois Jjours on note + une croissance & 37°C, comparable & celle
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obtenue dans le méme temps & 30°C.

20361014I - URE{@E

Le milien utilisé est celui de FERGUSON et HOOK stérilisé sur
filtre. On note 4+ le virage du jaune orangé au rose, d'une suspension
épaisse de la souche dans 2 ml de ce milieu, aprés 2 h, 18 h et 4 jours

d'incubation & 37°C.

2.3.2. - RESULTATS
La plupart des recherches de physiologie menées jusqu'ici pour

1'identification des Rhizobium ont visé & distinguer ceux~ci du genre

trés proche Agrobacterium. Ainsi HAMDI (19692, 224) propose un milieu

au Bleu de Nil pour la détection des Agrobacterium. HAHN (1956, 225)

propose un milieu au rouge congo pour l'identification de A, tumefaciens,

HOFER (1941, 226) propose des tests (brunissement d'uvn milieu au
glycérophosphate de calcium, production de HZS sur milieu de Z0O BELL,
utilisation de ltacide urique, croissance & pH 11—72) pour l'identifi-

cation de A, radiobacter, mais la réponse des Rhizobium & ces tests

n'est pas homogéne, BERNAERTS et DE LEY (1963, 227) ont proposé, pour

l'identification des Agrobacterium, de rechercher la production de
3-céto-lactose A partir du lactose, Toutefois, il existe des souches
de Rhizobium capables d'effectuer cette oxydation (DE LEY, BERNAERTS, RASSEL

et GUILMOT, 1966, 228)., Il existe également des Agrobacterium incapables




d'effectuer cette transformation (DE LEY et col., 1966, 229).
Ces recherches sont donc surtout utiles pour l'identification

des Agrobacterium. D'autres études ont eu pour but, sans succdés semble-

t-il, de mettre en relation le comportement symbiotique et une propriété
biochimique particuliére, comme la producticn de vitamine B12 { DAMERY
et ALEXANDER, 1969, 230), l'activité catalasique (ANDRIJENXO, 1967, 231)
ou la formation d'acide B-indolyl-acétique {CHEN, 1938, 232) (GRORGI

et BEGUIN, 1939, 233).

Certains auteurs ont enfin cherché & distinguer des groupes
physiologiques différents dans le genre Rhizobium, mais les caractéres
étudiés, comme la dégradation des sucres (MANNINGER, 1962, 234) ont
montré une trés grande variabilité et la classification qui pourrait
tre proposée dtaprés ces critéres, ne correspond ni a celle fondée sur
la spécificité d'hdte ou sur les réactions sérologiques, ni aux groupes
lysotypiques (STANIEWSKI, 1970, 235) ni & ceux qui sont basés sur
1l'homologie de DNA (DE LEY et col., 1965, 236 ; 1966, 237) (HEBERLEIN
et col., 1967, 238).

Par ailleurs, la complexité des milicux sélectifs (GRAHAM, 1969,
239) et la variabilité des réactions jusqu'ici proposées, ne permettent
pas actuellement de fonder valablement la détermination des Rhizobium
sur une autre méthode que la nodulation,

Nous avons donc cherché & utiliser, outre les caractéres trés
variables (sucres), pouvant servir uniquement au repérage des souches,
un ensemble de critéres auxquels la réponse des Rhizobium soit uniforme
(4 travers tout le genre ou pour certains groupes) et toujours différente

de celle, non seulement des Agrobacterium, mais aussi des autres genres

rencontrés fréquemment lors de 1l'isolement des Rhizobium des nodules,



C'est ainsi qu'aprés des réactions trés générales : Gram,
type respiratoire, température de croissance, mobilité, oxydation-
fermentation, nous avons étudié des réactions souvent utilisées en
détermination pour leur netteté : production d'uréase, gélatinase,
cyt. oxydase, catalase, utilisation des citrates, production de nitrites,
d'hydrogéne sulfuré, catabolisme du tryptophane.

Parmi les réactions de différenciation entre Agrobacterium et
g

Rhizobium, nous n'avons retenu que le test du rouge congo préconisé
par HAHN (1966, 240).

Des essais préliminaires, menés sur Rhizobium trifolii

(3 souches) et Rhizobium phaseoli (1 souche), ont montré que les

milieux habituels d'analyse bactériologique (Kligler, citrates Simmons
et Christensen, etc...) riéhes en peptone et NaCl, inhibaient la
croissance de nombreuses souches de Rhizobium. Pour obtenir une
croissance convenable, nous avons €té obligé de mettre au point un
milieu dont la source d'azote et de facteurs de croissance est
ltextrait de levure & 1 p. 1000 (milieu RC). L'addition d'autres
sources d'azote réduit toujours la croissance, comme on peut le

constater sur le tableau IV.



TABLEAU IV

TEMPS DE GENERATION, EN PHASE EXPONENTIELLE DE CROISSANCE, DE R, TRIFOLITI
ET R, PHASEQLI EN PRESENCE DE DIVERSES SOURCES D'AZOTE

RC ~ 4 a 5 heures
C + Casaminoacids (4 g par litre) (inhibition)
RC 4+ Néopeptone (4 g par litre) (inhibition)

RC + Extrait de viande de boeuf (4 g par litre){ (inhibition)

RC + Protéose peptone 3 (4 g par litre) (inhibition)
RC + Trypticase (4 g par litre) 7 & 8 heures
Nutrient broth + glucose (10 g par litre) (inhibition)

Cette observation ne s'applique pas aux souches de Luzerne, A
cause de cette inhibition nous avons été amené, pour permettre une bonne
croissance de toutes les souches, lors d'essais de détection d'HQS, a
réduire la concentration en protéines (4 g par litre de trypticase au
lieu de 15 & 20 g de peptone dans les milieux habituels). Toutefois, &
cette concentration, la quantité de soufre utilisable est trés réduite

et on obtient un virage en 24 heures avec Proteus hauseri, mais non en

dix jours avec Xanthomonas ou Agrobacterium,

Deux autres milieux ont été essayés pour lesquels les résultats

ont également été négatifs :



(1) (2)

Eau distillée 1000 ml 1000 ml
HK, PO, 0,5 ¢ 0,5 ¢
Mg SO4 7H20 0,2 g 0,2 g
Yeast extract Difco 1 g 1 g
Glucose 10 g 10 g
Bacto-peptone 3 g -

Trypticase 2 g -

Cystéine 0,5 g 0,149
Thiosulfate de Na 1T g 0,1 g
Sulfate ferreux 0,2 g -

Citrate ferrique ammoniacal - 0,5 g
Agar ' 5 g 5 g

Des essais de révélation par des paplers imprégnés de nitrate
de Pb ou de Bi, en remplacement de 1'addition de sulfaté ferreux ou de
citrate ferrique ammoniacal aux milieux de culture, ont €té également
nééatifs. Les résultats de ces tests n'ont donc pas été rapportés,

Par ailleurs, quelques souches sont prototrophes (T1S) mais
d'autres exigent des vitamines pour leur croissance en milieu minimum
(biotine, riboflavine et cobalamine pour la souche 1-99, biotine et
thiamine pour la M5S, biotine pour la plupart des autres souches).
Tous les milieux minimwun utilisés ont donc été complétés avec un
mélange de sept vitamines (mélange V) inspiré de LOCHHEAD et BURTON
(1957, 241) ; certaines souches étant inhibées par de fortes concentrations

en acide folique et riboflavine, celles-ci ont été réduites.
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~

Un des tests les plus intéressants est Ll'aptitude & former des
bactéroides en conditions artificelles. Nous l'avons pratiqué de la
maniére suivente :

Des cultures d'une semaine sur RC additionné de 2,5 p. 1000
dlextrait de levure sont examinées aprés coloration de Gram ; on note
la présence de formes anormales dites "bactéroides artificiels", semblables
aux bactérofdes présents dans les nodules. Leur aspect est variable et
consiste en boursouflures ou déformations (formes en X ou Y) et leur
taille est plus grande que celle des cellules normales, obtenues sur
milieu contenant 1 p. 1000 d'extrait de levure, Les bactéroides ont
généralement un aspect cloisonné dl & la présence de granules d'acide
poly-B~hydroxybutyrique ne prenant pas la fuschine (FORSTYTH et col.,
1958, 242) (photo 2 page 58).

Nous avons également obtenu la formation de bactéroides par

culture en présence d'alcaloides & forte concentration (quinine, sulfate;

strychnine, sulfate ; spartéine, sulfate, 10 mg/hl).

La graende majorité des souches étudiées sont aérobies, plus ou
moins strictes. Seules quelques unes sont aérobies facultatives (Erwinia,
P4S, etc...). En absence de glucose, la tension d'oxygdne nécessaire &
l'optimum de croissance diminue et la plupart des souches apparaissent
alors'microaérophiles.

La production d'ATA est sujette a d'assez grandes variations ;
cependant, une réaction faiblement positive reste facilement lisible,

Toutefois, comme certaines souches réduisent les nitrates en nitrites et
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que ceux-ci catalysent la destruction de 1'AIA (TONHAZY et PELCZAR,
1954, 243) le nitrate d'ammonium pourrait avantageusement &tre
remplacé par de l'extrait de levure, dans lequel nous n'avons pas
décelé d'AlA.

Par contre, la recherche de l'indole a partir du méme milieu
que 1'ATA ne peut &tre retenue, le réactif nitrigue-nitreux révélant
1'AIA comme 1'indole, D'autre part, avec le réactif de Kovac's, beaucoup
plus spécifique et sensible, les résultats obtenus ne sont pas interpré-
tables : certaines souches sont AIA', Indole’, d'autres AIA ~ INdole

P , . . -+ - . . .
et divers temoins Indole (Proteus morganil, E. coll) ont parfois donné

une réaction négative, ceci étant d0l apparemment & des déviations du
métabolisme provoquées par la concentration importante de tryptophane
employée, La recherche de 1l'indole devralt &tre pratiquée sur cau
peptonée, mais la plupart des souches sont incapables de se développer
sur un tel milieu,

L'utilisation des citrates donne lieu & une réaction trés nette,

- . . + .
positive avec Proteus hauseri (c1trate ). Certaines souches sont

capables d'utiliser le citrate en présence d'un peu de glucose, assurant un
début de croissance, mals presque toutes les souches produisant des
bactéroides sont incapables d'utiliser 1le citrate comme seule source
de carbone, a l'exception des souches V 13 5, X 10 8, X 26 5, X7 S et
X 18 s,

La recherche de l'activité de la cytochrome-oxydase et de la
catalase, ne montre aucune relation entre leur présence et la producticn

de bactérofdes ou 1la nodulation (souches T 1S, T 28, T7 S, T8 S et



T 31 S). D'autre part, 1'abondance de mucus g&ne souvent la lecture du
papier réactif pour la cytochrome-oxydase.

Dans nos essais, aucune des souches ayant produit des
bactéroides ou des nodules n'a provoqué la liquéfaction de la gélatine,
malgré une croissance abondante et une incubation portée A six semaines.

La réduction des nitrates en nitrites est variable a ltintérieur
du genre Rhizobium (T 1S, T7 S, T 8 S, T 31 S et 20-1) et n'est pas
liée & la production de bactéroides ; cette réaction peut conduire &
toutes les colorations intermédiaires entre le rose pdle et le rouge
avec précipité noir. Aucune scuche n'a 1libéré d'azote moléculaire.

Le milieu oxydation-fermentation utilisé est semblable & celudl
préconisé par HUGH et LEIFSON (1953, 244), mais dépourvu de protéines et
de NaCl. Toutes les souches ayant produit des bactéroides ont oxydé
ce milieu plus ou moins nettement, mais aucune ne 1'a fermenté,

Pour le test au rouge congo, l'addition de CaCO3, la nature
du sucre (glucose), sa concentration et la concentration dlextrait de
levure ont été modifiées par rapport aux propO sitions de HAHN (1966,
245), La production d'acides, parfois abondante (souches de Luzerne)
peut ainsi 8tre décelée par l'apparition d'un halo clair autour des
colonies, Cette production n'est pas en relation avec celle de bactéroides
ni avec la nodulation.

Liée a la production d'acides, une coloration grise ou noire

peut apparaftre chez les souches muqueuses, Par contre, chez Agrobacterium

tumefacicens, apparait sans production d'acide, une coloration rouge trés

nette, absente chez Agrobacterium radiobacter,

La production dlacides a partir des sucres apparait trés

variable, confirmant les résultats de MANNINGER (1952, 245). Aucun



regrovpement entre souches ne nous semble possible, d'autant que les
réactions sont généralement pew franches.

La dégradation du mannitol, étudiée en milieu synthétique, ne
permet pas de retrouver la distinction de NORRIS (1965, 247) entre
Rhizobium ecidifiants et alcalinisants.
bactéroides possédent une uréase, apparaissant parfois tardivement,
mais aucune souche restée urée  aprés six jours, n'a donné de bactéroides,
Les résultats des tests d'inoculation et des tests biochimiques et

physiologiques sont consignés dans le tableau V.



TABLEAT V

CARACTERISTIQUES FORPHOLOGIQUES, PHYSIOLOGIOUES EY BIOCHIMIQUES
DES SOUCHES

Légende

Mucus @ C coulant

++ trés mugueux, non coulant

+ migueux

S non mugueuvx, type smooth

R non pugueux, type rough
Counleur : i sans couleur

b blanc

J Jjaune

or orangé

Transparence: ir irigsé
op  opaque
t1l translucide
tp transparent
br  bruan par transparence

Rouge Congo : C coloration
R rouge
G gris
N noir
0 sans coloration
A Acide
0 pas dlacide libéré
+ diffusion d'acide limitée aux colonies
++ diffusion dans toute la boite

Aérobiose : Ae  Aérovie
Af Lérobie facultatif

Culture & 37°C + croissance nette, comparable & celle obtenue & 30°C
Uréase +++ positif aprés 2 heures

—++ positif aprés 18 heures
——+ positif aprés 4 jours
—— négatil aprés 6 jours

Hugh et Leifson modifié :

(H.-L. m.) A alcalinisant
0 oxydant
N inerte
F  fermentant




Légende {suite)

Sucres G glucose
m mannitol
jut mannose
L Lactose
+ virage (acidification)
() réaction peu nette.

Origine

e T souches provenant du méme nodule

souches provenant de la méme plante

Nodulation : Tr-Tp : Trifolium repens L. et Trifolium pratense I.

( en tubes et en pots ; milleu : RAGCIO & RAGCIO )

B2
wm

Medicago sativa L. ( mémes techniques)

Pisum gativum L.

o
<
0
..

=
m
2

Faba vulgaris loench. p{en pots ; milieu : RAGCTO

el
<

S Ln

Phaseolus vuly
Sl

=<
jo2]

Onobrychis sativa Lam. ( en pot, milieuw : NICOL &
THORNTON )

nodulation efficiente.

X ¢ nodulation inefficiente.

- ¢ pas de nodulation.

+= résultas variables selon la variété végétale.

+

e

Sroupes
physiologiques : I Rhizobium certain.
IT Rhizobium trés probable.
III indéterminé.
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Au cours de l'isolement des souches, nous avons éliminé tous
les cocciformes et batonnets retenant la coloration de Gram, De tels

. + .
bacilles Gram ', sporulés sont trés fréquents daens les nodules de

Sarothammus scoparius,

Nous n'avons généralement retenu qu'une souche par nodule
(souche unique ou nettement majoritaire). Quand plusieurs souches ont

7

¢ isolées d'un mlme nodule en quantité comparable, toutes ont été

N
pus

étudides, Ainsi, proviennent d'un seul nodule :
X388 et X 3 N1
X458 et X58
K305, X325 et X 3368

X 53 5 et X 5485

Les souches (T) isolées de Tréfles sont toutes semblables,
8 ont été examinées pour leurs caractéres physiologiques. Sur les 34
p giq
qui ont été isolées, toutes celles qui ont été testées (T 1 S & T 24 S,

T 30 S et T 31 S) provoquent l'apparition de nodules sur Trifolium pratense

et Trifolium repens. Les six isolées de Pisum sativum, Vicia sativa et

Vicia faba (L 154aL 6 s) provoquent 1la nodulation de leur hBte et ont
été étudiées pour leur physiologie. Les 5 souches isolées de Luzernes

(M 254a&M6 S) et la souche 20~-1 (non muqueuse) aimablement fournie par
HEUMANN <*> ont été &tudiées pour leur physiolsgie. Toutes nodulent sauf

la M 5 S (non rugueuse),

(#) + Pr. Dr. W. HEUMANN, Instittit fur Mikrobiologie
der Universitat ERLANGEN-NURNBERG. 852 Erlangen, Friedrichstrafe 33
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Sur les 8 souches isolées de haricots, deux ne nodulent pas
et leurs colonies différent des autres. Toutes ont été examinées par
les tests physiologiques.

Parmi les 55 souches isolées de Lupin, contrairement aux plantes
précédentes, nous avons observé une grande variété dans l'aspect des
colonies, Les nodules, pérennes, de ces plantes vivaces semblent pouvoir
€tre envahis par des microorganismes étrangers et ltidentification des
Rhizobium parmi ceux-ci peut 8tre difficile. 27 de ces souches représentant
toutes les souches & colonies différentes et la souche 1-99, fournie
par HEUMANN, ont été testées pour leurs caractéres physiologiques. La
souche 1-99 ne forme pas de nodules (HEUMANN, communication personnelle).
Les propriétés symbiotiques des 27 autres souches n'ont pas été testées,

Nous avons également inclus dans Jes tests de physiologie, 19
souches isolées de plantes diverses., Seule une souche de Sainfoin (7 159)
a été testée sur la plante d'origine et a provoqué 1'apparition de nodules
(sur 1 des 3 plantes inoculées). Pour les autres souches testées sur

leur plante hdte (X 1 § sur Lotus corniculatus, V 2 § et V 13 § sur

Arachis hypogea) le défaut de nodulation peut venir des conditions

de culture aussi bien que des souches. Les 19 souches "diverses' ont
été passées sur Tréfle, Luzerne, Pois et Haricot, Deux souches (X 9 S et X21 S)
ont formé des nodules sur Haricot. Les souches utilisées comme témoins

dans les tests physiologiques sont :



CRIGINE
Agrobacterium tumefaciens BS Institut Pasteur de Paris
Agrobacterium radiobacter Mile XURKDJAN (%)
Arthrobacter sp. BLONDEAU (%x)

Chromobacterium sp.

Collection de 1'Institut Pasteur
de Lille

(22

Pseudomonas fluorescens

Frwinia phytovora )

I.N.R.A.

N

Xanthomonas phaseoli

Achromobacter sp.

Isolés au laboratoire

Azotobacter sp,

Y

Une des 75 souches étudiées pourrall appartenir & un des
genres pris comme témoins, T1 stagit de la K 38 S qui présente quelque
similitude avec Xanthomonas.

Parmi les 74 autres souches ne s'identifiant & aucune des
espéces témoins, nous avons cherché a regrouper celles qui présentent
les mémes caractéres. Etant données les modalités d'isolement utilisées,
le groupe le plus important doit vraisemblablement correspondre au
genre Rhizobium, surtout si dans ce groupe certains cl®nes sont capables
de provoquer in vitro la nodulation,

On constate que les 8 souches isolées de Trifolium (sur 8), les

& souches isolées de Pisum et Vicia (sur 6), 5 des 6 souches de Medicago,

6 des 8 isolées de Pnaseolus, 11 des 28 de Lupinus, les 2 de Onobrychis

et 5 des 15 isolées de plantes diverses, forment un groupe de 43 souches,

trés homogéne pour les caractéres suivants (groupe I) H

(*)  Service de Photomicrographie ct Oncologie Végétale, Institut Pasteur
de Paris.
(%%) Biologie Végétale, Université de Lille I



- Groupe T :
Mobilité (+), Gélatinase (-), ATIA (+), Aérobiose (férobies),
Uréase (+), Citrate S (-), Rouge Congo (défaut de coloration rouge)
et température (défaut de croissance & 37°C, sauf pour les souches de

Luzerne).

- Groupe IT :
I1 est formé de § souches (K 10 8, X 26 S, X 50 8, X7 S, X 18 S,
V135S, X9 S, X218) qui présentent les mémes caractéres que le
groupe I, mais sont citrate (+).

Ces souches sont trés proches d'Agrobacterium radiobacter,

S
i

celle d'Arachide (V 13 5) étant méme capable de croltre & 37°C,
fait compréhensible d'aprés son origine. Mais toutes les souches de

ce groupe se distinguent d'Agrobacterium radiobacter par leur

A

comportement sur milieu au Rouge (Congo, leur aptitude a dégrader les
g g0, i g

sucres avec production d'acide ou d'autres caractéres bicchimiques ou,
pour la plupart d'entre elles, par leur capacité de produire des
bactéroides en conditions artificielles.

Nous proposons donc de réunir les groupes I et II en un seul,

plutdt que de rattacher les 6 souches citrate (+) & 1l'espéce Agrobacterium

radiobacter, malgré tout différente et dont nous n'avons méme pas isolé
une souche typique dans les nodules,

Il est intéressant de noter que les 51 souches des groupes I
et II, identiques pour 7 caractéres (citrate S exclus) constituent le
groupe le plus nombreux, forment des colonies d'aspect semblable,

s

généralement trés muqueuses a coulantes et non pigmentées, Elles ont
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en outre le méme aspect microscopique et forment généralement des
bactéroides en conditions aritificelles, Enfin, les souches qui ont
provoqué la formation de nodules se trouvent toutes dans ce groupe,

Pour deux caractéres, les résultats obtenus ne concordent
pas avec les observations d'autres auteurs : KERN (1965b,248)'cite en
effet une souche capable dans certaines conditions, de liquéfier la
gélatine ; SEN et col. (1969, 2439) en citent trois. Par ailleurs, alors
que nous observons des souches (8 sur 51) capabies dfutiliser le citrate
comme seule source carbone, KLECZKOWSKA et col. (1968, 250) n'en

2

observent pas., Néanmoins, nous classons les souches du groupe 1 dans

les Rhizobium certains et celles du groupe II dans les Rhizobium
trés probables,

La comparaison des souches des groupes I et IT montre qufil
n'y a pas homogénéité pour la dégradation des guatre sucres étudiés,
par groupe de plantes d’crigine. Le petit nombre de souches exanminées
dans chague groupe ne permet pas de faire de rapprochement d'aprés les
autres caractéres secondaires, On peut noter toutefois que le groupe (M)
des souches isolées de Luzerne (M 2 S, M 3 S, M4 S et 20-1) est assez
différent des autres : croissance possible & 37°C, réaction rapide au
test uréase, forte acidification du milieu au rouge congo, présence
d'une catalase, Cette différence se retrouve dans l'aspect des colonies,
dont le mucus est trés abondant, fluide et translucide.

Les groupes (T, L, P et J) ne se distinguent ni par des
caractéres biochimiques, ni par l'aspect des colonies. Ces groupes et

le groupe M, trés homogéne$§, correspondent aux Rhizobium & croissance
) ] ] frekistobadvod e

rapide, c'est & dire aux espéces Rhizebium leguminosarum et R. meliloti

proposés par DE LEY et RASSEL (1965, 251), GRAHAM (1964, 252), MOFFLET

et COLWELL (1958, 253), HEBERLEIN et col. (19567, 254).



Les souches des groupes I et II, provenant de Lupin, Arachide
et autres plantes, forment un groupe moins homogéne, comprenant tous les
citrate (+). Egalement la présence de souches & croissance lente, nettement

alcalinisantes, permet de penser que ce groupe correspond, au moins en

partie, aux espéces : Rhizobium japonicum (DE LEY, RASSEL, 1965, 255)

(HEBERLEIN et col., 1957, 256) alias Phyvtomyxa japonica (GRAHAM, 1964, 257)

(MOFFLET et COLWELL, 1968, 258).
On peut observer également qu'aucune des socuches isolées des
nodules et appartenant au groupe I ou II n'est pigmentée ou non mugqueuse

et qu'un méme nodule n'en a jamais fourni plus dlune.

~ Enfin un groupe IIT :

I1 comprend les 24 autres souches, presque toutes différenteé
entre elles et toujours différentes des souches des groupes Iet I1 par
plusieurs caractéres biochimiques et par leur aspect microscopique,
AUcune souche de ce groupe ne forme de bactéroides ou n'a provogqué la
Formation de nodules, Néanmoins, comme certaines étaient seules présentes
et en grande quahtité dans wn (P 4 S, X 12 S) ou plusieurs nodules
(x7 Set X 30 S) et gque notre étude ne permet pas de leur donner de

nom, il nous est impossible de les exclure formellement du genre Rhizobium.

2.4, - CONCLUSION

En conclusion, les résultats des tests d'infection nous ont
permis de mettre au point une technique valable pour les Tréfle, Luzerne,

Pois, Vesce et Haricot. Cette technique ne convient pas pour les essals
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avec Lupin, Ces résultats nous ont également permis de confirmer l'identité
de la plupart des souches isolées,

Les résultats des tests biochimiques et physiologiques nous
ont fourni le moyen de reconnaitre les Rhizoblum sans avoir recours
aux tests dl'infection et le moyen de différencier les souches les unes
des autres, Par contre,; avcun regroupement par plante d'origine (Sauf
peut €tre pour les souches de Luzerne) n'a été possible,

Enfin, la comparaison des résultats des tests biochimiques et
physiologiques et des résultats des tests d'infection ne permet de
nettre en évidence aucune relation entre une aptitude symbictique et
un. autre caractére naturel, C'est pourquoil nous avons entrepris de
provoguer par mutation des différences -~ artificelles - entre clbnes

et d'étudier l'effet de ces mutations sur les propriétés symbiotiques,
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3. CHAPITRE 3

Les expériences d'obtention de mutants supposent la commalssance
d'un certain nombre de propriétés physioclogiques dont 1'étude fait l'obiet
de ce chapitre,

En particulier la composition du milieu complet et les coaditions
de culture deivent €tre adaptées aux souches utilisées et permettre une
croissance abondante et rapide.

Liobtention de mutants a déficicnces métaboliques exige la
mise aw point d'un milieu synthétique, assurant également une bonne
croissance,. Ceci suppose la connaissance des exigences en facteurs

de croissance de chaque souche,

T

{

Enfin, pour réaliser les expériences de génétique, 11 faut
connaitre la vitesse de croissance des souches sur les différents

milieux et la correspondance entre la densité de germes et la densité

optique des cultures,

3.7.~ ENTRETIEN DES SOUCHES

Toutes les souches sont maintenues & - 20°C en milieu complet RC
(page 46 ), additionné de 50 p. 100 de glycérol stérile dés que la

croissance maximin est atteinte (QUADLING; 1950, 259).
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A partir de ces cultures congelées, des repiquages sont
effectués sur milieu solide complet, en tubes inclinés qui sont
maintenus au réfrigérateur & + 4°C et utilisés pour les expériences,
En outre, chaque souche est maintenue cn suspension dans de la gélose
pure & 7,5 p. 1000, en ampoule scellée, au réfrigérateur. Ce moyen
doit permettre une conservation de deux années (HEUMANN, communication

personnelle),

3.2. - MILIEU CCHPLET

3.2.1. = INFLUEHCE DES SELS MINERAUX

Un grend nombre de milieux ont été proposés pour la culture
des Rhizobium, Le plus souvent le milieu suivant ou un milieu analogue

est utilisé (g/1) (LAIRD, 1932, 260).

Hilieuv YM @ Mg S0, 7H2O 0,2
HK2 PO4 0,5
NaCl 0,2
CaCO3 7 0,5
Mannitol 10
Extrait de levure 1

La croissance obtenue sur ce milieu est représentée sur la figure 3, page 73
Une croissance identique a été obtenue sur le méme milieu sans
NaCl, avec la souche T 1 S.
La présence de calcium dans ce milieu entrafne la formationm,
lors de l'autoclavage, d'un précipité de phosphates de calcium, qui

nuit aux lectures de densité optique. Aussi avons-nous supprimé le
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2

carbonate de calcium de ce milieu. La croissance ainsi obtenue a &té
identique 4 celle obterue sur le milieu de départ (figure 3). Ceci
confirme les travaux de NORRIS (1958a,2561) selon lesquels les Rhizobiunm
exigent du magnésium, mais pas de calcium. VINCENT (1962b, 262) a, par
contre obtenu une croissence plus grande con présence de calcium. Toutefois,
les observations répétées de certains auteurs : Mc CALLA (1937, 253),
LONERAGAN et DOWLING (1958, 264), LOWTHER ct LOWERAGAN (1968, 255)
selon lesquels certains Rhizobium, cultivés en présence de catt frorment
plus de nodules que ceux cultivés sans Ca++, permettent de penser que,
pour certaines souches, le milieu ol sont cultivés les germes destinés
4 inoculer des plantes, doit contenir du ca'’,

Mc CALLA a également observé que pour des Rhizobium de Soja
et Luzerne, cultivés sans calcium (et aussi sans magnésium) 1'aspect
des colonies et la stabilité des propriétés symbiotiques pouvaient
varier, En deux ans, nous n'avons jamais observé de telles variations
bien que nos milieux soient dépourvus de catt (mais bien pourvus en
}@++). Par contre, 1l'absence de NaCl, favorable dans le cas des souches
de Tréfle, est peut &tre légérement nuisible aux souches de]Luzerne
(figure 8 ‘ page 82 )f

L'addition d'oligo-éléments (solutidn de HELLER) indispensables
pour la nodulation (Molybdéne en particulier) n'a aucun effet sur la
croissance en culture pure, l'extrait de levure et les impuretés
contenues dans les sels minéraux utilisés, suffisant probablement aux

besoins en oligo-&léments.
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3.2.2. ~ INFLUENCE DE LA SOURCE DF

Il est généralement admis que le mannitol constitue la source

de carbone la plus convenable pour l'isolement des Rhizobium parce qu'elle

est la plus»sélective (GRATIAM, 1939, 266) et que tous les Rhizobium a
croissance lente et a croissance rapide l'utilisent facilement, Néanmoins,
elle ne constitue la meilleure gsource de carbone pour aucun de ces deux
groupes, les pentoses étant les sucres les mieux utilisés par les Rhizobiun
A croissance lente et le glucose convenant le mieux aux Rhizobiwn & crois-
sance rapide (GOSTKOUSKA, 1966, 257).

Toutes les souches (sauf celles de Lupin) que nous avons
utilisées dans la suite de nos expériences eppartiennent au groupe a
croissance rapide, Hous avons donc remplacé dans le milieu précédent,
le nmannitol par du glucose. Ltaugmentation de croissance chtenue pour
les souches de Tré&fle est portée sur la figure 3 page 73.

Le milieu YH, sans NaCl ni Ca 033, avec glucose, a été utilisé

dans toutes les expériences qui suivent., Sa composition est donc (en g/i):

Milieu RC : g SO4¢ 7H20 0,2
e
LAZ PO4 g,5
Yeast Extract Difco 1
Glucose 10

pH aprés autoclavage : 7,2 environ

3.2.3. ~ INFLUEHNCE DE LA TEVPERATURE BT DE L'AERATION

3.2.3.1. - TEMPERATURE
Les Rhizobium de Haricot, Pois, Vesce, Féve, Tréfle, Sainfoin,

Lupin, sont incapables de croftre & 37°C. Seuls ceux de Luzerne. le
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peuvent, La vitesse de croissance augmente avec la température, mais
a 31-32°C les souches de Tréfle ne croissent plus,., Dans toutes les
expériences qui suivent, sauf indication contraire, la température

’

d'incubation a donc été de 30°C.

3.2.3.2. ~ AORATION

L'influence de l'aération des milieux liquides a été testée
en erlens de 300 ml, contenant 100 ml de milieu. Les résultats pour
deux souches de Tréfle (T 1 S et T 19 S) sont portés sur la Pigure 4,

page 75.

3.3. — CROISSANCE SUR MILIEU COMPLET, RELATION AVEC LA DEUSITE OPTIQUE

Dans les expériences suivantes, toutes les cultures ont donc
eu lieu dans les conditions suivantes :
Milieu RC (100 ml en erlen de 300 ml)
Température : 30°C
Agitation : 100 aller-retour par min,
amplitude : 5 cm
Mesures de Densité optique (DO) & 600 nm exprindes en

centiémes d'unité (0 & 200) (Spectrophotométre

JEAN & CONSTANT)
Dans ces conditions, la croissance pour T 1 S (Tréfle) et M 5 N 1 (Luzerne)

sont les suivantes (figure 5 page 77). On observe générelement :
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CROISSANCE DE RHIZOBIUM TRIFOLIT (T1%) ET RHIZOBIUNM
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1) Un temps de latence plus long (méme & inoculum égal) pour les
souches de Tréfle (24 h environ pour une culture diluée au 1/WOO°) que

pour les souches de Luzerne.

-

2) Une phase exponentielle avec un temps de génération plus faible

Toutes les souches de Luzerne ont un temps de générakion plus
faible que les souches de Tréfle, Pois, Vesce, Féve et Haricot,

Dans la plupart des cultures, il apparalt en fin de croissance
exponentielle, des grumeaux de plus en plus importants qui gé&nent les
mesures de DO. |

Une correspondence a été établie entre la DO et le nombre
de germes par ml, eux différents stades de la croissance (figure 6 page79).
La technique de numération est la sulvante :

Dilutions successives : au 1/10 (0,5 ml dans 4,5 ml)
Milieu : base pour RC (RC sans glucose) ou
base pour R (R sans glucose, milieu synthétique)

Etalements : 0,71 ml par bolte de milieu RC gélosé & 15 g/i
s I g/ 4,

’ A

étalé & 1'étaleur coudé,

3.4. - SCURCES ET TAUX D'AZOTE

Dens l'espoir d'augmenter la vitesse de croissance, 1l'influence
du taux d'extrait de levure sur la croissance en milieu liquide, de la
souche T 1 8, a été étudiée (figure 7 page 80). La croissance optimum a

été obtenue avec 1 g/1 d'extrait de levure., A la dose de 4 g/1, il y a

induction de bactérofdes artificiels, mais la croissance est inhibée,
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Ceci confirme l'opinion de ALMON (1933, 2568) selon laguelle les
bactéroideé seraient incapables de se diviser,

Llextrait de levure est une source d'azote, mels aussi de
vitamines (1OO'Y de thiamine par gramme). Or, certains auteurs ont
observé que des concentrations Elevies de thiamine induisaient la
formation dé bactéroides (WAUNDORF et NILSSON, 1943, 259).

Pour augmenter le taux d'azote sans augmenter celul des
vitamines, nous avons cssayé d'ajouter au milieu RC des "vitamin-free
Casamino-acids" (Difco)., Cette addition devait aussi permettre l'entretien
de mutants exigeants en acides aminés,

Les résultats obtenus pour T 1 S et M 5 N 1 sont portés sur
la figure 8 page 82. Unc dose de 4 g/ﬁ de Casamino-acids permet une
augmentation nette de la croissance de M 5 11 1 ; une dose de 10 g/i
est inutile, Par contre, pour la souche T 1 S, il y a inhibition
totale de la croissance & 4 g/1 de Casanmino-acids., L'inhibition est
presque négligeable & 0,5 g/1.

La méme inkibition, & 4 g/1, sur milieu RC gélosé, a été notée
pour toutes les souches de Treéfle sauf une, Elle n'existe pas pour les
souches de Luzerne et certaines zouches de Lupin (K 18 X285, X385,

K5 S) et de Haricot (P 2 S, P 3 8).

Pour d'autres souches de Haricot (P 5 S, P7 S, P 8 S), certaines
de Lupin (K 6 S, X 8 ), celle de Pois, Vesce, Féve et pour une souche de
Tréfle (T 30 S) quelques colonies & aspect normal ont apparu, tardivement,
sur ce milieu,

Comme l'effet inhibiteur du chlorure de sodium dans des

milieux de culture pour Entercbactéries, avait déja €té observé sur les



T1S

EC

FIGURE &

et s 82

INFLUENCE DE L'HYDROLYSAT DB CASEINE EY D SES COMPOSANTS

SUR LA CROISSAKCE D RHIZORIUN TRIFOLIX (T1S) I RHIZOBIUNM MELILOTI (ms5N1)

CA

» MEN1

QRS
RC : ¥Milieu complet
Suppléments au milien RC : A4 mélange d'acides aminés.
CA («..) : Vitamin-free Casamino-icids Difco

/4
_ o o (g/ 1)
Voir composition des milieux dans le texte.

T

0]

o

o foq
N
J] f‘}?
e T

KC!
CA(4)

W
~

o

~—r

v i
3 3
1y
o =
o] <
= g i
&
£
w:

36

AA
NaCl

AA

CA CA

HO)#4}

D.0. (600nm)

A

NaCl

/

RC

150 ¢

® b

o \‘L'L/
8 W '\_/l ©
o



(s
e

1, nous avons cherché a savoir si 1'inhibition de croissance de

42}

Rhizobium de Tréfle était due & la présence de Nall dans les Casamino-
acids qui en contiennent en effet 40 p. 100, provenant de la neutralisation

per la soude de l'acide chlorhydrique servant & l'hydrolyse de la

caséine.

[¢p

L'effet de différentes doses de NaCl sur la croissence de T 1

est porté sur la figure 9 page 84.

g

la dose de 1,6 g/i soit ltéquivalent du NaCl présent dans

4 g/1 de Casamino-acids, la croissance de T 1 S est inhibée. Dane une

o
<y
—_

méme expérience nous avons testé pour les souches T 1 S et M 5
llteffet

- du Wacl (1,5 g/1)

- de 1'ion Ha' sous forme Na,50, (1,94 g/1)
< T

- de l'ion (1 = sous forme XC1 (2,04 g/1)

/- . . s S
d'un mélange dlacides aminés, avec et sans Hall (1,6 g/l)

[y
]
[&]

témoins étaient : Milieu RC
1

Milieu RC + Casamino-acids (4 et 10 g/1 pour ¥ 5 N 1
/
i

(0,5 et 4 g/i pour T
Le mélange d'acides aminés utilisé est composé de la fagon suivante

(BBL, 1958, 270) :

L. A&rg 0,050 g/i
L. Asp 0, 165
L. Cys 0,015
Gly 0,045
L. Glu 0,640
L. His 0,035
L. Ileu 0,125
L. Leu 0,155
L. Lys 0, 145
L. Mt 03075
L. Pha 0,035
L. Pro 0,180
L. Thr 0, 110
L. Tyr 0,140
L. val 0,180

72,105 g/
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INFLUENCE DE LA CORCEFTRATION DE CHLORURE DE SODIUM SUR LA CROISSANGE

DF RILLZOBIUHM TRIFOLIT (118)

Milieu ¢ RC

D.0. (600 nm)
AN
200 ¢

150

100 |

S50

19/1

/.«——"_,_,.“"T::"‘

—— 63/1
e /
::::::”’ ' 5q/i
0 . ey oy g ~

Temps
0 24 48 e

N hevres)




<o
A

Avec ce mélange riche en acide glutamique, le milieuw RC a2 un pH de
]
5¢1. 11 a &té ajusté & 7,2 avec de la petasse,

On vérifie sur la figure 8(page 82) que 1,5 g/i NaCl inhibe

D'adtre part, & partir de la souche T 1 3, il ecst possible
d'obtenir des clfnes résistants & 2 c/ﬁ NeCl et la croissance de ces
cldnes n'est pas inhibée par 4 g/l de Casamino-acids. Pour la scuche
T 1 8 la présence de XCl est auszi nocive que celle de HaCl,

En conclusion, il semble donc que 1l'inhibition de croissance

s,

de la souche T 1 S par les casamino-acids est due & 1¢

cu

présence de NaCl
(40 p. 100) dens cette préparation, et que ce soit 1'ion Cl ~ qui soit
toxique.

e T 1 S obtenue en présence

fant

Néanmoins, la croissance de la souc
de Na,. SO, n'est pas optirum {(figure 8 page 82), En outre, le mélange
? 4 N b H I
dtacides eminés utilisé, bien que favorable pour la souche de Luzerne
H q H
déprime la croissance de celle de Tréfle, L'ion C1 ntest donc pas

seul responsable de 1'inhibition par les casamino~-acids, de la croissance

de Rhizobium trifolii.

LLONGLEY et col.(1937, 271) et SCHVINGHAMER (1960, 272) ont
d'ailleurs observé un effet toxique de certains acides aminés (glycocolle,
cystéine) sur la croissance de souches de Tréfle,

D'autres préperations protéiques ont été testées sur R, trifolii
(T 18) et R meliloti (20-1). Les résultats obtenus sont figurés sur
la figure 10 page 85 ; il apparait que certaines préparatioans (protéose -
peptone n°3, néopeptone) inhibent la croissance des deux souches,

L'extrait de viande de boeuf inhibe seulement R, trifolii (T 1 8).

Cette action s'expligue par la richesse de ce produit en NaCl.
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D.0.
(600nm)

A ,
2001 : - M RC + Trypticase

100

N -
200 ~ RC + !4 T RC + I"Zéop{;‘;p"go“e

Phytone

100 ¢ ' ~

¥

/
200

RC 4 Protéose— o RC + Extrait

Peptone N° 3 M de Viande de Boeuf

100 } -

Temps

jﬂ /// - T (heures)
J———— o™

0 e . : NMWWM:L‘;- e T 2 : 5 Lol

0 24 48 72 0 24 48 79"
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kTTypticase et Phytone n'inbibent avcune des dews souches,
La croissance de T 1 S est méme acerue en présence de phytone, Or la
trypticase est, cormme les casamino- acids, un hydrolysat de ;aséine
(rableau VI). Toutefois, comme ce prodult provient d'une hydrolyse
enzymatique, il est pauvre en NaCl, ce qui explique Son manque de
toxicité, Par contre, un autre hy ~olysat (pancréatique) de caséine

(b“htO“LI'pLOﬂﬁ) inhibe la souche T 1 3,

TABLEAU VI

NATURE ET COLPOSITION DES PREPARATIONS PROTEIQUES

S g . . LT P S £ 0 1 150 AR S

Fabri- Yom ! Nature Agent % 1 %
cent R . e dthydrolyse | total NaCl
|
BD Trypticase Hydrolysat de trypsine 11 0,5
caséine

BD Phytone Hydrolysat de papaine g 4,4
protéines de Soja

Difco Bacto-Trypt. Hydrolysat de pancréatine 1
caséine

W
w

pbifco Casamino-acids Hydrolysat de liC 7 38
caséine

Difco Bacto peptone - - 15 1,35

Difco Protéogse " - ‘ - 14 7

Difco Yeast extract : levure chaleur 10 0,5

Difco Neopeptone - enzyme 14 1,3

Difco Extrait V.Boeuf miscle HCL
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3.5.1. ~ SOURCH D' AZOTE

Dans le milieu RC, l'extrait de levure contient des acides

vurigues et pyrimidiques ¢t des vitamines. Pour permettre
dtétudier les exigences métaboliques de mutants, nous avons remplacé
lltextrait de levure par une souvrce d'azote de nature connue, Les

Rhizobium étant réputlés incapables de réduire les nitrates au-dela

J‘)

des nitrites, 1'étude & portd sur les sels dlemmonium. Des essa
¥ B3

préliminaires, sur milieu gélosé ont montré néanmoins une croissance

plus forte avec le nitrate qutavec les sulfate et carbonate d'ammonium,

vprée et glutamate de codium,

Les résultats obtenus en milieu liquide, avec des cultures
de R. en vitamines, sont portés sur la figure XI

page 89. Les concentrations de nitrate dfammonium sont 0,5, 1 @t‘4'g/1.

Les vitamines ajoutées sont (LO”IHiiD et BURTDN, 1957, 273)

Thiamine 0,5 y/%ﬂ
Panthoténate de Ca 0,5 Y/ﬁl
Biotine 1T my/ml
Ac. folique 0,1 v/ml
Riboflavine 0,5 y/hl
Pyridoxamine-2 ICL 0,1 vy/ml
Pyridoxal~HCl 0,5 v/ml
p—amino-benzoique 0,5 y/hl
Ac. nicotinique 0,5 y/hl
Choline Cl 20 y/ml
m-Inositol 50 vy/ml

Cyeanocobalamine 2 my/hl



POLIT (T148, 7S, TISS, T245) SUR

RILLEU COMPLED (RC), MILINU SYNIRETIQUE AVEC (R Vit) BP SANS (R)

VITAMINES.

Concentration de nitrate d'ammonium en milien 4 g/l mm——
synthétique : 1 g/l ————
) -
RC 0,5g/1 e
P

D.0.
(600nm)
A

N
T245 T19s

150

]

100

50

¥

Temps
(Heures)

0 i ‘ ek, - £ I
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o

I1 apparait d'eprés ces résultats que les 4 souches de

R. trifoliil sont capables de pousser sans vitamines, mais qu'en leur

présence la croissance est nettement augmontée,

Par repiquages successifs sur miliew minimun sans vitamines,

il est poss Jllc de perpétuer indéfiniment les souches de Tréfle. La
croissance est améliorée au cours des repiguages successifs mais
n'atteint pas (aprds 10 repiquages) celle obtenue avec l'extrailt

de levure,.

I1 semble donc, au moins pour les souches de Tréfles, que la
synthése de tous les facteurs nécessaires & la croissance soit
possible, mais que certains de ces facteurs soient synthétisés en
quaentité insuffisante pour une croissence optimum, Ceci géne
considérablement 1'¢tude des exigences en vitamine

Sur la figure 11 on peut observer également que la concentration
de 1 g/i de nitrate d'ammonium est plus favorable que 0,5 ou 4 g/i.

Le milieu synthétique utilisé dans toutes les expériences qui

. . . .. . / fo
svivent (milieu R) & donc la composition suivante (g/1) :

giligu”R_: lg SO /H O 0,2 g
HK2 PO4 0,5

‘ D¢ 1
HH4 \)3 .

Glucose 0 g
La nature et les proportions des vitamines ajoutées a ce milieu varient

avec les souches,
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Hous avons obtenu une trés borne croissance de cette souche
e 1 2% Tty enl i de 2 3 oy 1y 119 Yr o " 2 pT A
sur milicu minipum solide, avec le mélenge de vitamines sulvant, modifié

de LupErBEre (19

B1 Thiamine 5y

Pa Panthoténate 0,5y

13 Y O T Ine 500

i Brotine 1,60 m )

’ A par mi

Fol Ac. folique 083 vy (concentrations finales)
B2 Riboflavine s 4Ty

0
B5 Pyridoxine 0,5

Y

& 5o

dans la sulte des expériences avec T 1

supprimé

p. amino-henzoique
Choline

. inositol

Cyanocobelamine

Ac . nicotinique

de croissance en milieu liguide avec. une culture

carencée en vitamines, aprés 44 heures dfincubation en tubes, sont
portés sur le tableau VII
TABLEAU VIT

CROISSALCE DE R, TRIFOLIY (T MILTEY MINTMUM AVEC DIVERSES

Milieu D.0, 600 Concentrations
A reme e e e e+ S et e e e e e e i S (RSP e s ]
RC 77 B1 : 5 y/ml
R 13 BS : 5 y/ml
RH 15 Pa : 5 y/ml
R B1 BS Pa 3 H : 56

B3
BS
B5

R
R
R

B1
B1
B1

—~
*
N
..

N
OO0 =000

N
E S
p—

38 Fol :

R B1

T

I

B1

B5
BA

T
O N
’_}

15
16




0
N

Les résultats montrent que
~ le panthoténate est indispensable

L

est indispensable et gue la dose de 1 ou 1,96 HW/@H ntest

— la thiamine ou le& pyridoxineg ¢ es52is en milieu

solide ont montré que les deux

~ l'acide folique et la riboflavine aux doses utilisées sont inhibitrice$

4 s oA n

vérifiée sur plusieurs autres souches (T 14 S, T 17 S,

)
S

t

G

Cette action

En conséquence, nous avens utilisé dans la suite de nos
expériences avec les souches de Tréfle les concentretions suivantes

(mélange U) (= mélange V sans B12) :

Thiamine 0,5 Y/hﬂ

Panthoténate 0,5 ry/ml
Biotine 10 my/ul

Ao, folique O,OS'Y/hl

Riboflavine 10 my/ml
Pyridoxine 0,5 ~y/mi

3.5.3. ~ EXIGENMCES BN VITAMINES DZ LA SOUTHE 1-99 QR. LUPINI)

Pour la souche 1-99, réputée exigeante en biotine, riboflavine
et cyanocobalamine (HEUMANN, 1958, 275) la croissance obtenue sur
différents milicux, aprés 50 heures d'incubation en tube, est notée

dens le tableau VIIT
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TABLEAU VITI

S, rrar repe
CROISEANCE DB TN AVEC

Milieu DO 600 Cencentrations finales

RC 70 B2 0,5 +y/ml
R 7,5 B2 (%) 2,5 ~y/ml
R+ B2 4+ B12 10,5 B2 (%) 5 my/ml
R+ B12 + H 23

R4 B2 4 U 52 B12 2w/
R+ B2+ B12 4+ 1 (%) 23 B12 (%) 20 my/ml
R+ B2+ B12 4+ 11 (%) 2 B12 (%%) 2 nmy/ml
R+ B2 + B12 + H 35

R+ B2 + B12 (#%) 4+ H 66 H 1 v/ml
R+ B2+ B12 (%) 4+ H 32 (%) 10 my/ml
R+ B2 (¥) 4+ B12 + Il 16 H (%) T my/ml
R+ B2 (%%)s B12 4 H 36

Il ressort de ces observations que :
~ biotine et riboflavine sont indispensables, La croissance obtenue
sans R12 est importante. Ceci peut €ire d0 & un auto-apport, la dose

active étant trés faible (2 my/ﬁl). Néonmmoins, & cette dose, lteffet

N

favorable de la B12 est indiscutable, La souche 1-99 sous ce rapport,

est une exception dens le genre Rhizobium, qui a toujours été considéré
comme producteur d'importantes quantités de B72 (BURTON et LOCHHEAD,
1952, 27G),

~ comme pour la souche T 1 S5, il y & inhibition par les fortes doses

de riboflavine (0,5 ¢t 2,5 y/ml),

- la B12 est treés inhibitrice aux fortes doses (20 ny et 2 Y/ﬁl),



En conséquence, pour la souche 1-99 nous

concentrations suivantes de

Riboflavine
Riotine

Cyanocobal amd

vitamin

Y16 2)

i

94

avons utilisé les

ce .
es 3

A

nw/hl
xﬁyﬁﬂ
Jqqﬁﬂ

hvl

3.5.4. — EXICGENCHS EN VITAMINES POUR LA SOUCHE 1T 5 N 1 (“. MELILOT

Les résultats obtenus en préscnce de diverses vitamines sont
portés sur la Figure 12 page 95.

La croissance obtenne en présence de bictine et thiamine étant
satisfaisante, nous avons utilisé pour toutes les expériences avec

la souche M 5 N 1,

la souche T 1 S solt :

Thianine

Biotine
I1 est remarquable cue
ait également une exigence trés

totalement insuffisante seule,

biotine. Ces résultats confirment

proposé  le milieu sulvant pour R

Mannitol

GClutamate de

les népes concentrations de ces vitamines

la trei

netie

augnente

que pour

0,5
10

'Y/4ﬁ1
I
y/ ml

siéme souche de Rhizobiun

pour la biotine et que la thiamine,
la croissance obtenu

ceux de RIGAUD (1965, 277) qui a

R, meliloti (g/1) :

e

]
-
H )

Ha 1



FIGURYE 42

95
CROISSAKCY DR RHIZOBIUN KELILGIT (MSN1) BN MILIEUX COMPLED I
SYNTHETIQUES

RC : Milieu complet Voir composition

R : Kilieu synthétique, sans vitamines J dans le texie.

RF1. f " + Thiamine (C,;F/wl)

RH : " " + Bl()«;lm, (10 m;‘/rn?_)

RB,H " " " + Thiamine (ot{sx/m_)

RB, H( lu) : méme milieu que le précédent, mails avec glutamate de sodium
D.0 (Q,&;/l) en re l)lrwcmgm. du nitrate d'ammonium.
(600 nm)

A
RC
-

150

RB,H

100 RH

50r¢

R
[
—
RB,
Tempe
R ) " , : 7 peuyes

60
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Une compavaison des sovrces dl'azote (figure 2 page 95) ne nous
a pas permis de déceler un avantege & remplacer le nitrate d'ammoniwm
utilisé dens nos milieux minimum par le glutamate de sodium préconisé

par RIGAUD,

SOCOATTINY ST G
O AUTRES SQUCHES

A5y

o TN T CYTNRAT AN T A m LR RARN
Jde - fzz’;..‘.G.-‘.:l}uﬁS L,;_EJ \TIM",LI;JLS

[U%]
-

Pour les tests d'identification des Rhizobium (chapitre 2,2)

-

en milicu synthétique, nous avens utilisé le nélange U (page 92 )
avec vn supplément de vitamina  B12 (% my/%ﬂ, concentration finale) de
fagon a satisfaire les exigences de toutes les souches, Il semble que

seules quelques souches (X 18 S, ¥ 20 S ...) n'aient pas une croissance
normale avec ces vitamines, mals le milieu RC lui-n8me ne semble pas

leur convenir. L'étude des exigences en vitamines de plusieurs autres

souches a donné les résultats suivants (tableau I¥).



o NES DY DIV P, )
souche sur milicu
At M‘:A Ly bl HEA R

Agrobacterium tuncfaciens BS R
Agrobacterium radiobacter Trs R

R meliloti 20-1 hH

R, meliloti M235 R

R, meliloti M 35S R4 BT 4+ H

R, meliloti 58 R4+ BT +« H

-
R. trifolii 788
Re trifolii T 14 8
R + mélange U

1, trifoliid T 19 &

ifoliil T17 &

R. fr

R, trifelii T 24 § )

R. leguminosarun 3 R 4+ mélange V

L5
. phaseoli P2S R
E. phaseoli P
X

—

R. lupini s R

En conclusion, ces études préliminaires de physiologie nous

6]

ont permis de définir un milien complet adapié aux souches utilisées :
il supporte une honune croissance et, quoique dépourvu de calcium,
n'altére pas les a@ptitudes symbiotiques des souches,

Ces études ont également permis de déceler une influence inhibi-

-

trice de certainecs préparations protéiques généralement utilis

les expériences d'obtention de mutants. Une des causes de cet effet

inhibiteur, au meins pour les souches de Tréfle, est la présence de NaCl,
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Ces études nous ont aussl permis de  définir un milieu minimum
simple, et les exigences en vitamines, pour plusieurs souches.

Enfin, les résuitats des &tudes de Ja vitesse de croissence des
souches sur ces milieux et de la correspondance entre densité de germes

et densité optique des cultures rous ont Llobtention

de mutants ul fait ltobjet du chapitre 4,
s 4 J
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Les études de blochinmie permettent actuellement revoir les

méeaniemes de la fixation de 1ltazote dans la symbioze w-légumineuses,
Néanmoins, ces études n'expliquent pes pourquol certaines symbloses

restent inefficientes. les processus de l'infection et de la nodulation
restent également en grende partie inexpliqués, ainsi que le spéoificité.
Clest pourquol des études de génétique ocnt été entreprises, dans divers
buts s

- compléter la comnnaissence gu'epporte la chimie, des micanismes de

la fixation symbictique de l'azote

s
1N

- &tudier d'auvtres

es propriétés symbiotiques des Rhizob

spécificité, processus dtinfection,

- analyser au nivean moléculaire les déterminants génétiques des
propriétés symbictiques,

- étudier le comportement

des Rhizobium dans tous ses

caractdires et non seulement ses propridéids symblotiques,

Depuis la découverte de lao Ydissociation "chez Rhizobium par
ISRATLSKY et STARYGIN en 1930 (278), de nombreux travaux ont porté sur
les putants de Phizobium, sur les elfets des mutations sur les propriétés

symbiotiques et sur l'utilisation des rmutants dans 1'étude de 1'hérédité

du microorganisme.
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Le nombre des mutations décrites chez Ihizobium reste toutefois
trés faible, Certaines mutations, naturclles ou induites, portent direcw
tement sur une propriété symbiotique (infectivitd ou efficience) et
n'ont pu 8tre mises en relation avec avcune autre propriété,. Les autres
rmatations connues porient sur @

- le type de colonies @ mucoesité, pigmnentation,
-~ la résistance aux antibilotiques et antimétabolites,
- la résistance aux bactériophages,

v +

— les exigences métaboliques (acides aminés, bases puriques et pyrimidiques,

Certaines s'accompagnent de modifications des propri
symbiotiques,

L'obtention de mutants

différentes caractéristiques deg
muqueuses, poussent lentement et leur vitalité est assez faible ¢ en
particulier certaines sont trés sensibles aux pH bas. De plus, elles
exigent pour leur croissance des milieux & base dfextrait de levure
et de sucres, sur lesguels de nombreux germes contaminants peuvent
se développer. De plus, les mutants de Khizobium sont trés reres et,
comme la plupart perdent leurs aptitudes symbiotigues, il est difficile
de les identifier.

Clest pourquol nous avons d'abord cherché & marquer les souches
sauvages par des caractéres de résistance a des antibiotiques, de facon
a pouvoir éliminer facilement les contaminations. Nous avons ensuite
essayé de supprimer le caractére muqueux des souches, en recherchant
des mutants sur le type de colonies, Enfin, nous avons abordé l'obtention

de mutants auxotrophes.



AT T A TS ‘h al t‘"“" A'rrr COOATTY O ATTTTTIRTOMTATING e ARt
Yole -~ MUTAWTD NESTSTANTE AUX ANTIBIOTIQUES T}

A Ll Fuidoad

La résistance aux antibiotiques est £

moyen de mutants résistants qutont £té mises en évidence, chez les

la. transformation, par

BN (1960, 280) et la trancductiion, per

(dose maximum A

lequelle la croissance est possible) varie de 0,1 & E'Y/hl pour R, trifoliid

(RALASSA, 1963, 282), Four d'autres groupes d'incculation, elle peut 8tre

de 50 v/ml et pivs (SCHYINGHAMER,

I1 est possible d'obt élevées 5 10 my/ml

selon RALASSA (1963, 284). Toutefois, des études de transformation
(GABOR, 1965, 285) ont montré que la dose tolérée (ou exigée, dans le
cas de la dépendence & la streptomycing) est contrBlée par un géne
différent de celui qui gouverne la résistance (et la dépendance). Ceci
explique qu'ad la différence de B, ¢oli, les Rhizobium n'acquiérent pas

de résistance avx doses élevées en une seule étepe.

(ol
1)

R .
texpression du phénotype Str- n'apparalt qu'ap:

bt

Diautre pex
plusieurs divisions. Pour certaines souches, cette expression est
soumise & la présence dans le milieu d'un (1lysine) ou plusicurs acides

., . . R
aminés libres, (e besoin passe avec le narqueur Str, par transformation

(BALASSA, 1953, 285).

]
<
-G
]
;
[0
o
-
i
i3
2
™~
O
A
=
o
Yot
tehl
e
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-
)
(o]
o
-
o:

287) et BALASSA (1963, 288) ont

également obscrvé 1llapparition de mutants dépendants pour la streptomycine
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3) IL.a résistance d'unc perte

. . .
vionycine, néomyc:

. ; .
Q) ont observé quo

gue la résistance it lo perte <o 1

jo2d
)
jsH

(S

gneit perfoeis de la porte

. . ) - S | . N . «1n - vy ey e A am b U R e S
qutaprds ¢ du nodule, ces souches retrovvaient leur sensibilité

%

a l

marqueurs géné Seule la néomycine

3

peut Gtre utile , pour obten matation

2

connue (sans i

aire intervenir les agents

5 pertes

.

naturelles dfefficience, dont on

et qui nécessitent uvne sélection fastidieunse).

A partir de la souche T 1 S et de mtants

micel et & 1fazide de

» . . /. x
& 10 Y,mL de kanamycine, 50 +y/ml de

odium 1/1300) nous avons obtenu dec

50, 75, 100 et
1tazide /1000 puis 1/885

Ces mutants sont trds instabl

Y/m]) et deux résistan



—
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[oN

(50 et 75 v,/ml)

sont pas altérées, lLe mutant caractére

passage sur plante,

contre la

de Re melilotd est stirmulée par 1

P e Tn el N I PR . ~ .
a L-phénylalanine, la L-méthionine (SIRIJDOM et ALLEN

(HAMDT, 1959b, 307).

Il est possible

T E ] e mra e
Lltacide arang ¢

Mais les souches ainsi Lo Y des propri

symbiotiques

”y

. et et ot
“hew R, meliloti, trifolii

adaptées & la L-cystéine ou au glyceoolle sont inefficientes ou

1966, 309 ; 1959, 310) (LONGLEY et

peuvent Etre permanentes nénme

and l'adaptation est interrompus

SCHWINGHAMER (1968, 312) a égalent

observé unc perte de

1

1fefficience chez

par adaptation & la L-phénylalenine,

mais l'efficience est parfois rétablie par culture prolongde en

AN

2

présence de l'acide aminé., Dans ces conditiong, certaines clénes
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des propriétés  symbiotiques, nous aveons cherché

dfexigences métaboliques,

Liobtention de mutants avxotrophes nécessite le repiguage

par répligues de nombreuses colonies, Or, avec les souches miqueuses

]

en fin de croissay

et dont le mucus adhére au velours, les répliques sont trés

Lfutilisation de milieux synthétiques ou le remplacems

glucose per le galactose, le manmose ou le mannitol dans les milicux

que nous avons utilisés, ne permettent pas de réduire la production

»

de mwcus. MEBERLEIN et col. (1967, 323) ont utilisé pour réduire

cette production, on vue d'extractions d'ADN, un milieu & base
de glycérol, Mals la faible vitesse de croissance obtenue sur ce
milieuw le rend inutilisable pour des expériecnces de génétique. Nous

avons donc entrepris la sélection de ¢lBnes non mugueux dans le but

de feciliter la recherche des auxolrophes.

Néanmoins dang la plupart des clines, il existe des difgérences dlopacit
entre colonies. Les colonies diun type, opague ou translucide, par
réisolement sur milieu solide, ségrégent et donnent naissance a une
culture en tous points semblable & la culture dlorigine. Il ntest pas

possible d'aboutir & des cllnes non muqueux OU mMoing rmgueux pay
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Photo 3

Rhizobium trifolii mqueux (T 30 s)

et non muqueux (T 30 n
Milieu RC Age : 6 jours, Environ 2/3 grandeur

e
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- Par rcpiquages sur milieux sclides, nous n'avons

observé de colonies non muqueuses dans tous les clbnes

4 des températures inhabituelles (37°9C, i
les souches de Luzerne, 31°C pour les au*cres), ou par culture sur
milieux riches en azote (RC + 4 g/l de casamino-acids) toutes les

colonies apparues étalent muqueuses (souches testées ¢ T 1 5, 7 8 5,

205, T3S, L4S L5565 M28 N3S, M58 P2s§, P3s, X185,

Frow Di

cur filtre

- AU cours

» par aclion




Cette méthode est fond

souches non muqueuses

La souche est ICpqu“

N

croissance (DO 10 & 20) sur le

Un obtient ainsi, aprés

en non migueud, Jjusqu'a de:

parmi les nuqueux,

suivants ont été obtenus
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refringeantes,

sont serrées,

Agrobacterium radiobacter

&

- Par repiquages des "collerettes", nous av

qutavec la méthode précédente

s, mals beaucor

Souches

testées : T 15, T8 S, T 20685, T

J18 L48S, L5S, P2s,

P 38,

I)

et A, radiobacter 116

4.2.2.
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(T 1 8) et une peu sensidle (X 1 S) & la péniciili

Les souches ont été cultivées en milieu RC, puis centrifugées
lavées & l'eau distillée et remises en suspension dans du milicu R avec
les vitamines nécessalres. Aprés avoir dégorgé 3 heures dans ce milieu,

clles ont été mises en présence de pénicilline (2000 UI/ml). Les

prélévements (9 et 6 heurﬁs) ont étéd incubés 30 min avec de 1:

X
i

pénicillinase, puils dilués et numérés., Les résultats sont por

o
0

.
L

sur la figure 13.

MORTALITE DE RHIZOBIUM TRIFOI

Temps {(heures)

i
-

10

-

-

&
(o))

b




6 heures. Néanmoins, au cours d'autres expériences, nous avons
obtenu une chute de population de 1000 & 1 pour la souche T 1 &, en
4 heuvres, Cette différence doit sans doute &tre ativibuée & d

variations du mode opératoire : les prélévements n'ont pas été

traités par la pénicillinase, mais centrifugés, lavés a l'eau

('J\

distillée ct replacés en milieu complet glucosé avant d'&tre

et numérés ou remis en incuhation.

b) Hode opératoire

’

Le mode opératoire utilisé pour 1l'obtention de Gal ~ a

donic &été le sulvant : aprés culture sur milieu minimum galactosé,

Jusquté densité optigue dlenviron 80, la

i

4 a G heures dvi

& lleaw et repri

Guand la croissance a repris, la cultuwre cst dily

sur milieu RT glucosd et éventuellement répliquée sur milieux
minimen plus galactose et plus galactoss et glucose.

C) R gult

Avec la souchz T 1 8, nous n'avens observé aucun non

dens les 110 ceolonies

)..J
o
ot
.
6]
1B
o
Is

~= - - » IRtEYd o
rugueux sur 5000 co

tate ont é&té

riun tumefeciens B3, Des cultures de T 1§, P 2 8

X 1 85 ayant subl deux fols ce traitement, n'ont pas fourni non plus

[¥2]
a

I
ot



Avec la souche T 1 85, aprés
porté & 6 h et traitement par la pénicilline (2000 UI/hl) portd &
16 h, sur 380 colonies testées, 6 se sont montrées sensibles &
1'addition de glucose au milieu RC + galactose, mais eucun Gal
stable n'a pu 8tre obtenu. Aucune colonie n'étalit non-muqueuse, Avec

les souches T 1 8, K 1 5 et P 2 3, les résultats ont également é&té

négatifs aprés 12 h de traitement & 5000 Ux/hl.

- & lectlon par la D’ﬂiCillihP aﬁrés actiox d'agents jutagénes

Au cours des essais d'obtention de mutants auxotrophes aveco

la nitrosoguanidine (souches T 1 S, P2 S, L 5 S) ou les Uv {souch

T1 85

=L P 2§

S

-~

; ROUS avons

au traitemsnt a

ont été négatifs pour toutes

L'isolewment des phages a lieu & partir de terres ayant porté
une culture dtau moins un an de la légumineuvse-hlte de la souche pour

laquelle on cherche des phages.

La terre est délavée dans un

sur papiers de plus en plus fing, puls sur membrens stérilisante (0,45

T mlide ltextrait de sol est mélangd & 1 wl de la culture de Rhizobium

/ AP, Z. 2 R - ~ s s -~ .
(DO 80 & 100) en présence de Ca' (1,5 mg Call,/ml). Aprés 20 min



en double couche

avec 3 ml de gélose a 7,5 p. 1000, sur miiieu RC.

On observe ainsi, avec certains sols, l'apparition de
plages de lyse., Pour certaines souches (T 1S, T 17 S, T 19 5, T 30 §)
e observe mEme de reres plages en l'absence d'extrait de sol,

Les plages de lyse, reportées dans des cultures en début
de phase exponentielle de croissance, en provogquentla lyse, A partir
de ces cultures lysées, on peut préparer une suspension de phages
dépourvue  de bactéries en ajoutent 0,71 ml de chloroforme par ml de

«

culture. APrés agitation vive et décantation (30 min), le surnageont

est stérile,

hes sulventes sont & ce phage ¢ 1

T 28 8, T 30 3, T 32 5. Les souchas sulvantes lui sont résistaptes

on

5

t mise en &nul

Unea plage de lvse eof ceion dans 0,2 ml de la

. . det . ‘o y . o
culture en présence da Co' ' et coulée sur milieuw RC. Environ 20 p, 100

& 3 Cr + PN N N Ay 3 T g B et e e ygem Ay om
nies de T 20 5 et 35 », 100 does colonies de T 24 8§ résistantes

., T et o ey g g vty v p3 AT ; i T4 e - -
Les souclhies non mugueuses T20 B o4 a T20 N 13, 120 N15, T20 ¥i8

et T20 Nzl;, ainsi que T24 N1 et 724 N2 ont

Certaines sont instebles : T2C 09, 120 N0, T20 N12, T20 H12, T20 W15,




Un autre nhage, iscoidé de T 30 6 (Dlare Formbe en
d'extrait de sol) a servi & cobtenir les clénes T30 N2, T30 H3 et
T30 N4, non muqueux, capables de pousser sur RC 4+ 4 g/ﬁ de

casamino-acids,

Tous les sols de Luzerne testés sur M5 1 se sont révé

dépourvus de phages, seuf un qui a donné lieu & des plages de lysze peu

(\

ctudié

’)\
08

distinctes et n'a pag été

/¢2031 - PJ ["DS!.O‘

ne stappli

T e e
aNoerNaLes Cner

. - ~\
leur rareté; par ces méthodes (T20 U3) ont

perda leurs aptitud

Doux métho les la
AT e e o e ey - . o e Y g A Ty e FA. S R oy oy y R Aoy gy e
sClection de rutants non migueux ont donné des résuliats nettement

positifs. La sélection par repiquages succeasifs sur miliew liguide

a permis d'obtenir les clénes

T8 N2, T20 M2, T20 N3, Me Hi, M3 N1, M5 N1, P3 NI

Tous ces cldnes ont gardé les propriftls symbictiques

S5UT

[ o T e e e o A ahl e o B s
sauvages. Ils sont tous stables, mime

T8 N2 et P3 N1l.

I1 faut remarquer que cetie

a toutes les souches (1715, 7 378, W18, J 18 L 465, L58 P2asg,

X185 X3

(€]

sont
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1'aventage de ne pas influer sur les propriétés symbiotiques. D'autre
part, la mutation (Ma ) obtenue par cette méthode est trés stable,
comme toutes les mutations naturelles, Dans deux cas seulement

(T 8 N2 et P3 N1) un taux important de réversion vers le type lu',
avec tous les intermédiaires entre Mu et Ma' a été observé, Il

faut noter toutefois que cette observation est limitée aux deux seuls
clfnes qui n'ont pas été obtenus par mutation brutale, mais par

sélection progressive du type Mt vers le type Mu ~. En outre, cette

¢thode a 1l'avantage de sélectionner des clBnes & croissance rapide,

Certaines souches de Luzerne(M 1 S) ne peuvent &tre séparées
+ - , . . .
er1 Ma et Mu malgré l'aspect mélangé de leurs colonies, exactement
g g '

semblables a celles (M 2 S, M 3 5, M5 S) qui sont dissociables
¥ H

. 4 - . .o .

facilement en Ma® et Ma . JENSEN (1942, 336) avait déjd observé
- e
cette dissociation et rapporte que les deux types (Ma et M1 ) sont
égalenent capables d'entrer en symbiose efficiente avec la Luzerne,
Nos résultats confirment ces observations, mais A la différence de
JENSEN, nous nfavons pas observé de réversion des Mu vers ie type
. . . . :
Hu dans les nodules, m@me les plus Agés (deux mois).
Le probléme reste entier de savoir pourquoi des souches de

- 2 .t - .
Luzerne se perpétuent sous forme d'un mélange Mu et Mu en proportion

constante,

L'autre méthode employée avec succds est basée sur l'obser-
vation de KLECZXOWSKA (1950, 337) selon laquelle il apparait de nombreux

varients Ma ~ dans les résistants aux phages.,
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KLECZXOWSKA 2 observdé que dtautres mutations pouvalent
accompagner l'acquisition de la résistance aux phages : perte diaptitudes
symbiotiques, acquisition de pigméntation.

Nous n'avons observé aucun variant pigmenté dens nos essals,
mAis pour certains des cldnes (Ma et Mi ') les propriétés symbiotiques

ent été modifiées :

T20 N4 Mu ne nodule pas
T20 Ne Ma ne nodule pas
T20 N14 Mt ne nodule pas
T20 W20 m ne nodule pas
T20 W11 Ma nodule., Inefficient

lLes autres cl8nes résistants aux phages qui ont été testés, sont

restés efficients :

T20 N5 ) T20 N16 )
T20 N7 g Mu o T20 W17 % Hu
T20 18 ) T20 NP2 )

Un  autre inconvénient de cette méthode, également signalé
par XLECZXCVYSXA est lc taux de réversion important de nombreux variants
obtenu par ce moyen. Par contre, cette méthode semble pouveir sfappliquer
& toutes les souches : les quatre testées par KLECZXOWSKA et les
trois testées par nous, ont fourni de nombreux variants Ma . L'expli-
cation de l'apparition de tels variants dans les résistants aux phages
reste inconnue,

I1 sembleralt, en premiére hypothése, que les cellules non
miguenses soient moins sensibles aux phages. Néanmoins, aucune relation
directe n'est connue entre le caractére rugqueux dfune souche et sa
sensibilité aux phages et il faut admettre que celui-ci ne fait que

révéler des mutants préexistants, sans les sélectionner,
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La m&thode d'obtention de c¢ldnes My  par traitement & la

n'‘a pas donné de résultat positif avec les souches de Rhizobium que

nous avons utilisées, Plusieurs hypothéses peuvent &tre avancées pour
expliquer ce fait :

1) il n'y a pas de galactose dans le mucus des souches testées,

2) le galactose n'est pas indicpensable & la biosynthése du mucus
Toutefois, les modifications dans la composition doivent s'accompagner
de modification de structure et donc d'aspect, que nous n'avons jamais
observée

Le mucus de nos souches n'ayant pas été analysé, ces deux
hypothéses ne peuvent &tre écartées, Nous avions supposé que le nmucus
de ces souches comprenait du galactose, comme l'ont rapporté différents
auteurs (CLAPP et DAVIS, 1970, 338) (DE LEIZAOLA et DEDONDER, 1955, 339)
(AMARCER et col., 1967, 340). Néanmoins, d'autres auteurs ont observé
une absence de galactose (GRAHAY, 1865, 341) et 1thypoth és a &té
émise que la composition du rmcus pouvait varier selon le milieu de

culture (HUMPHREY et VINCENT, 1959, 342).

3) le métabolisme intermédiaire des Rhizobium étant inconnmu, et

peut 8tre différent de celui des Enterobacteriaceae, 1l est possible

gqu'il n'existe pas d'enzymes servant & la fois et obligatoirement au

catabolisme et & l'anabolisme du galactose, Il serait ainsi impossible

o . -
d'obtenir des Gal permi les Gal .

4) avcun mutant Gal n'est apparu dens nos expériences, Ceci semble
avoir été le cas pour le petit nombre de colonies testées, et cette
hypothése serailt compatible avec la trés grande stabilité des Rhizobium

que nous avons observée lors dlessais dlobtention de mutants auxotrophes,



4.3. - MUTANTS PIGH

4,3.7. = HISTORIQUE

L'apparition de mutants pigmentés chez Rhizobium a été maintes
fois rapportée,

ALMON et BALDWIN (1932, 343 ; 1933, 344) en ont obtenu chez
R, trifolii par diverses méthodes ; lyse phagique, culture sur sol
stérilisé ou sur milieu épuisé par une culture préalable du méme
organisme, par filtration, etc... Les pigmentation obtenues étaient :
Jaune, orange, rose, brune, Ces mutants ne nodulent pas, mais un
réverse non pigmenté a pfi &tre isolé, qui nodule.

Mc CALLA (1937, 345) avec des souches de Luzerne et de Soja,
a également obtenu des mutants pigmentés en rose, jaune ou rouge, par
culture sans calcium ni magnésium. Ces mutants ne sont stables gqu'en
absence de calcium. La réversion suit l'ordre suivant : rouge, jaune,
rose, sauvage. Les mutants ne sont pas infectifs, mais les réverses

le sont. NORRIS (1958b, 345) a isolé d'un nodule de LotononiS bainesii

Baker un cldne rouge qui nodule,
mrrrrprre foa - - ~ o
KLEINHAUF (1966, 34/) a obtenu par trailtement d'une scuche de

Lupin par l'ecide nitreux, des pigmentés, dont les aptitudes symbiotiques

:

.

n'ont pas été rapportées,
HEUMANN {1958, 348) également avec une souche de Lupin et
per la m@me méthode, a obtenu des scuches pigmentées, dont la 1-99G,

qui ne nodule pas. Aucun réverse capable de noduler n'a été rapporté.

BISSET (1952, 349) avec R. meliloti, R, lupini et R. leguminosarum

a observé l'apparition de variants pigmentés en orange, aprés

N

chauffage & 100°C (10 min) de souches formant des "spores",



GILLBERG (1968, 350) étudient dans des conditions contrdlées

des cultures de R. meliloti productrices de structures analogues & des
spores, a montré que ces souches pouvaient résister 30 min & 70°C avec

des taux de survie de 1070 & 107° en utilisant des cultures de 7 jours

sur milieu avec mannitol et saccharose au lieu de glucose.

Le méme auteur, dans des études ultérieures (1969a, 35i ;
1969b, 352) rapporte que parmi les survivants A ce traitement, il
apparait fréquemment des mutants pigrentés en jaune ou orangé, dont
certains résistent 20 min & 100°C. Ces mutants pigmentés, thermorésistants,
sont également résistants aux UV et ne nodulent pas. Certains réversent
dens des proportions importantes (4 p. 100) , d'tautres ne réversent que
sous l'action de traitements mutagénes. Tous les mutants réverses perdent,
avec leur pigmentation; leur résistance aux températures élevées et aux
UV, et retrouvent leurs aptitudes symblotiques.

GILLBERG a observé des fréquences de 80 & 90 p. 100 de pigmentés
en soumettant certaines souches & plusieurs passages sur chloramphénicol
ou néomycine & des concentrations Jjuste inhibitrices, puis 2 un cheauffage
(30 min & 70°C) ou & une irradiation aux UV.

Par contre, GRAHUAM et col, (1963, 353) sur 79 souches isolées
de légumineuses diverses, n'en ont trouvé aucune capable de survivre
30 min a 60°C aprés 3 jours de culture en milieu & base dlextrait de
levure et mannitol. Sur les 164 scuches exeminées au 10&me Jjour
de culture, aucune ne formait de spores, méme en présence de divers
acides gras, d'acide dipicolinique ou sels minéraux, De nombreux autres
auteurs ont également rejeté catégoriquement la possibilité diune

sporulation ou d'une thermo-résistance chez les Rhizobium, et par



conséquent, l'apparition de pigmentdés dans les thermorésistants.,

4e3.2. = METHODES

‘Pour 1'obtention de thermorésistants, 1 ml de culture (&ge :
3 jours ou une semaine) en milieu RC liquide, avec glucose ou mannitol,
est porté & 70, 80 ou 100°C pendant 30 min. La température est
contrélée au moyen d'un thermométre plongé dans un tube contenant 1 ml
d'eau et placé dans le méme bain-marie que les cultures,

Aprés 30 min & 70, 80 ou 100°C, la culture est immédiatement
diluée et étalée sur milieu RC gélosé. Pour l'btention de pigmentés

par traitements mutagénes, les modes opératoires sont ceux utilisés

pour l'obtention de mutants auxotrophes, sans sélection (page 135 ).

40 30 36 - RESUL Ft\TS

A cours des multiples contrdles de pureté effectués sur nos

2

souches, nous n'tavons Jjamals observé la présence de structures analogues
a des spores,

Néanmoins, par chauffage & 70°C, 30 min, nous avons observé
1'apparition de survivents avec toutes les souches testées : T 1 S,
T25 L2535 L3S, HSHI, P18, K18, Tous les résistants apparus,
sauf ceux obtenus avec X 1 §, ont été testés sur planteet tous nodulent
leur hdte. Le taux de survie (souches T 1 S et T 2 3) est de 1'ordre

-5 So s .
de 10 en milieu RC avec glucecse comme avec mannitol, Pour la
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souche M5 N1, aprés chauffage & 80 ou 100°C (30 min) aucun swrvivant
nta été décelé,

Nous n'avons toutefols observé aucune colonie pigmeniée par
étalement des cultures chauffées & 70°C., Pour la souche M5 N1, la
méthode préconisée par GILLBERG (19o9b 354) {plusieurs passages sur
chloramphénicol puls chauffage ou traitement aux UV) n'a pas permis

1'isolement de pigmentés

Par contre six mutants pigmentés ont été obtenus au hasard

d'autres essais d'obtention de mutants (Gal ~, M4 , auxotrophes)s

- T20 A1, jaune-ccre, a été obtenu par culture de T20 W3 (i
blanc) en milieu R + thiamine + biotine 4+ 2-aminopurine (100 vy/ml
une semaine). Les colonies de T20 A1 accrochent & la gélose et sa
croigsance est trés lente. 5 propriétés physiologiques et biochimiques
(galerie) sont identiques A celles de T20 S et T20 N3. Ses propriétés

symbiotiques ntont pas été testées,

- T20 A3 et T20 A4, orange-ccre, ont été obtenus par culture de
T20 N3 en milieu R + thiamine + Biotine + 2-amiopurine (100 y/%ﬂ)
+ phénylalanine (100 y/ml) lors d'un essai d'obtention de Pha . Ces
deux cldnes ont été obtenus ensembles, mals T20 A3 est plus ou moins
dépendant pour la phénylalanine, La croissance de T20 N4 est tré
lente. Leurs galeries sont identiques a celles de T20 S et T20 H3.
la souche T20 A3, seule testée sur Tréfle, ne nodule pas,

-~ T20 U1, jaune, mugueux, a été obtenu par traitement de T20 S aux

A

UV. Les colonies sont trés bombées et difficiles & dissocier. Sa

croissance est rapide et sa galerie normale, sauf sur milieu au rouge congo

.



RN
N
O

pect cireux, ridé, trés différent
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ce milieu, les colonies ont un
Cette souche ne nodule

cultures obtenues sur les autres milieux.

, non muqueux. Dérive du précédent par nmtation

- T20 U2, jaune
naturelle, Par irradiation aux UV, il a été possible d'en obtenir

des colonies naiqueuses, du type T20 Ul. Cette souche T20 U2 ne

nodule pas.
- M5 N4, non nuqueuse, orangé, Dérive de M5 N1 par traltement
dans du tampon acétate (pH 5,55, 3 heures) sans nitrosoguanidine
(essai témoin), puis par la pénicilline (5000 UI/ml, 6 heures, en

<
milieu minirmum). Les colonies ont une consistance ferme et accrochent

a la gélose. Cette souche ne nodule pas.
Dans trois de ces mutants, T20 U1,T20 U2 et M5 N4, il
surtout dans les cultures Agées, des formes trés longues

apparait,
parfois branchies donnant un aspect dlactinomycéte & la culture

/

(photos page 130).

4.3.4. - DISCUSSION
55) n'ont pas observé ces

V]

SSTON
La "gporulation" et la thermorésistance chez Rhizobium sont

W

G

trés controversées, GRAHAM et col, (1963,

BT (1952, 356) a rapporté de tels phénoménes, mais

en particulier celles isolées des
de

9
i

b

phénoménes, BISS

pas pour toutes les souches
légumineuses des régions tempérées sembleraient rarement capables

produire des"spores", GILLBERG (1969a, 357) a montré en outre qu'il
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existall, en dehors des questions de souches, une influence déterminante
de 1'3ge de la culture et du milieu et il suppose que les conditions
employées par GRAHAM et col. ne sont pas adéquates.

I1 faut admettre que dans nos eszails, méme si les milieux
conviennent-a la sporulation, nos souches en sont incapables, car
nous n'avons jamais observé de spores quel que soit 1'8ge des
cultures. Nous avons par contre observé ltapparition de survivants
aprés 30 min & 70°C et cette résistance n'altére pas les aptitudes
symbiotiques.

Nous n'avons pas observé de pigmentés parmi les survivants
au chauffage, contrairement & BISSET (1952, 358) et GILLBERG (196Sb, 359).
Néanmoins, comme ces auteurs ont observé ce phénoméne avec des souches
"sporulantes', il est possible que la méthode utilisée avec succés
pour de telles scuches ne convienne pas pour les souches que nous avons
utilisées, qui ne forment pas de spores,

Par contre, nous avons pll obtenir des mutants pigmentés a
partir de deux souches (T 20 S, M5 N1) lors de divers traitements
mitagénes,

L'isolement, par diverses méthodes, de pigmentés, avait été
rapporté & maintes reprises avant les travaux de GILLBERG. Néanmoins
ces observations ontété négligées et l'appartenance de tels cldnes
pigmentés au genre Rhizobium a méme été mise en doute, parce que leurs
propriétés symbiotiques ont disparu et que d'autres caractéres,

absents chez les Rhizobium typiques, accompagnent la pigmentation :

résistance aux UV et aux températures élevées, aspect anormal des

[

colonies ou r€mes propriétés physiologiques inhabituelles ou encore



absence de bactérotdes artificels (voir propriétés physiologigues et
biochimiques de la souche pigmentée 1-99, tableau V page 62 ), De
rérme chez les mutants pigmentés que nous avons obtenus, plusieurs

caractéres ont varié en méme temps que l'acquisition de la pigmentation

ae

- la vitesse de croissance est trés réduite pour T20 Al et T20 A4,

‘— la production de bactérofides artificiels n'a pas lieu pour T20 A3,
T20 U1, T20 U2,

- les propriétés symbiotiques sont altérées : des quatre mutants testés
sur plante (T20 A3, T20 U1, T20 U2 et H5 N4) aucun ne nodule,

- les colonies, chez T20 U1, sont bombées et réfrigentes sur tous

les milieux., Sur le milieu au Rouge Congo, elles ont un aspect cireux
et ridé trés différent des colonies normales de Rhizobiun,

- chez les six matants pigmentés que nous avons isolés, les colonies
ont une consistance ferme, accrochent & la gélose et sont difficiles

a mettre en suspension,

- 1l existe des formes longues, chez trois de ces souches (T 20 U1,
T20 U2, M5 N4). Ce phénoméne n'a jamais été rapporté chez les Rhizobiun,
et sa signification est inconnue, Nous avons pu observer des formes

longues trés semblables chez Chromobacterium, cultivé en présence

de pénicilline. Ces formes longues pourralent 8tre responsables de la
consistance spéciale des mutants pigmentés que nous avons isolés,

Malgré tous ces caractéres qui les différencient des souches
sauvages, les clfnes pigmentés ont gardé les ménes propriétés biochimiquesg
et physiologiques que les souches d'origine, Leur appartenance au genre
Rhizobium semble donc indiscutable, quoiqu'ils différent nettement, pour

d'autres caractéres, du type, trés honogéne, rencoatré dans la nature,



4.4, ~ MUTANTS AUXOTROPHES

4.4.7. - HISTORIQUE
L'obtention de mutants auxotrophes chez Rhizobium a été
rapportée par quelques auteurs sculement, jusqu'aux travaux de HEUMALN.
BALASSA (1953, 350) par action de moutarde azotée et

sélection a la pénicilline sur une souche isclée de Lupinus hariwvegii,

& obtenu deux mutants dépendants, lfun pour la cystéine, l'autre pour
la valine, Sur milieu minimum, ils domnent nailssance & trols types de
colonies :
. . +
~ colonies réverses, de type sauvage Cys ,
~"instables", phénotypiquement Cys  mais qui par étalement, ségridgent
+ - .
en Cys , Cys et "instables",
- microcolonies Cys ~ pour lesqualles le taux de réversion cst de

= C
5.10 ). Le nutant dépendant pour la valine a le méme comportement.

lLes propriétés symbiotiques de ces mutants n'ont pas été rapportées,
GUPTA et XLECZKOWSKA (1962, 361) ont obtenu par action des UV
sur une souche de R, trifolii, exigeante en biotine, un mutant indépendant
vis & vis de cette vitamine, mais de mutants auxotrophes.
JORDAN (1952, 362) dans une étude sur l'action de divers agents
matagénes (rayons X et UV, nitrate d'uranium, diazométhane) sur
R. meliloti, rapporte l'cbtention de mutants auxotrophes, mais leurs
exigences n'ont jamais été décrites.,
IMSENECKI et col. (1970, 363) ont obtenu de noﬁbreux résistents
aux entibiotiques, mals pas d'auxotrophes dans des essais pratiqués
avec les UV, la nitrosométhylurée, ltacide nitreux et 1l'éthyléneimine,

SCHWINGHAMER (1960, 364 ; 1961, 365 ; 1968, 365 ; 1970, 367)
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a également observé chez R. trifolil et R, leguminosarum que les

traitements mutagénes classiques (rayons X et UV, nitrosoguanidine)
ne permettaient pas d'obtenir facilement de mutants a déficiences
métaboliques, Il a par contre obtenu, parmi des cldnes résistants
A des antimétabolites (page 108 ) des mutants inefficients, dont
certains sont exigeants en vitamines, particulidérement en thiamine.
Certains de ces mutants retrouvent leur efficience par réversion
vers le type thiamine *, Cet auteur a également obtenu un rutant
exigeant en riboflavine, nodulant, mals effectif seulement en présence
de riboflavine,

RAINA et MODI (1969, 368)Aet DENARIE (1969, 369) chez des

souches de Vigna sinensis et de Luzerne, respectivement, ont obtenu

par action de la nitrosoguenidine, des mutants dépendants pour
1'adénine. Celuil décrit par DENARIE est inefficient, mais tous les

réverses obtenus sont efficients,

n

KOWALSKI (1970, 370) avec R. meliloti, a obtenu par traitemen
aux UV et enrichissement & la streptomycine, sur 135 clfnes testés,
un maitant stable dépendant pour la lysine, Celui-ci est inefficient
et les 1ysine+ obtenus & partir de ce mutant, par réversion ou
transduction, sont également inefficients.
KLEINHAUF (1966, 371) avec R, lupini, a obtenu par action
de l'acide nitreux, au cours. de recherches sur les mitants pigmentés,
des c¢l8nes dépendants pour la proline, la cystéine et la thiamine,
Enfin HEUMANN (1968, 372) a rapporté l'obtention de nombreux
mitants auxotrophes avec R. lupini., A partir d'une souche sauvage,
trés ruqueuse, non pigmentée, ne formant pas d'étoiles, par action de

1'acide nitreux, des variants pigmentés ont apparu, parmi lesquels



un cléne (1-99) a été sélectionné per examen microscopique pour sa
capacité de former de nombreuses étoiles.

Cette souche (1-99), traitée & 1'acide nitreux, fournit
de nombreux variants auxotrophes, ou & pigmentation différenfe du
sauvage, etc,,. Cette souche présente néanmoins des caractéres aberrants
pour un RHizobium (tableauw V page 62 ) clle est non-ruqueuse, pigmentée,
uréase ‘, ne forme pas ou peu de bactéroides et ne nodule pas, Elle ne
produit pas de cyanocobalamine, mais en exige (voir page 92 ). Toutefois,
selon HEUMARN (communication personnelle) elle est sensible & différents
phages lytiques pour des R. lupini nodulants et elle a donné un mutent
qui fournit constamment une forte proportion de bactérofides,

Nous avons essayé d'obtenir des mutants auxotrophes & partir

de différentes souches dont la 1-99, par plusieurs méthodes,

4¢4.2.1. = AGENTS MUTAGENES

4.4.2,1.1. - RAYONS ULTRA-VIOLETS (UV)

lLes cultures, en phase exponentielle de croissance (densité
optique 40 & 80), sur milieu complet RC, sont diluées, étalées et
irradiées, Quand un enrichissement est nécessaire, l'irradiation a lieu
en milieu liquide (1 ml dans une bolte de Pétri en verre). Deux lampes
ont €té utilisées :
- MAZDA TO 16-496, Germicide (30 W)

- SYLVANIA G30 T8 Germinicidal (30 W) type A.



La premidére a été étalonnée (300 erg/ﬁ.cmz), mais fournit
beaucoup d'ozone et a été ensuite remplacée par la seconde qui n'en
produit pas. L'ordre croissant de sensibilité des souches est @

P2s, M55 718, K18 T3153, T86S, 18, T 20 S. Le temps
d'irradiation nécessaire pour obtenir 10*2 a 10“3 survivants est de
10 a 15 S'pour la lampe MAZDA et de 14 & 20 S pour la SYLVANIA.

Nous n'avons pas observé de différence gensible de mortalité
entre les cultures irradiées sur milieu solide et celles irr;diées en
milieu liquide, Toutes les cultures traitées aux UV ont ensulte &té

incubées & l'obscurité.

4.4.2.1.2, ~ NITROSQGUANTIDINE

Hode opératoire 3

- Centrifuger 20 ml d'une culture de DO 80 environ sur milieu RC.

- Laver avec 10 ml de tampon acétate et reprendre le culot dans
0,5 ml du méme tampon.

- Ajouter la solution de N-méthyl W'-nitro N-nitroso-guanidine
et incuber,

- Ajouter 10 ml de milieu RC et centrifuger,

- Reprendre le culot dans 20 mi de milieu RC (plus 4 g/1 de
casaminoacids pour les souches de Luzerne et 1—99).

-- Remettre en incubation jusqu'a reprise de la croissance et
enrichissement par la pénicilline,

La mortalité observée dans le tampon acétate aprds 3 hewres

est la suivante (tableau X).

Ch
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TABLEAU X

VORTALITE DE RHIZOBIUM spp. DANS LE TAMPON ACETATE A DIFFERENTS pH

EN 3 HEURES

Souche pPH Mortalité
T 158 5,0 totale
555 totale
5,7 10 p. 100
6,0 négligeable
M5 N1 5,5 60 p. 100
5,7 10 p. 100
Pp2s 5,7 55 p. 100
1-59 5,7 inférieure & 10 p. 100

La plupart des expériences ont donc eu lieu & pH 5,7« A cCe
PH, les temps d'action et taux de survie observés ont été les suivants
(tableau XI).
TABLEAU XI

TAUX DE SURVIEZ DI RHIZOBIUM Spp. APRES TRATTEMENTS PAR LA NITROSOGUANIDINE

Concentration finale de Temps .
Souche ; L. . . ; taux de survie
nitrosoguenidine dtaction (h)
- (y/m)
T1S8 3000 (pH 6) 4 10"§
1200 2,5 6,610
1200 2 3.107%
666 3 5.10
M5 11 666 2 1073
P2S 666 3 1074
1-99 30 3,6 8.10"~




’ . s > T Y TR
Gedie2e1e3. — ACIDE NITREUX

a2

La technique utilisée a été celle de HEUMARN (1962, 37 ).
Pour les souches de Tréfle, le pH préconisé (4,5) étant létal, nous
avons pratiqué des essais & pH 6, mais les taux de survie obtenus

(80 p. 100 et plus) montrent qu'a ce pH le nitrite est sans action.

Cet agent mutagéne raété utilisé qu'avec la souche 1-99. Le taux

de survie a été de 7,5 p. 1000.

4.4.2.14. - 2=-AMINOPURINE

Les cultures sont ensemencées sur milieu complet ou minimum,

~

additionné soit de casaminoacids (4 g/1) soit d'un acide aminé (0,1 mg/ml)
et de 2-aminopurine (100 ou 500 v/ml).
Quand la culture a poussé, elle est diluée et étalée sur

le m@me milieu sans aminopurine et les colonies sont testées par

répliques sur milieu minimum,

4,4.,2.2, - METHODES D'ENRICHISSEMENT

4.4.2.247. — PENICILLINE
Ltenrichissement par la pénicilline a été effectué comme pour

l'obtention de Gal ~ (page 116 ).
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LoD ATETTY DT
Bedel2.2.2, — AMINIOPTERINFE

On a observé chez E. coli que les cellules thymine+ étaient
peu ou pas perméables & la thymine, alors que les thymine ~ viables
doivent forcément €tre perméables & cette base. Or ltaminoptérine inhibe
la méthylation de l'acide déoxyuridilique en acide thymidilique. Si
donc on cultive une bactérie en présence de thymine et d'aminoptérine,
seules les cellulesvthymine T vont pouveir ee développer (OKADA et
col., 1962, 374) (HARRISON, 1955, 375) (FRIESEN et MAALZE, 1965, 376)
(SMITH, 1967, 377). Cette technique a été utilisée pour 1l'enrichissement

en thymine ~ avec les souches 1-99 et T 1 S.

re

Mode opératoire

Aprés action d'un agent mutagéne, on relance la culture en
milieu minimum avec thymine (40 y/ml) puis on la repique sur le
mére milieu avec 200 y/ml d'aminoptérine (Triméthoprim, aimablement
. (%) . . . .
fournie par HITCHINGS ). Aprés 48 heures d'incubation, on isole
sur milieu minimum avec thymine, puis on réplique sur milieu minimum

sans thymine.

Résultats :

Le produit utilisé n'est soluble qu'a pH trés bas (1 mg/ml
d'acide acétique 5N). La solution ainsi obtenue acidifie le milieu de
culture et le développement des souches de Tréfle est inhibé, Par la

suite, le pH a été ajusté a 7,2, avec de la soude stérile,

(¥) HITCHINGS : I SCARSDALE RD BURROUGHS VELCOME and Co (USA) INC.
TUCKAHOE NY 10707
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Nous avons utilisé la méthode des répliques (LEDERBERG,
1950, 378) en modifiant les concentrations de vitamines comme

indiqué page 96 .

4e4.3. ~ RESULTATS

4,4.3.1. - SOUCHE 1-99 (R. LUPINT)

Lors d'un premier essai avec la nitrosoguanidine (30 -y/ml)
sans sélection par la pénicilline, il est apparu de nombremx mutants
a pigmentation changée (plus de 10 p. 100, dont 1 p. 100 totalement
blancs et 1 p. 1000 orange vif, avec tous les intermédiaires). Le
taux d'auxotrophes a é&té de 10 p. 100 environ, Parmi les monoauxotrophes
stables dont l'exigence a été déterminée, nous avons obtenu :

10 exigeants en cystéine

2 " en cystéine ou méthionine
1 " en méthionine

6 " en histidine

2 " en arginine

9 " en adénine

1 " en leucine

1 " en proline

2 " en isoleucine ou valine

1 " en lysine

1 " en phénylalanine

Nous avons également obtenu parmi les auxotrophes et parmi
les prototrophes, différentes colorations (blanc, jaune citron, orangé),

Ces résultats sont exactement comparables & ceux obtenus par HEUMANN.
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Avec l'acide nitreux, nous avons chteni 2 & 3 p. 100
dtauxotrophes, sans enrichissement par la pénicilline et environ
1 p. 100 de mutants & pigmentation changée. .

Avec la 2-aminopurine, le taux d'auxotrophes n'a pas é&té

évalué, mais la proportion de colonies & pigmentation changée n'a
' I Pig g

passé 1 p. 1000, mBme ern utilisant 500 Y/ﬁl de l'agent mutagéne.

D>

pas 4
Les mmes résultats ont été obtenus avec un mutant de la souche 1-99,
exigeant en adénine, cultivé avec 2-aminopurine (10 y/ml) au liew

d*adénine.

4.4.3.2. ~ SOQUCHES DE TREIFLE

Au cours de nombreux essais sur T 1§, avec la nitrosoguanidine
et la péniciliine, avec des taux de survie de 70-4 a 10“2 pour chacun
de ces traitements, nous n'avons jamais isolé de mutants d'aucune sorte,
les mémes résultats ont &t obtenus par action des UV, L'acide nitreux
ne peut 8tre employé avec cette souche, Les essais de célection de
thymine ~ par emploi d'aminoptérine, aprés action de la nitrosoguanidine,
ont également €té négatifs,

Avec les souches T 8 S et T 31 S, les essals effectués avec
les UV et la nitrosoguanidine n'ont pas permis de trouver de cldnes
exigeants.

Avec la souche T20 N3 (Mu ~) seule la 2-aminopurine a été
utilisée (100 Y/hl; en milieu minimum avec un acide aminé : proline,

phénylalanine, histidine). Sur 50 000 colonies observées, aucune

ntétait incapable de pousser en milieu minirmum. Néanmoins, sur deux
Lt $
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colonies étudiées pour leur pigmentation, 1'une (T2C A3) réagit A
1'addition de phénylalanine en milieu minimum., Ce mutant a les mémes
propriétés physiologiques et les mémes exigences en vitamines que la

souche sauvage, mals forme peu cu pas de bactéroides et ne nodule pas,

4.4.3.3. - SOUCHE M5 N1

Par traitement par la nitrosoguanidine, repiquage sur milieu
avec casaminocacids et sélection par la pénicilline, il n'a pas été
possible d'obtenir de mutants exigeants en acides aminés.

Par le mBme traitement mais repiquage sur milieu mindmam
avec adénine et traitement par la pénicilline, un clbne nettement
exigeant en adénine,; meils instable a été isolé, I1 n'a pas été possible
d'en obtenir un c¢lbne stable.

Aprés action de la 2-aminopurine en présence de proline ou
histidine ou phénylalanine, sur 6600 colonies étudiées, aucune n'a

montré d'exigence. Les résultats obtenus aprés traitement aux UV et

sélection par la pénicilline ont également été négatifs.

4.4.3.4, - AUTRES SOQUCHES

La souche P 2 S, traitée & la nitrosoguanidine puis par la
péhicilline, n'a pas fourni de mutants exigeants. Par contre la méme
.souche, ainsi que la L 4 S, ont fourni, aprés traitement aux UV et
sélection par la pénicilline, des colonies & croissance ralentie sur

milieu minirmum, Toutefois aucune exigence précise n'a pu leur &tre attribuée.
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404'(4& - DISCLIQ 1(}]

Lors d'essais préliminaires sur R, trifolii (T 1 8) avec la

nitrosoguanidine et les UV, il a été& impossible d'obtenir des mutants

auxotrophes, Pour savoir si cet échec était di & la souche ou aux

méthodes employées, nous avons utilisé les mBmes méthodes avec R,.1lupini 1G9
avec laquelle HEUMANN (1968, 379) avait obtenu de nombreux mutants.
Les méthodes que nous avions employées sans succés avec
R. trifolii (T 1 S) se sont révélées efficaces avec la souche 1-99,
méme en diminuant les doses ou temps d'action des agents mutagénes.
Ces méthodes sont d'allleurs employées couramment pour l'obtention de

-

mutants & partir d'autres microorganismes et elles peuvent donc &tre
mises hors de cause,
Pour savoir si ia remarquable staldilité génétique de
R. trifolii (T 1 S) était un caractére de souche ou un caractdére de
l'espéce R, trifolii ou du genre Rhizobium tout entier, nous avons
étendu ros essais & d'autres souches : R. trifolii (T 8 8, T 20 S,
T 31 S), R. meliloti (M5 W1), R. phaseoli (P 2 S), R. lupini (X 1 8).
A quelques exceptions prés, les résultats obtenus pour
toutes ces souches sont les m8mes que ceux obtenus avec T 1 S. Il
semble donc que la stabilité génétique ou du moins la résistance
aux agents mutagénes que nous avons enployés, soit une caractéristique
du genre Rhizobium tout entier et que sous ce rapport, comme pour

plusieurs autres caractéres (tableau V page 62) la souche 1-99 soit

une exception.
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4.5. - MUTANTS FORHANT DES BTOILES (Sta™)

Dés 1902, BEIJERINCK et VAN DELDEN (380) ont observé chez

Rhizobium et A. radiobacter dans certaines conditions, la formation

d'amas de cellules, disposées en étoiles ou rosettes, Cette formation
a été décrite également par LOINIS (1905, 381), LOHNIS et HANSEN
(1921, 382) et LIESKE (1928, 383). LOINIS a donné & ce phénoméne le
sens d'une conjugaison, et les travaux de STAPP et BORTELS (1931, 384)
par des colorations spécifiques des acides nucléiques, ont confirmé
cette opinion., Ce n'est qu'en 1960 que HEUMANN (385) prouve qu'il y
@ recombinaison génétique au cours de ce processus, chez Rhizobium,
Nénamoins certains auteurs (BOSE et VENKATARAMAN, 1959, 386)
ont rapporté une recombinaison, A& fréquence faible <F31O“7) chez

R. leguminoserum, par culture mixte, en milieu liquide, de cldnes

résistant a la pénicilline et résistant & la streptomycine, sans
mentionner de formatiom d'étoiles,

Selon NOWAK (1956, 387) la formation d'étoiles est une
caractéristique de certaines souches, en particulier de souches non-
miqueuses, Néanmoins, STAPP et BORTELS (1931, 388) ont noté une
influence déterminante du milieu sur 1l'apparition de ce phénoméne.
Ainsi le milieu le plus approprié pour la formation d‘'étoiles
chez Rhizobium doit &tre solide et contenir des catalyseurs d'oxydo-
réduction (Fe*t et En++) alors que la formation d'étoiles a lieu plus

facilement en milieu liquide pour les autres Rhizobiaceae, les

Pseudomonas et Phyllobacterium, C'est également sur milieu solide

que les auteurs suivants ont observé la formation d'étoiles chez

Rhizobium : NOWAX (1956, 38%), LEHNER et NOWAX (1957, 390), HEUMAN



(1958, 391), xwosgL (1962, 392), STAPP et ¥WOSEL (1954, 393 : 1956a,

394 3 1956b, 395). XNOSEL, en particulier, rapporte que les milieux

a base de peptones ou d'extrait protéiques et les bouillons minéraux
avec la plupart des mono, di, ou polysaccharides, alcools et alcaloideg,
ne conviennent pas,

*toiles sur les milieux

[P

Nos souches ne forment pas d'
ordinaires, D'une part, contrairement aux observations de BOSE et
VENKATARAMAN (1969, 396) il nous a &té impossible d'obtenir une

recombinaison entre mutants de Rhizobium trifolii (T 1 S) résistant

a l'azide de sodium et résistant au chloramphénicol, que le croisement
ait lieu en milieu ligquide comme décrit par BOSE et VENKATARAMAN ou
sur milieu solide comme préconisé par HEUMANN (1968, 397).

Nous avons donc cherché, pour permettre la recombinaison, &
obtenir des cldnes formant des étoiles (Sta+). La technique utilisée
avec succés par HEUMANN (page110) pour la souche 1-99, a été appliquée
a diverses souches pour i'obtention de non-mugueux. L'examen
microscopique des collerettes aprés 15 & 20 repiquages successifs,

n'a jamais permis d'y voir d'étoiles", meme pour les souches qui
ont fourni, par ce moyen, des non-muqueux.

Dans un deuxiéme temps, nous avons essayé de modifier les
milieux de culture. Aucune de nos souches, pas méme les non~mMigueuses
(M5 N1, T20 N3, T24 N1, T30 N2) n'a formé d'étoiles sur les milieux
solides préconisés par STAPP et BORTELS (1931, 398). Par contre, au
cours d'expériences sur les sources d'azote, nous avons observé sur
milieu liquide (RC + 4 g/1 de phytone) une formation importante
d'étoiles par une bactérie contaminante, indéterminée (souche Z 4 é)(*)

(voir photos page 146).

(#¥) voir page 147
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Photos 6 et 7 : Formation d'étoiles chez la s
: FPuschine basique.(X 1000)

Milieu : RC + Phytone (4g/l). Coleoration
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(*) Les caractéres de la souche Z 4 5 sont :

-

Batonnets Gram  ; 2,5 x 5y ; extrémités arrondies ;7 un seul flagellie

o 2

polaire ; non sporulf

v

Se

T
14

Colonies plates, petites, translucides, légérement hleutées,

Caractéristiques physiologiques :

bérohie A microcérophile HUGH et LEIFSON : alcaliniee

Gélatinase - Xligler : lactose -
Mobilité + (faible) glucose -
Catalase + (faible) H,S =

Uréase - Cyt. oxydase -

Citrate (Simmons) - Citrate (Christensen) -

APP - ATA ~

Utilise, sans produire d'acides : lucose
3 g

lactose

mannitol

N'utilise pas : arabinose dulcitol
amidoh salicine

Ne prend pas le Rouge Congo
Incepable de se développer & pH 5,5
Utilise le malonate

Ne forme pas de pigments solubles sur les milieux pour détermination
des Pseudomon

S

jot]

i

o]

Ke provoque pas la formation de nodules sur Tréfle, Luzerne, Haricot,

Cette souche n'est pas un Rhizobium. Elle présente certains
caractéres des Pseudomonés (aspect des colonies, flagellation), mais
ne forme pas de pigment soluble, alcalinise les milieux et elle est
Cyt. oxydase négative, Par ces caractéres, elle s'apparente aux

Achromobacteriaceae mais elle en différe par sa flagellation., Ses

caractéristiques sont trés proches de celles de la souche 1-99,

ge

O

et

5]
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Le milizu (RC + phytone) dans lequel cette bactérie a &té

isolée et sur lequel elle forme de nombreuses étoiles, a été

essayé avec une souche non muqueuse de Rhizobium meliloti (15

Nous avons pu obsarver dans ces conditicons vne fermation d'étoiles

a breanches- peu normbreuses, trés semblables & des bactérofdes branchés,
mais en différant nettement par le fait que les branches des étoiles
(photos page 149) sontmobiles et se détachent les unes des autres pour
former dtautres étoiles, alors que les bactéroides branchés sont
immobiles et wnicellulaires (photo page 58 )e

L'addition de phytone (peptone papainique de Soja) semble
donc &tre un moyen de provoquer, en milieu liquide, la formation
d'étoiles chez cette souche qui n'en forme normalement pas,

La formation d'étoiles semble donc 8tre une adaptation au
milieu plus qu'un caractére constitutif héréditaire. Néanmoins, cette
adaptation est sous contrdle génétique et on connait des mutants qui
ne forment jamais d'étoiles dans les conditions ol la souche
sauvage en forme (MAYER, 1969, 399).

Ces étoiles sont trés fragiles et disparaissent si des
précautions sérieuses ne sont pas prises lors de 1l'étalement et de

la coloration,



Photo 8

Photo 9

Photos 8 et 9 : Formation d'étoiles chez la souche M5N1
(Rhizobium meliloti).lilieu : RC + Phytone (4g/1).
Coloration : Fuschine basique . {X 1000)




4.5. - DISCUSSLOI

De cette étude sur liobtention de

’

3y o A & A N VT Ny Rt . 7o 3 by v anlbo o
ort vne nette différence de comportoment éntre les souches isolées

=
o

daris la pature et la souche 1-99 prise pour témoin.
les senles mutaticons qu'il a été possible de motire en

évidence cher les premidres concernent la pigmentation et la production

de mucus. Des tion en milieu liguid

de bactériophage “lées plus efficaces que l'emplol dtagents

mutagénes pour l'obtention de non muqueux, Dans deux cas sur SLX,

l'isolement de pigmentés a eu lieuv sans agent mutagéne et les méthode

-

préconisées par d'autres auteurs (GILLHJLJ, page ?90) pour obtenir

0N

des pigmentés & partir de souche "sporulantes® ne font d'a
rnon plus intervenir d'agents mutagenes,

Pour llisolement de mutants auxotrophes, chez les scuches
naturelles, les agents mtagénes se sont révélés totalgment inefficaces
et aucune autre méthode n'a été employée (la méthode indirecte

proposée par SCEVIN

108, entrainant systématiquement des

altérations des aptitudes symbiotiques). Far conire, avec la souche 1-59,

X

des auxotrophes ont été obtenus avec tous les agents mutagénes essayés,
et en grand nombre,
L'hypothdése selen laquelle la souche 1-99 ne seraitf pas un

~

Phl"oblvm ne nous semble pas pouvoir &tre retenue, malgré ses caractére
iyt b

")

aberrants. En cffetr, d'aprés les observations de GILLBERG (page 126 ) et
les ndtres, l'apparition simultanéde de plusieurs caractéres anormaux
semble &tre la régle chez les rutants pigmentés, qui constitueraient

ainsi un .groupe atypique, mais a inclure dans le genre Rhizobium, &
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cdté du groupe trés homogéne et stable, seul reconnu jusqulici, des

infecticuses, non

souches isolées da

s ne permettent pas de savolr pourquol les

nos e¢ss

contrairement & lo souche 1-9%, prisentent une grande résistance aux

traitements mutagénes,
Le fait que la souche 1-99, & la différence de celles utilisdes
L $
dans cette €tude, soit non-muqueuse, ne peut &tre mis en cause, pulsque

la souche 1-9% dérive elle-.md

o

par mutation, d'une souche rmigucuse

et que dans deux essais avec des mutants non~magueux (720 I3 et 15 K1)

s

nous ntavons pas obtenu de meilleurs résultats qu'avec les souches

miquenses, On ne comment le macus pourralt entraver

Tlaction des agents rutagénes utilisés et cecl est confirm® par nos

observations sur la mortalité qu'ils provoguent : la 2-aminopurine

nhibe fortement la croissance, la nitrosoguaenidine et les UV provoquent

we forte mortalité, chez les souches muqueuses comme chez les autres,
I1 n'existe pas non plus de relation apparente entre la

pigmentation de la souche 1-99 et sa houte mutabilité., GILLBERG {1969b,

400) a montré au contraire cue les Rhizobium pigmentés avaient une
/ * i i

P

résistance accrue aux UV. Néanmoins nous n'avons falt aucun essai
dfisolement de mutants & partir des socuches pigmentées que nous avons
obtenues).
Une différence de sensibilité aux agents de sélection
(pénicilline) euntre la souche 1~99 et les autres souches utilisées
ne peut non plus &tre mise en cause, pulsque tous les auxotrophes
dérivés de la 1-99 ont été obtenus sans l'aide de la pénicilline,
Aucun caractdre connu de la souche 1-99 et abgent éhez les

Py

autres souches ne scemble pouvoir €tre mis en relation avec sa haute
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mutabilité,

Nos résultats concernant 1'iscls de mutants aunctrophes

de Rhizobium (souche 1-99 exceptée) confirment ceux des autres auteurs
(page 153 ) & ces mutants sont trés ri sres, les exigences généralement

partielles et la réversiocn fréquente,

-
3
(‘ N
ot
23}
ot
o
As

-

vers l'auxotroenhie sont ou qutil existe chez

un systéme particulidrement efficace de réparation de 17ADH,

La seconde hypothése expliquerait que la réversion soit

(';“!

fréquente meds s @on puisse isoler assez facilement des rutants

N

résistants aux antiblotiques, non muqueux, pigmentés, inefficients,
nen-nodulants ou & caractéres sérologiques changés. Tous ces faits

seraient par contre compatibles avec la premidére hypothése, qui
expliquerait en outre qu'on ne trouve pas de mutants exigeants, mais
seulement dépendants. I) est possible que les cellules de Rhizobiun
sojient trés peu perméables aux acides aminés qul ont généralement
un effet nul ou défavorable sur levr croissance. Néanmoins la
toxicité de certains dfentre eux fait penscr qu'une certaine
perméabilité existe et les souches & croissance stimulée par les
cides aminés (K5 N1) ne sont pas plus sensibles que les autres &
ltaction des agents rmtagénes.
I1 existe de toute fagon chez les souches naturelles de

Rhizobium une résistance & l'action mutagéne de la nitrosoguanidine,
de la 2-amimpurine et des UV, pour tous les génes, y compris ceux qui
mitent naturellement ou aprés action des phages(mucosité, pigmentation,
caractéres sérologiques, efficience, infectivité). Tous les agents

matagénes utilisés dans cette étude ot dans les travaux dtautres
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auteurs sont des agents de substitution ou de petites délétions et il

8ire obtenus avec deg

¢st possible que positifs puis

Bl

agents de grandes délétions, De toute fagon, i'usage des UV senmble 2

condammer, la plupart dos mutants obienus par ce moyen ayvont verdu tout

ou partie de aptitudes synbloticues (T20 N3 dans notre &tude

et mutants cbtenus par JANSEN et col. (1968, 401) et KOWALSKI ( 1970, 402).
Enfin, pour expliguer gue les nutations, quand olles se
manifestent, portent sur plusisurs caract

&

un effet pléiotropique, Un tel effet a &té invoqud

403) pour expliquer qu'd partir de mutants

“ £ . 2

inefficients, on peut iscler des réverses adénine-indépendants, qui

sont tous efficients. Fy 404 3 1970, 405) 3 proposé
la m@me explication pour le nfme phiénoméne obgervé avec des résistants
a certains antibiotiques et des thimmine-dévendants.

Néanmoins, le nombre rfme das mutations (résistance aux phages,

aux UV, aux températures élevées, a certains antibiotiques, pigmentation
dépendance pour 1l'adénire, la thiamine, la riboflavine...) qui sont

accompagnées de modifications des propri¢tés symbiotiques, semble
condamner cette explication,

On peut par contre supposer que chez les Rhizobium, les
matations affectent plusicurs caractéres, parce que ceux-ci sont
gouvernds par des génes liés en unités importantes, Pour échapper
au systéme de réparation, les mutations devraient alors correspondre
a des altérations en bloc d'importants fragments d'ADN, ce qui

expliquerait que de nombreuses mutations soient létales.
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entraine la résictance & la né

perte diefficience

autres antibiotiques ou antir
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symbiotiques, variables suivant les souches et

(sci ¢y 1954,406 7 19674075 1958,408), On n rien des

- N

propriétés symbiotiques des mmtants réverses sensibles a ces inhibiteurs.

L'awxotrophie améne parfois des modifications d

oy

1 comportenent

- La dépendonce pour la
l'histidine mais pas le pantothéna

[NCHAMER, 1959,409; 1970C,410
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retrouvent leur efficience, Parfois l'addition au systéme bactérie-plante

héte du composé exigé (4dénine, thiemine, riboflavine) redonne 1'efficience
4 la symbiose (SO .
- La résistance aux phages eméne égzlement des modifications des

1OV A

aptitudes symbiotiques, mals pas systématigquenent (XLECZXOUSKA, 1950,414).

Per contre, llacquisitlon d'une pigmentation entraine tajours la
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1tinfectivité qulum et BALDVIN, 1932, 415 3 1933, 416) (Mc CALLA, 1937,

\

417) (GILLBERE, 1949a, 416 ; 1969b, 419)! . Selen GILLBERG (19550 , 420) elle

aux UV et aux températures élevies, La-

perte de la pigmentation améne le retour & L'efficience et a la
sencibilité aux UV et températurss élevées, Infin, concernant la
1,

structure des génes de 1'efficience gt de la nodulation, on sait

sculement que les UV, 1'acriflavine et 1'acridine orange indulsent

la perte de l'infectivité (JAN 1968, 421 ; NIGASHI, 1$87, 422},

t

Ces dernidres chservations font penser que les déterminaats

énétiques des propriétés symbiotiques chez i zobium sont portés par
q ; q -0Lluin

facteur Yextranucléaire'.

pas de tirer de conclusion ni en ce qui coy

0

[{a]
e
o
s’
I
o

-
=
et

d'infection et de Ffixation d'azote, ni sur la nature de
les gouvernent,
Ceci est dl au fait qu'il est difficile d'obtenir des muatants

avec les souches infectieuses de Rhizobium, tandis que les souches qui

mutent facilement (1 99) ont perdu leur infectivité,

Notre but en commencant cette étnde était de trouver des
souches infectieuses capables de muter et présentant des caractéres
intéressants (non micosité, éventuellement pigmentation et formation
d'étoiles).

I1 nous a &té possible d'obtenir des Mu  sans que les
propriétés symbiotiques ne solent altérées. Aucune des souches ne forme
d'étoiles dans les conditions normales de culture, mais un moyen a
été trouvé, au moins pour une souche, de provoquer cette formation,

P

D'autre part, il a été possible avec deux souches d'obtenir des pigmentés,

~

mais ce caractére 2, 1ié & la perte de 1l'infectivitéd, ne peut &tre utilicsé
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pour 1'étude génétique d
co3sible d'iscler des

moyen de les identifier

Des techmigues d'étude des propriétés symbiotiques sont également au

point pour 1'étude de mutants

Or, les deux souches qui ont

(T 20 S5 et K5 ,7) proviennent respectivenment de Trélfle et de Luzerne,

2

a dériciences métaboliques & partir de ces deuwx souches, par d'autres

moyens que ceux utilisés dens cette étude, mérite d'€tre entreprise,
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