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I - AVANT-PROPOS

La fixation de l'azote de l'air et sa transformation en matiére
organique, qui sont le fait de quelgues micro-organismes bien particuliers,
coenditionnent la productivité biclogique de la plupart des zones fertiles du
glabe.

Cette fixation s'effectue dans la nature non seulement grice a

des bactéries libres des genres Klebsiella, Azotcbacter et Clostridium, mais

également, et pour la majeure partie, par les bactéries du genre Rhizcbium ;
qui entrent en synbiose avec les légumineuses (1 34 ). Au cours de cette
association, la plante regoit de la bactérie une source d'azote directement
assimilable sous forme d'ion amonium. Dans le cas contraire, il faut employer
des engrais azotés sans forme de nitrates. Or, lorsque l'on connait leur prix
de revient sans cesse croissant, on camprend pourquoi depuis une dizaine
d'années, de nombreux laboratoires de par le monde étudient les moyens d'amé-
liorer l'efficacité du phénoméne de symtiose par des actions sur le Rhizcbium
et le couple plmte-bactérie'.

Pour ce faire, la connaissance approfordie de tout ce gui peut
modifier de prés ou de loin la fixation d'azote est nécessaire.

aAinsi, pour transformer les espéces bactériennes, les manipulations
génétiques offrent des espoirs irmenses. Trois moyens les permettent : la conju—

gaison, la transformation et la transduction.

La conjugaison consiste dans le passage d'une partie du géridme

d'une bactérie donatrice (mfle) vers une bactérie réceptrice (femelle)
53aovg.




La transformation correspond & la pénétration dans une

bactérie d'tn fragment de INA isolée (10 & 12).

Enfin, lors du processus de transduction, l'information
génétique est transférée grSce & un bactériophage. La bactérie peut alors

traduire les informations apportfes var le phage (13 & 18).

Au sein des Laboratoires de Microbiologie de 1'Université
des Sciences et Techniques de Lille, une équipe de chercheurs s'intéresse
plus particuliérement aux phages de l'espéce Fhizobium. Cette étude est

intéressante 3 deux titres essentiels.

Sur le plan agricole, la sélection dans le sol des souches
bactériennes efficientes pour la fixation d'azote présente 1'importance que
nous avons déja évoquée. La rhizosphére est riche en micro-organismes. Elle
contient entre autres des souches différentes de Rhizobium tant du point de
vue qualitatif que quantitatif, Une telle cchabitation implique nécessairement
une compétition entre les souches présentes. Les bactériophages de Fhizobium
interviennent vraisemblablement dans ce processus. Ils seraient alors des
instruments intéressants pour &tudier cette compétitivité dont on ne comnait
pas 1l'influence sur l'efficience ou 1'inefficience de la symbiose ainsi mise
en place.

Sur le plan fondamental, il est bien entendu utile de décrire
la morphologie et les propriétés physiques, chimicues et immmologicues des
rhizobiophages afin de les classer et les canparer aux bactériophages spécifi-
ques d'autres espéces bactériennes. Cette premiére &tape, complétée par une
approche physiologique de 1l'action du virus sur son hSte, nous améne 3 leur
intérét en biologie moléculaire. |

D'une part, ces phages peuvent &tre transducteurs. Ils permet-

tent donc d'enrichir le génome. On voit 1'intér&t que présente le fait de pouvoii

F




apporter a une bactérie le caractére d'efficience dans la fixation de 1l'azote.

D'autre part, les phénoménes de spicificité d'hSte, dommant en
quelque sorte le spectre bactérien du virus, que l'on trouve chez les rhizo-
bactériophages, ouvrent de larges perspectives de recherches. Ils peuvent en
effet aussi bien permettre d'orienter l'expérimentation sur les récepteurs
des enveloppes de Rhizcbium que sur l'existence de lysogénie ou de systémes

de restriction-modification chez cette bactérie.




IT - HISTORIQUE

Dés 1908, LOEW et ASO (19) publient un article dans lequel ils
établissent qu'une culture de BRacillus radicicola (Rhizcbium), capable d'induire

la formation de nodules sur les racines d'unme lé&gumineuse, contient une enzyme
bactériclytique, en particulier lorsqu'il est cultivé en présence d'extrait

de feuilles de pois. Ils purent en effet cbserver une clarification compléte de

la culture de ‘Rhizaobi'm en six semaines 3 25° C. Ils démontrent en outre qu'd
1l'intérieur du nodule, les bactéries :se lysent progressivement ; cette disparition
est attribuée 3 cette &poque 3 1'accumilation d'enzymes proléolytiques.

C'est & deux chercheurs, l'anglais F.W. TWORT en 1915 d'une part,
et le francais F. D'HERELLE en 1917 d'autre part (.20), que revient la découverte

du "principe lytique" qui, plus tard, fut reconnu comme étant un bactéricphace.

Entre les amnges 1920 -et 1940, un navbre important de recherches
furent entreprises pour utiliser le bactéricphage & des fins thérapeuticues, mais
sans beaucoup de succés (21).

En 1923, GERRETSEN, GAIRE, SACH et (22) idsclRrent le
principe lytigue de Bhizcbium des nodules des racines de Trifolium, de Lupini

et de Serradella. Ils cbservérent également une inhibiticn marcuée de la
culture de Fhizcbium sur milieu g€lcsé -en boite de PETRI.




En 1927, GRIONS (23) confirme les expériences précédentes -et
réussit & cbtenir des plages de lyse en utilisant un milieu g&losé 3 base de

En 1929, ISRAILSKY (24) iscle le principe lytique dans des nodules
jeunes et bien développés de Trifolium, sans y parvenir & partir des vieux nodules.
De m8me, HITCHNER (25) -en 1930 isole le principe actif 3 partir

de nodules de Trifolium pratense mais, méme en utilisant les techniques décrites

par BURNET (26) et KROSER (27), ne parvint pas 3 cbtenir des plages de lyse.
En 1932, LATRD (28) démontre qu'il n'est possible de conclure &
‘ la présence d'un bactéricphage que lorsque l'on est capable de le reproduire
indéfiniment sur sa bactérie héte.
Aprés la seconde guerre mondiale en 1945, J. KLECKZKOWSKA (29 )
&tudie la prcduction et le dénarbrement des bactéricphages de Rhizobium pisum

sur cultures de bactéries isolées de nodules. Cet auteur parvient ad standar-
diser we technique de comparaisen des Plages de lyse avec celles obtenues 3
partir de plusieurs stocks de phages. Le méme auteur tente d'expliquer 1‘'appa-
rition de la résistance au phage chez Rhizobium pisum.

Ce n'est qu'en 1959 que 1'cbservation des virus du régne animal,
végétal et micrcbien est devenue possible apres la découverte de la micrescopie
€lectronique et grice aux techniques de coloration négative.

En 1360, D.E. (30 ) dBcrit la structure fime de vingt deux
phages de provenances diverses. En 1961 - TAKANASHI et C. QUADLING décrivent
la lysogénie chez Bhizobium trifolii (31 )

‘En 1965, E.A. SCHINGHAMER (32) met -en évidence la modificatien
contyGlée par 1'hdte du phage chez Rhizcbium Jlequminosarum et trifolii apreés




KOWALSKI (33) isole, en 1966, vingt quatre phages tempérés de

Rhizobium meliloti dont un, le phage L5, posséde une activité transductrice

(13) . Cette découverte augmente les possibilités d'études génétiques jusqu'ici
accamplies surtout & l'aide de systémes de transformation (BALASSA, 1963, (34) ;
EILLIS et coll, 1962, (35) ; ZELAZNA, 1963, (36), 1964 (37) et GABOR, 1965, (38)

et de conjugaison (39, 40, 41).

BARNET Y. .M. et J.,M. VINCENT (42), en 1970, cobtiemment la conver-
sion lysogénique chez Rhieckium trifolii. En 1972, BARNET Y.M. (43) entreprend

des expériences pour provoquer la contraction de la proté€ine phagique de la
queve et déterminer son réle dans la spécificité d'hSte et dans le transfert du
matériel génétique.

En 1967, KOWALSKI (13) décrivit un systéme de transduction chez

Rhizobium meliloti qui permit ‘en 1972 & KOWALSKI et DENARIE (44) de rendre

efficiente une souche rendue inefficiente par mutation.

VERVIET G. et coll. (45), en 1975, ont caractérisé des phages tem—
‘pérés défectifs d'Agrchacterium, espéce proche de Fhizchium.

PATEL J.J. (46) utilise, en 1976, le typage phagique dans le but

de classer Ehizobium Jlotus.

Plus récemment, SWAB et ccll. (18), en 1978, ont mis en &vidence

la transduction spécifique du marqueur cystéine chez Rhizobium meliloti.

Enfin, DALIMANN G. et coll. (47) ont &tudi€ la carte génétique du

Phage 16~3 de Rhizcbium meliloti & l'aide d'enzymes de restriction.




IIT ~RECHERCHES PERSONNELLES

L'ensemble des chercheurs du Laboratoire de Microbiologie de
1'Universit® des Sciences et Techniques de Lille, travaille sur R. meliloti
dans différents damaines : génétique, biochimique, taxoncmique, relation
bactérie-~vEgétal.

Au sein de cette €guipe, un groupe s'intéresse aux phages de
R. meliloti dans le but de commaltre leurs propriétés générales afin de les
utiliser pour effectuer les transferts génétiques, pour lyser les bactéries
conme méthodologie en enzymologie, et de dSterminer leur importance dans les
phéncménes de compétition entre souches bactériemmes dans le ‘sol.

Nous nous sammes int&grésa ce groupe qui avait iscl€ un certain
nambre de phages. Ceux-ci ant pu &tre classés en groupes homogénes renferment
des clones bien différenciés gri3ce 3 leur cbservation en microscopie &lectroni-
que et leur &tude sérologique. Par contre, d'autres rhizobactériophages n'avaient
pas pu &tre &tudiés du fait de leur fragilité. Ils se sont révelés pesséder
des propri€tés antigéniques différentes des précédents mais ils sont également
Plus lytiques vis-3-vis de R. meliloti car capables de le lyser facilement -en

Le but de notre trava:z.l a été d'étudier les phages de ce ssecond
groupe. Aprés 1'amélioration d'une technique d'cbtention des bactériophages,
nous nous ‘sormes intéressé 3 1'étude des paramétres physicochimicues de 1'in—
fection (conditions de culture et composants du milieu) afin d'expliquer le
camportement de 1'ensemble des phages vis-a-vis des R. meliloti de notre
collecticn.




Dans un second temps, en affinant les techniques d'cbtention,
nous avens effectué des cbservations au microscope €lectronique pour caracté-

riser les phages de ce groupe.

Enfin, nous avons aborde l'étude de la spécificité d'h&te pour
préciser certaines particularités de la relation virus - bactérie hote.

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé des techniques
veriées. Ainsi chaque chapitre de ce mémoire comportera un paragraphe
"Matériel et Methodes".




Chapitre 1

OBTENTION DES PHAGES




! B

Les bactériocphages sont trés répandus dans la nature. Ils
peuvent -&tre présents dans la terre, dans l'eau, etc... mais &galement, ils

peuvent exister sous forme de prophage c¢ans les bactéries lysogénes.

Les méthodes les plus pratiques pour cbtenir des bactériophages
de R. meliloti sont :

1° - de rechercher dans la terre les phages virulents, ou,

2° - de soumettre des Fhizcbium & des agents mutagénes.

Nous avons utilisé les deux méthodes.

A ~ MATERIEL ET METHODES

I - SOUCHES BACTERIENNES

Mous avons utilisé les 'souches suivantes de notre collection

& ;‘Rc mw:@ti *

) - ! » . . N ; - B . R ot I
1° = M5, MNy, M, My S, M8, M)3S, M S, M S et 15,

2° - Ia souche 2011 Stro et son mutant 2011 St23 (DENARTE-VERSATLIES) .
3° - Les souches ,1;431,, s 23, Is 18, Iis 5 Bet Iis 51 B nous ont

été aimablement fournies par OBATON (INRA -~ TIIJGN).




IT -~ MILIEUX
a) Milieu RC (48)
Phwmate dimwssiqm (K2H PO4) 0 R0 000000 S 0:6-0.0:00:0:088 88 1

Sulfate de mgrlésim (MgSO4’ 7 Hzo) 9 B0 09 P B89 -0 018088108 ®0 0'2

EXtrait de levure (Di'fCO) 9 0.0 8-0.0.6 00 9.0 0:0.0:6°00:0-0:00:0:9°9 000888 l

= a a

Eau disti.llée q». S’.pl 0 0000680006 0-0:0:6-8-0-00-0:40 00:0-08:0-006-0.0 6 88 l

Le m eSt ajllsté a 7'2 .8 e ‘7'50

) Milieu RC gélosé

Miljeu RC + 15 g d'agar (Difco) ou 12 g d‘agar (Biomar) /1.

Ces deux milieux sont stérilisés 3 120° C pendant 20 minutes.

¢) Source de carbone

Une solution .agueuse de sucre (gluccse) est préparée a la

concentration de 40 pour 100 et utilis&e 3 1 pour 100.

Les vitamines Bl et H sont utilisées 3 des concentrations

respectives de 10 et 0,5 Fgﬂml.

) Milieu gglose bactériop

Phosphate disedique (:Na‘2 H POy, 12 Hzo) wmanneinesnsanens Op45 g
Sul‘fa‘he de *Sﬁim (5&4 Na’z‘, 10 Hzo) T R R R RUXT BT R R PURL PYRVRY ST T R LY ‘.O;"®6 g
\Ni't:ra‘be @ pOt’aSSiﬁIn (mOB) B B BB UG BB WB G <@ 2058 T @ 1 5B B B <@ @ 0O @B Q'®6 :9

Chlorure ferricue (Fe Cly : 1 ml de la solutien 1 p 100) 0,0l g




Chlorure de calcium (Ca .Cl: . 2 'HZ‘O) tessscssssssnesesess 0,06 g
Chlorure de magnésium (MgCl,, 6 Hy0) weeveeenerecaseenes 0,109
Eau AisStillee Q.SePe sencscessensncesssscsnsccnoseseases L 1

La source de carbone, les facteurs de croissance et la gélose

bactériophage sont stérilisés & 105° C pendant 30 minutes.

III - ISCLEMENT DES PHAGES

Huit échantillons de terre ont &té prélevés dans différents

champs de luzerne (Medicago sativa) :du Nord de la France. les pieds de luzerme

sant déracinés doucement et la terre en contact avec les racines -est prélevée.
Si des nodules sont présents sur ces racines, on les sectionne en prenant bien

:soin de ne pas les blesser.

20 ml du milieu RC (48) en présence des nodules Ecrasés. Aprés hamogénéisation,

la suspension est placée :en agitation .3 30° C pendant 18 heures ; -elle est ensui-
te filtrée d'abord sur papier puis sur filtre Millipore de porosité 0,45 ; des
gouttes du filtmat smt .ensuite déposées @ la ssurface de bcltes de PETRI ensemen—
cées de fagon avec différents R. meliloti de la collection du laboratoire.

Aprés 18 heures 4‘incubation 3 25° C, la présence de phages se
traduit par 1'apparition de plages de lyse au sein du tapis bactérien.

Aprés trois isclements wsuccessifis sur R. meliloti & partir
we 3 + 4° C. Au furet @

d'upe plage de lyse, le phage ainsi purifié -est cons
mesure des besoins, il sera toujours reproduit sur la mEme souche de R, meliloti.




<12~

2) Recherche et traitement des souéhes lvsogénes

Une bactérie lysogéne posséde et transmet 2 sa descendance le
pouvoir de preduire dans certaines émditions des bactériophages en 1'absence
d'infection. Elle héberge et perpétue un &lément spécifique appelé prophage.
Ia probabilité de production spontanée de phage -est trés faible et varie de

1076 2 1072

selon le systéme lysogéne, Pour certaines :souches de bactéries dites
non inductibles, on ne peut modifier cette probabilité. Pour d'autres, la preduc—-
‘tion de phages peut &tre déclenchée 3 volonté dans la totalit® de la population
bactérienne ; ce st les souches inductibles. Sous l'influence d'un agent induc-
teur, la phase vEgétative est déclenchée ; des phages ‘sont produits -et la bac-
térie est lysée. Parmi les inducteurs, citons : les rayons ultra-viclets (U.V.),
les rayons X, les ypérites azotées, les péroxydes organiques et la mitomycine C.

Nous ‘avons recherché les 'souches lysogénes de notre collection
‘en -employant les rayons U.V. et la mitamycine € ccmme inducteurs.

Ces souches lysogénes &tant ainsi G6celfes, nous avons réalisé
da multiplication du phage preduit sur sa souche sensible de R, melilotri de
mnotre ‘collection.

a) Action du rayonnement U.V.

L'irradiation -est dbtenue -en soumettant wme culture de

Je de croissance dilufe au dixieme (enviven
;;]."O::8 bactéries/ml) , 3 une lampe génratrice de rayons U.V. ; la culture est

agitée doucement pendant -toute :La durée de 1'expositicn.

L'efficacité du raymnnement est fonction de trois papamétmes
qui sent : la "puissance" de la lampe, la distance entre la lampe et la culture,
-et le temps 4'irradiation.




Nous avons déterminé que pour la lampe de "puissance”,
30C exgs/ sz que nous avions en notre possession, nous devions exposer la culture

& 0,6 m pendant 120 secondes.

Le contenu irradié est placé dans un tube de 20/2C0
recouvert de papier aluminium pour empEcher le phéncméne de photo-réactivation.
Aprés 18 heures au bain-marie & 30° C en agitation, la culture est centrifugée
4 8 800 g pendant 20 minutes. lLe ‘surmageant est passé sur filtre Millipore de
porositd 0,224 .

Les bactéricphages produits sont détectés selon la technique
des plages de lyse décrite précédemment.

Pour cette expérience, nous avons irradié les :souches :

stS, MSNJ.’ M_Q’S, M].BS' ‘M14S, 2011 Strs et 2011 StrR.

b) Action de La mitomycine C

Cet antibiotique posséde un pouvoir mutagéne et peut
induire la libération du prophage. Des essais préalables ont &t€ nécessaires
pour déterminer le degr® de sensibilité des souches de R. meliloti & ce produit.
Nous avons montré€ que la mitomycine C peut @tre -employée @ la concentxation de
S ug/ml, en présence d'une ‘suspension bactérienne de turbidité initiale D.O.,q,
= 15, Aprés la lyse de la culture, le milieu -est centrifugé et filtré : la suite
des opérations est la mime que celle décrite précédemment pour 1'isclement des

souches ‘de Ja berre.

Pour cette .expérience, nous avons utilisé les souches :
MN,, M,oS, 2011 Sti°, 1B, Is, A, et Isc B.
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IV -~ MJILTIPLICATION DES BACTERIOPHAGES

Lorsqu'un phage est isclé, il faut le reproduire sur sa bactérie
hote afin de powon.r le conserver et l'étudier. Il existe plusieurs techniques
pemrettant d'cbtenir des quantit®s plus ou moins importantes de phages. Avant
de 'se multiplier 'sur la bactérie héte, un phage s'adsorbe sur la paroi et
injecte son acide nucléique dans le cytoplasme. Cette adsorption dépend du
nombre de phages utilisés et du milieu d'adsorption notarment de sa concentra-
tion ionique,de son pH et de sa température. lorsque le bactériophage est fixs
d'une fagon irréversible, l'acide nucléicque viral est injecté dans la éelltile
bactérienne., le métabolisme de celle-ci est alors détourmé au profit du virus.
Son développement se tradtﬁt par la lyse microbienne concrétisée par une clari-
fication en milieu liquide ou l'apparition de plages @e lyse plus ou moins
nombreuses en milieu solide.

Afm d'avoir une idée la plus précise possible de la quantit® -de
bactéries que :nous soumettons 3 1l'acticn des phages, il nous a semblé intSressant
4 "étiéier le nonbre de bactéries présentes dans le milieu -en fonction de la
densit® optigue lue & 600 mm,

L'expérience est réalisée 3 30° C en agitation rotativesous uwn
voluve de 50 ml dans wn erienmeyer de 300 ml. Le milieu de culture -est le R.C.
glucesé & 1 pour 100. Ia souche employée st la M;3S. La zore de densit® eoptigue
Btudi®e est celle cemprise entre O et 100. Les résultats cbtenus sont consignés
dans le tableau 1 et la figure 1.




' :
§ DENSITE CPTIQUE ! NOMBRE [E BACTERIES g
g (D.0. 100) ; PAR ML g
g z §
§ 4 §
g 5 ! 3,6 . ,103 g
§ 10 ! 8,8 . 10 §
g 15 : 2,1 . 108 ‘g
§ 20 ! 2,7 . 10° §
g 25 ! 3,5 . 10° g
§ 30 ! 4,1 . 10° §
g 35 ; 5,0 . 10° g
§ 40 1 6,1 . 10° §
g 45 X 6,9 . 10° g
§ 50 ! 7,5 . 10° §
g 55 . 8,0 . 10° g
§ 60 1 8,8 . 10° §
g 70 : 9,2 . 108 g
§ 80 1 1,1 . 10° §
g 90 h 2,1 . 102 g
§ 100 1 2,9 . 10 §
g 110 . 3,3, 10° g
§ 1 §
e ————— e e e 5

TABLEAU I : Nonmbre de bactériespar ml -en fonction de la
densité gptigue d'une culture de la souche M, ;S
de R. meliloti.
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EIGUPE | - Densité copticue d'une culture de Phizcbiur meliloti ‘en
‘Tilieu R.C. glucosé, en fonction du norbre de bactéries.

D.O.x 100

+100

+15

¥50

;lfo N.BACTERIES / ML
10 108 109 4010
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1) Multiplication en milieu solide

| Nous avons utilisé la technique dite de double couche (49 ).
A 0,1 ml d'une suspension phagique est ajouté 0,3 ml 4'une culture en phase
expcnentielle de R. meliloti sensible. Aprés 20 minutes de contact, on ajoute
au mélange 3 ml de gélose molle 3 7,5 °/o0 d'agar (gélose bactériophage)
maintenue liquide & 45° C. le tout est cculé 3 la surface de boItes de PETRI

contenant du milieu R.C. gélosé, glucosé et vitaminé.

Aprés 18 heures d'incubation & 25° C, la gélose molle dans
lagquelle se sont multipliés les phages est placée dans un tube, additionnée de
2,51l de R.C. et de quelques gouttes de chloroforme, homogénéisée et laissée
pendant 20 minutes 3 la température ambiante. |

Aprés centrifugation & 8 800 g durant 15 minutes, le surnageant
cantenant les phages est définitivement débarrassé des derniers d€bris bactériens

par filtration sur membrane Millipore de porosité 0,454 .,

Le stock de phages est ensuite dosé et conservé & + 4° C.

2) Multiplication en milieu liguide

Une souche sensible de R. meliloti en phase expcnentielle de
croissance en milieu R.C. (sous wn volume de 3 ml) est infectfe par les phages
prélevés & l'aide d'un fil de platine dans ume plage de lyse dbtenue sur milieu
solide. |

Aprés la lyse des bactéries, qui se traduit par une chute de
la densité optique, la suspension est centrifugée et filtrée dams des conditions
identiques aux précédentes.




3) Déncrnbrement

Le dénonbrement des phages contenus dans les suspensions réali-
sées selon les techniques précédentes constitue le dosage du stock. Trois métho—

des peuvent &tre utilisées :

a) Numénation des plages de Lyse en milieu solide

- Des dilutions appropriées de la suspension phagique sont
ajoutées a des cultures de la bactérie sensible. Une partie aliquote de chacun
des mélanges est coulée sur un milieu g€losé permettant la croissance bactérien—
ne et la multiplication des phages qui se manifeste par l'apparition de plages
de lyse dans le tapis bactérien ; ces plages sont comptées et les r@sultats sont

exprimés en ncrbre de phages par nl de la suspension originelle.

b) Détermination de La dernidre dilution Lytigue

11l s'agit de déterminer la plus petite guantité de suspension
phagique capable de lyser ume culture de la bactérie sensible. En considérant
qu'm seul phage peut détruire la culture bactériemme, on mesure ainsi le nombre
de particules phagiques dans la préparation.

c) Mesune du temps de Lyse

Les phages et les Lactéries sensibles sont mis = en contact
et on mesure le temps nécessaire pour cbtenir wne diminution de la turbidimétrie
du mélange jusqu'3 une valeur arbitrairement fixée. Ccrmaissant les dilutions
phagiques utilisées, ce temps de lyse penmet de déterminer la ccneentration
initiale en thages car il est .inversement proportionnrel au logarithme de cette
coneentration. Le résultat est exprimé en unités arbitraires définies par 1'appli-~

cation de la méthode 3 un témoin constitué d'une suspension phagique connue.




Nous avons pour notre part choisi la premiére méthode en
utilisant la technique de la double couche et les milieux décrits précédemment.

B = RESULTATS ET COMMENTAIRES

Des échantillons de terre analysés, nous avans cbtenu 20 phages
donnant des plages de lyse ¢'aspects différents sur R. meliloti. Elles peuvent
&tre claires ou troubles, parfois entourées d'un halo plus ou moins limpide.

Ieur taille est &galement variable.

Par la suite, deux variétés du phage 11513 ont été isoclées : l'une
présente des plages de lyse claires (q>l3 c)" 1'autre des plages entourées d'un
halo (q>l3_h) .

Parmi les scuches de Rhizobium soumises aux rayons ultra-violets,

la M,,S et 1a 2011 s*c.rS se sont révélées porteuses d'un prophage. Elles nous

ont permis d'iscler les phages M, et $2011 Str°.

Enfin, chez la souche M., qui s'est avérée lysogéne, la mitamy-
cine C a induit la sortie du phage®M_;.

Dans le tableau 1II, nous avons reporté 1'enserble des bactBrio-
phages gque nous avons isolés ainsi que les concentrations cbtenues sur les
R. meliloti sensibles corre:

L'isolement de ces phages, leur multiplication ainsi que leurs
dénabrerents ont €té exclusivement réalisés sur milieu solide. Cette technique

a un avantage certain, celui de permettre de contrSler l'aspect des plages de
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lyse au fur et a mesure des expériences et de déceler, le cas échéant, toute
modification morphologique. Cependant, elle entraine e perte partielle de
phages ; ceux—ci restant empriscnnés dans la g€lose, et ne pouvant pas &tre
récupérés.

La technique de multiplication des bactériophages en milieu
liquide présente elle aussi des inconvénients. Elle -est scuvent appréciée
en suivant la baissede la densité optique de la culture ; cependant, 1'appa-
rition de bactéries mutantes résistantes au phage peut modifier les résultats.
Cet inconvénient est d'wme importance considérable lorsque l'on effectue une
lyse en continu car alors ce sant ces bactéries qui se multiplient et la pro-
duction de phages est arrftfe puisqu'ils ne peuvent plus se développer sur les

mutants résistants.

‘En culture discontinue, si toutes les bactéries ne sont pas
lysées au cours du premier cycle lytique, on assiste & une augmentation de
da turbidité suivie d'une diminution de celle-ci refl&tant we nouvelle lyse.
A la fin de la lyse, un nombre non régligeable de phages restent adsorbés sur
les enveloppes des bactéries lysées et lors de la premifve centrifugati

scnt entrainés dans le culot.

Les dénconbrerments re reflétent donc pas tout-3-fait le nembre de

particules phagiques "viables" présentes dans la suspension.

Bn 38pit des inconvénients inhérents 3 ces techniques, elles nous
ont permis d'dbtenir des stocks de phages titrant environ 5.10° particules/ml.
Il est nécessaire d'cbtenir de telles ccneentraticns afin de pouvoir, le cas
échéant, faire varier le rapport phage / bactérie, lors de l'infection "in vitrc"




Chapitre II

ETUDE DES BACTERIOPHAGES
CAPABLES,DANS NOS

CONDITIONS EXPERIMENTALES,

EN UABSENCE DE Ca?* ET Mg2




Au cours des expériences de multiplication des phages en
milieu liquide, nous nous sommes apergusque certains d'entre-eux ne lysaient

pas R, meliloti dans nos conditions expérimentales.

Sur dix huit phages isolés des €chantillons de terre, onze
sont incapables de lyser R. meliloti en milieu liquide. Dans la suite de notre

travail, ils sont appelés "phages lyse solide ou L.S.".

Les sept autres capables de lyser Ehizcbiumr en milieu liquide

sont appelés "phages lyse liquide ou L.L".

L'étude de ces sept phages a fait 1'objet d'une publication(50 )

dont les résultats sont repris dans ce chapitre.




C. R. Acad. Sc. Paris, t. 284 (9-mai 1977) Série D - 1851

MICROBIOLOGIE. — Etude des bactériophages de Rhizobium meliloti (') Note (*) de
Michel Werquin, Mohamned Tahar Ben Brahim et Draga Krsmanovic-Simic, présentée
par M. Jacques Tréfouél.

Parmi les bactériophages de notre collection. sept d'éntre-eux. capabiles de tyser Rhizobium melilon
en milicu liquide en I'absence de Ca*” ou Mg-" sont étudiés. L'ensemble de leurs propriéiés les
différencie nettement des phages incapables de lyser Rhizobium meliloti dans les mémes conditions.

Among the bacteriopiuges m our collection, seven are studied which can lyse Rhizobium meliloti in .
liquid medium in the absence of Ca*™ or Mg*™. The total of their properties clearly differentiates them
Sfrom phages which are unable 1o lyse Rhizobium meliloti under identical conditions.

Nous avons isolé de nombreux phages de Rhizobium meliloti des terres du Nord de la
France et dans une note antérieure (%), nous avons étudié et classé selon leur morphologie
et leur spécificité d'hote certains de ceux-ci présentant la particularité de ne pouvoir
lyser les bactéries en milieu liquide en absence d'ions Ca?* ou Mg**. En effet, les
phages provoquant la lyse bactérienne dans tous les cas en milieu liquide n’avaient pu
étre examinés au microscope électronique du fait de la fragilité de leurs structures. Dans
ce travail, nous avons tenté de caractériser ces bactériophages en nous basant sur leur
inhibition par les sérums antiphages. leur spécificité d’hote et leur degré de dépendance
pour les ions Ca®™ et Mg?* pour lyser le Rhizobium en milieu liquide.

MATERIEL ‘ET METHODES : — Souches bactériennes — Ce sont celles décrites précé-
demment (*).

- Bactériophages — Trois souches appartenant aux trois premiers groupes de la
classification de Bradley (*) ¢tudiées duns lu Note antérieure ont servi de référence. Il sagit
des souches CM, (Groupe A), NM, (Groupe B) et MM, (Groupe C), capables de
lyser Rhizobium meliloti en I'absence de Ca®~ ou Mg?™, seulement en milieu gélosé (Lyse
en milieu solide = phages L.S.). Les sept souches pouvant lyser .en milieu liquide en
I'absence de Ca** ou Mg “ (Lyse en ‘milieu liquide = phages L.L.) sont les suivantes :

@4, PS5, 06, ©7, ©9, ®11 et D i2.

Les stocks de-phages sont obtenus selon la méthode d’Adams (*)et titrent 10° 4 10'° par-
ticules infectieuses par millilitre.

— Préparation des sérums anti-phages — Ceux-ci sont obtenus par injections succes-
sives a des lapins de 1 ml de suspension de phages additionnée du méme volume d'adju-
vant complet de Freund. A

Le pouvoir inhibiteur du sérum est donné en valeur de K (*), consiante d'inhibition
correspondant a :

) w D, Py - : ‘

K=23 Y log P (D étant la dilution du sérum; t, le temps de contact avec la sus-
pension de phages ; P, et P le nombre de phages infectieux.avant et aprés action du sérum).

— Lyseen milieu liquide en présence d'ions Ca?™ et Mg?* — Les Rhizobium en phase
exponentielle .de croissance en milieu RC {°) sont dilués au demi sous un volume de 4 ml
dans ‘le méme milicu contenant soit du CaCl, 4x 107* M soit du MgCl, 3x107* M.
Les phages sont ajoutds sous un volume de 0.1 ml. Aprés 18 heures dincubation a 30°C
les densités optiques sont lues & 600 nm sous une épaisseur de 1 cm.

-23-
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1852 — Série D C. R. Acad. Sc. Paris, t. 284 (9 -mai 1977)
Taseeau |
Antisérums
Buctériophages
M, NM, MM,
CM, . . .. 180 0 0
Phages LS § NM, . . . . .. .. . . ..o 0 246 0
l MM, . . . oo 0 38
Q4 .. L 7.6 17 0
L 0 0 0
D6 . . ... 0 0 0
Phages L.L <®7 . . . . . . . .. ... L. 0 0 0
D9 . . 45 0 0
23 0 0 0
O12 ..o 10 8.5 0

RESULTATS : Dans le tableau I, sont comparées les valeurs de la constante d’inhibition K
des sérums obtenus a partir des phages LS. vis-a-vis de ces mémes phages et des
virions L.L. Les 3 sérums antiphages CM,, NM, et MM, possédent une constante
d’inhibition K élevée pour les phages correspondants. Ceci traduit une inhibition supé-
rieure @ 90 7, et une grande spécificité. Par contre, U'inhibition des phages L.L par les
sérums antiphages L.S est nulle ou trés taible. La propriété de ces phages dc lyser en
milieu liquide sans .apport de Ca®" ou Mg?™ est donc un caractére distinctit important.

‘TasLeau 1

Souches de ‘Rhizohium meliloti

Bactériophages L.L M N, M,S M ;S (*) M,S M;,S M, S M S
o4 ... - - -+ - -+ - +
K - - + - - +
@6 .. .. ... + -+ + + + -+ +
o7 . -+ -+ -+ -+ -+ + -+
L -+ + + + + + +
DI + + -+ -+ + -+ +
Q1R ... + + + + + + +

(*) Les différents bactériophages L.L sont multipliés sur 1a souche M S.

Ces trois sérums ne permettant aucune distinction -entre les sept phages L.L. nous
:avons -essayé de les classer selon différents critéses.

1° La spécificité d*hoéte (tableau II) : le comportement des phages L.L vis-a-vis
des souches de notre collection permet de grouper d’une part les phages @6, ©7 et $ 12,
d’autre part les phages ®9 et @ 11 et.enfin les phages ®-4 et & 5",

2% Reéaction avec les sérums antiphages L.L : pour vérifier la réalité des groupes
déterminés précédemment. nous avons utilisé les sérums anti-phages obtenus par injection
des phages®4, ©6. ®9 et ©12. Les résultats sont consignés dans le tableau 111




C. R. Acad. Sc. Paris, t. 284 (9 mai 1977) _ Sériec D — 1853

Tasriav 1]

Antisérums
Bactériophages D4 b6 9 ®12
" ®4. . L 57 71 100 104
) OS5 L 78 100 118 100
*)- ®6. . . ... 7 104 124 90
) 7. . ... 66 103 131 ]|
Q9. . ..o 157 135 195 109
¢ L 80 71 154 83
"Vew . ... 109 78 166 61

(*) Bactériophages isolés du méme ¢chantilion de terre.

On constate que les valeurs de la constante K sont trés proches les unes des autres; les
sérums obtenus 4 partir de ces 4 phages sont donc peu spécifiques des différents phages
de ce groupe. Les phages ®5' ®6 et ®7 semblent sérologiquement proches et
le phage ®9 différent des autres. On peut remarquer que les phages ® 4 et @ 12 sont moins
inhibés par leur propre sérum que par ceux correspondant aux autres phages. Ce
phénoméne a déja été signalé pour d'autres phages de Rhizobium [(®), (*)] et il peut
faire douter de la validité des résultats de !'inhibition phagique pour cette classe de
phages L.L.

‘TABLEAU 1V
Milieu RC
Bactériophages 'Sans Ca?™ ni Mg*~ Avec Ca®” Avec Mg**
Q4. . L., + e -
®5 L + -+ -
Q6. . ... + -+ + - -+ -+
7. . + -+ -+ + + o+
DY + + o+ -
L + -+t e
ADI2 L L s L -+ +- -

3) Exigence en ions Ca®* et Mg** pour la lyse en milieu liquide.

Les résultats du tableau TV permettent de constater que I'activité Iytique des phages L.L
varie selon la composition du milieu en ions Ca®* et Mg>*. La lyse bactérienne est
activée par Ca?” et inhibée par Mg>* pour les phages ®4. ®5' et ©9. Elle est favorisée

.par Ca?* ou Mg>" pour le phage ® 11 et indifférente a la présence de ces ions pour les

phages ®6 et ®7. Enfin. le ® 12 ne lyse pas Rhizobium en milieu additionné de Mg>*
et est indifférent 4 la présence d’ions Ca?™*.

ConNcLysion : Parmi les bactériophages de Rhizobium meliloti que nous avons isolés,
‘nous avons différencié deux grandes classes qui se caractérisent nettement 1°une de I"autre.
D’une part. ceux qui lysent Rhizobium meliloti en absence de Ca?* et Mg?* seulement

-2F -
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1854 — Série D C. R. Acad. Sc. Paris, t. 284 (9 mui 19, .

en milieu gélosé; ils ont une structure relativement stable et répondent spécifiquement
aux sérums leur correspondant. D’autre part, ceux qui lysent Rhizobium meliloti en milieu
liquide en absence de Ca’” ou Mg?* cnt des structures plus (ragiles et aucune commu-
nauté antigénique avec les sérums des phages de la premiére classe. Au sein de ce groupe il
n’a pas ét€ possible de classer les bactériophages seion les critéres choisis.

(*) Séance du 21 février 1977

(') Ce wravail a bénencié de I'aide ac la Communauté Economique Européenne (contrat n° 454).

*) D. KRSMANOVIC-StMiC et M. WERQUIN. C. R. Acud. Sc. Paris.. 276, Série D. 1973, p. 2745,

(*) D. E. BRADLEY, Buct. Rev.. 31, 1967, p. 230.

{(*) M. H. ApawMs, The Bacteriophages, N. Y. Intersc.. 1959,

(*) J. M. DELATTRE, Thése de Docteur Ingénieur. n® 121, Université.des Sciences et Technigues.de Lille [. 1971.
(%) R. STantEwskl, M. KowaLski. E. GoGACZ et F. SOKOLOWSKA, Acta Microbiol. Pol., 11, 1962, p. 245.
() G. J. Atxins, J. Viral., 12, 1973, p. 149.

Laboratoire de Microbiologie. .
Université des Sciences et Techniques de Lille.
B.P. 36,
59650 Villeneuve d’'Ascq.
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INFLUER SUR
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Au cours des recherches concernant les phages L.L ayant nécessi-
té des conditions expérimentales nouvelles, nous nous sommes apercusque certains
phages dits L.S. &taient capables d'effectuer la lyse en milieu liquide.

Il était donc nécessaire de mieux commaitre la physiologie de la

lyse phagique de R. meliloti en milieu licquide.

Nous avens donc réalisé des cinétiques en faisant varier gquelques
paramétres physico-chimiques afin de déterminer les conditions lytigques optima-
les non seulement pour les ssept phages précédenment &tudiés, mais pour l'ensem
ble des bactériophages de notre collection, & l'exclusion de ceux issus de souches

bactériennes lysogénes.

A = MATERIEL ET METHODES

Au cours des expériences suivantes, les conséguences de la
variation des paramétres culturaux au cours de la lyse bactfrienne sont suivies
par la mesure de la densit® optique 3 600 nm. Dans le cas ol ces lyses sont
effectufes en tube ou en -erlenmeyer, l'évolution de la turbidité est mesunie
au ‘syectz:eﬂ'xotcmét@e (ZEISS MK II) -en cuve de 1 an-de chemin optigue sur des
&chantillens de 2 ml. Si ces lyses sont effectufes durant des temps relativement
Iengs (plus de 15 heures), on utilise wme lecture de la densit® optique -en conti-

Y

nu en hiophotom

-0

e (JOBIN et YVEN).
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II - Procédés de culture

Les tubes 20/200 (sous un volume de 10 ml) ou les erlenmeyers de
300 ml (sous un volume de 50 ml) sont placés & 30° C dans un bain-marie ou sur
une table d'agitation. Ces derniers sont actionnés par un dispositif a mouvement
rectiligne ou rotatif.

Lorsque la lyse est suivie en continu, la lecture est réalisée
dans les fioles de 7 ml du biophotométre sous un volume de 5 ml. L'agitation
est réalisée 3 l'aide d'un barreau aimanté, |

IIT-Milisux de culture

Outre le milieu R C , dé&ja décrit dans le chapitre I, nous
avens utilisé également les milieux minimum R (51°') et R gélosé. Leurs composi-
tions sont les suivantes :

1) Le mifieu R
P}ws’mate dimtassiq\ﬁ (KzH PQ4)*...’...'.». S P O G090 000000000 0080888 B 0'5 g
Nitram d'mnim (NO3 NH4) P0G OBO GNP &GP0 80 0O CS 0000 e O ¢8O 808 980 0'5 g
Slﬂ-fate de mgnéSim (M9804, 7 Hzo) G800 8-0.06 800806660090 0.08600 8000 0'2 g
Eau distillée ql S/O p‘ = R AU R R B BN Y B BTN R R RY IR BN R R BT RY R BB BT R A NI N N NY NN R R AN R Y l l

le pH est ajusté & 7,2

2) Le milieu R_gélost

Le milieu R + 15 grammes d'agar (Difco).

3) Sounrce de_canbone

Une solution aqueuse de fructose est préparée & la concen-

tration de 40 pour 100 et utilis&e & 1 pour 100.
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Les cations Ca’2+ et Mgz+ sont préparés en solutions agqueuses

sous forme de chlorure et utilisés & des concentrations respectives de ~4.l()"4 M

et 5.10 % M.

Ces cing produits sont stérilisés a 105° C pendant 30 minutes.

B -~ RESULTATS ET COMMENTAIRES

I-Role de la source de_carbone

Au début de ce travail, nous utilisions le milieu R.C. glucosé -
a 1 pour 100 pour la culture de R, meliloti. Ce milieu nous permet d'cbtenir
des cultures en phase exponentielle de croissance. Cependant, il a été démontré
que la biodégradation du glucose provoque une acidification importante (52) ;
de plus, certaines souches de R, meliloti ont tendance & $S’agréger et d sédimen-
ter ce qui fausse plus ou moins la lecture de la densité optique. Les souches
chez lesquelles nous avons cbservé ce phénoméne sont 3 NS, M3S,, M5, My5S,

M28‘S’ L5 (Ls) LSSlB et parfois la souche 2011 Strs

Nous pensons que la baisse du pH du milieu pourrait &tre &
1l'origine ‘de ce phénomréne : en effet, lorsqu'on utilise le fructose & 1 pour 100
comme source de carbone, il n'y a pas d'acidification (53). Nous avens constaté
que les souches précitées floconnaient beaucoup plus faiblement et la lecture

de densité optique &tait possible aprés une simple homogénéisation.

I1 est important de signaler qu'une baisse importante de pH
influence considérablement le métabolisne bactérien et inhibe partiellement la

multiplication phagique.




Le fructose a danc été choisi camme source de carbone pour

les cultures de R. meliloti.

Dans le tableau IIInous avons reporté les résultats d'une ex-
périence montrant l'éwvolution de la densité optique d'une culture de la souche
Ml3S en milieu RHB, fructosé & 1 pour 100 et glucosé & 1 pour 100. Il est a

noter que le pH en fin d'expérience est acide.

II - Evaluation du nombre de phages & utiliser par bactérie

Une culture de R, meliloti sensible peut &tre totalement lysée
en 4 heures si initialement nous mettons en présence approximativement 20 bac-

téricophages pour une bactérie.

Mais si nous inversons cette proportion, la lyse est trés

lente et plusieurs cycles lytiques se développement successivement.

Pour étudier la lyse bactérienne -en milieu liquide dans des
ccnditiéns précises, rapides et reproductibles, nous avons recherché les con-
centrations phagiques et bactériennes les plus favorables. La souche M,,S de
R. meliloti, cultivée en erlemmeyer de 300 ml sous un volume de 50 ml de R.C.
fructosé & 1 pour 100, est .infectée par le phage P6 en présence de ca?t et Mg2+

M et 5.107*M. Les numérations de phages

aux concentrations respectives de 4,10
sont effectufes aprés 18 heures, mais la lyse est suivie par mesure de la

densité optique durant 32 heures.




il

g : D.O. de la culture de : D.O. de la culture de °*
§ Heure du prélévement | M, 1S en présence du \ M13S en présence du
§ , glucose (x 100) . fructose (x 100 )
| 1
§ ! ;
§ ! !
g 4 heures : 49,0 ' 47,5
g 6 heures : 62,3 , 61,0
g 8 heures , 86,5 : 95,0
g 20 heures : 160,0 : 143,0
[ 1
2 25 heures : 154,0 h 137,0
| !
g 30 heures , 105,0 , 123,0
I i
g 42 heures : 98,0 : 128,0
§ ! !

|

TABLEAU III : Mesure de la croissance de la souche M35 de R. meliloti en

= milieu RHB, utilisant comme source de carbone le glucose d'une
part et le fructose d'autre part. En fin d'expérience, le pH
est de 5,1 pour le premier cas et 6,8 pour le second cas.




Les résultats sont donnés dans le tableau IV et présent8s dans la figure 2

§ ﬁ ! ! ! | 1 N 7 .
§ Nombre de phages ! ! | i} ! ! §
§ utilisés par 1 14/108 1 19/58 ! 18/18 ! S54/18 ! 10918 ! 200/18 §
§ bactérie ! ! ! ! 1 ! §
§ ! ! ! ! 1 ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ Concentration ! ! ! ! ! ! §
e P 11,2107 | 3,000 } 7,907 ! 1,3.20%) 2,0.10° | 8,5.208 :
§ de lyse : ! i ! ! ! §
§ | ! ! ! ! ! 1 §
§ ! ! ! 1 ! ! §
§ ! ! 1 ! ! ! §
§ - ! ! ! 1 ! ! §
§ ! ! ! ! 1 §

IABLEAU IV : Concentrations phagiques obtenues en fonction du rapport phage/

bactérie (B) aprés 18 heures de lyse (R. meliloti M8, phage P 6).

On remargue que l'on cbtient un noambre de phages plus important
lorsque 1l'en met en contact 1 ou 5 phages par bactérie. Dans ce cas, les
numérations dennent des valeurs voisines de 1070 phages/ml alors gue mous n'en
cbtencns que 8,5.10° lorsque nous adoptons .me proportion de 20 phages/bactérie.

Les mesures de la densité€ cpt:.que indiquent que, d'une fagon
générale, la lyse est d'autant plus racide que le narbre de phages est &levé, 3
candition toutefois de ne pas dépasser umme certaine limite. En effiet, nous nre
constatons pas de différences notables entre les cm:dses@ et de la figuwe
2 , qui représentent la lyse bactériemne -en fonction ‘du temps pour des concen—
traticns de phages 10 et 20 fois supérieures 3 celles des bactéries. En six
heures, la densité optique de la suspension est parvenue 3 -son Tinirum.
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LICUPE 2 = Cinétiques de lyse d'une culture de Phizchiwr relilcti M3
par ledgen fonction de la rultiplicité &'infection.
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Ce méme résultat est dbtenu en 8 heures pour une proportion

phage-bactérie de 5 (courbe @ ) et en 14 heures pour des proportions plus
faibles (courbes @, @‘, et @) -

Il est normal que la densité optique remonte par la suite, ce

qui traduit le développerment de mutants bactériens résistants au phage.

I1 peut sembler paradoxal qu'une lyse maximale rapide chservée
avec les courbes @ et @ ne corresponde pas & une multiplication phagique
maximale, Mais ceci ré€sulte du phénoméne de lyse externe qui intervient lorsqu'un
nombre excessif de phages sont adsorbés sur une bactérie. Dans ce cas, le lyzo-
zyme viral détruit la bactérie avant que le cycle infectieux puisse démarrer.

On a donc une lyse bactériemne sans production de nouveaux phages.

Pour nos -expériences ultérieures, nous avens donc choisi de
mettre en présence trois phages pour une bactérie. Ce rapport est capable de
produire une lyse relativement rapide et un nonbre €levé de phages.

Nous -avons vérifié ce dernier point avec trois autres phages.
Le tableau V nmontre -effectivement des concentrations voisines de lO10 parti-

cules/ml aprés 18 Heures 4d'incubation

Tf§ 1 1 ! §

Tg Phage utilisé (3%/418) : $21 : $7 : $13a g

§ ) | | §

g Souche sensible : MNy : M8 : M, 48 g

§ 1 ! 1 §

§ Concentration phagique par ml ! 10 ! 10 ! 10 §
! ! !

TABLEAU V : Dénonbrement de 3 rhizobiophages aprés 18 heures de lyse -en milieu
‘ liquide.




III -ROle de 1'agitation

Dans tous les cas, une agitation trcp importante des milieux
erpéche la lyse vraisemblablement parce cue les phages ne peuvent pas s'adsor— |
ber convenablement sur les bactéries en raison du krassage trop rapicie. Par
contre, dans un milieu non agité, il n'y a pas d'oxygénation possible. Or 1'anaé-
robiose ralentit la croissance de R, meliloti et par conséquent la multiplication
des virions.

Nous avons pu déterminer les conditions cptimales suivantes :
= 170 balancements par minute en agitation rectiligne pour le bain-marie (BIOLAFITTE
- 85 périodes par minute pour la table d'agitation (GOURDON)
= 85 mouvements angulaires par minute pour le bicphotcmétre (BCNET, HAURY et

JOURDEAN)

Ces résultats sont obtenus lorque l'cn emploie des tubes 20/200,
des erlenreyers de 300 ml et des fioles 7 ml sous des volumes respectifs de
10 ml, 50ml et 5 mi.

Notons aussi que l'efficacité de l'agitation est inversement
proportionnelle au volume. En effet, le rendement est meilleur lorsque l'en

D'autre part, le ncmbre final de phages ne dépend pas de la

souche erployée.

Dans le tableau VI , le déncmbrement phacique confirme d'ume
fagon rigoureuse la lyse bactérienne traduite par la baisse de la densité

optigque +ableau VII.
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§ Terps en ! ! ! 4 : ' g
§ heures! 0 ! 1 ! 5 o1l ! 17 ! 36 §
§ Phages ! ! ! ! ! ! §
§ - 1 z { ' L 5
§ ' 6 ! 8 ! 91 10! 10! 108
g ¢21/ MN, 10, 100 ;2 .100 | 1,1.1007; 2,2.107; 3 .10 &
g ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
S 7/ /M P1,0000 02 07 ts w108t 20100 by 100 2,3.108%R
§ s Lidor 2 100, 5 W0, 210100 5 W10, 2,3.107
§ ! L ! ! ] ! 8
§ z ! 1 1 1 ! 5
g $13a/ M,S 12 .10° ! 1,9.10°1 2,8.10% 5,1.10'% 6,1.10' 3;,4,10“02
: ! ! 1 ! ! !

TABLEAU VI : Multiplication de 3 phages en fonction du temps (en erlenmever
e ——
ce300 ml sous wn volume de 50 ml, agitation 85 rotations/minute) .

IV - Détermination des concentraticns optimales de Ca2+ et Mgz+
Ces deux caticns interviennent dans la fixation du bact&riophage

sur la bactérie qui s'effectue en deux &tapes :
~ une adsorption réversible fait d'abcrd intervenir des r€actions
ioniques gqu'une agitation rapide, par .exaﬁple, peut briser.
= puis 1l'adsorption est définitive lorsgu'une protéine de la
queue de phage s'unit au récepteur de la paroi bactérienne.

Nous avens montré dans le chapitwe II que les phages de la
"L.L" sont capables de lyser R. meliloti ien absence e calcium et magnésium.
Cependant, la lyse -est stimul&e par 1'incorpomation au milieu de ces ions. Toute-

fois au-deld de la concentration de :‘8.10‘4'M Je calciuam peut provecuer une préci-
Pitation des phosphates mono et dipotassigues du milieu. Nous avons denc &4

amenés d étudier l'effet de concentraticns inféri
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TABLEAU VII : Ewvolution de la lyse de R. meliloti




Par contre, le magnésium «afgployé dans les rémes conditions de

4

concentration (8.10 & M) ne provoque pas un tel phéncméne.

Il s'avére, d'aprés la figure 3, que chague bactéricphage
a besoin de concentrations déterminées de calcium et magnésium pour fournir une
lyse maximale car une quantité supplémentaire de ces cations n'augmente pas pour

autant la lyse.

Les phages utilisés sont des bactériophages de "L.L" (® 6, ‘®9

et ®5t) ou de "L.S." (+®19).

Nous cbservons que ce dernier, contrairement & ce gue nous
pensions précédemment, est parfaitement capable de lyser wne culture de R. melilot:
en milieu liquide 3 condition que lui .scient fournis le calcium et le magnésium
nécessaires.

La distinction entre phages de "L.L" et phages "L.S" est donc

fictive si les -exigences en cations sont respectées.

| Le milien R.C. utilis® dans les expériences précédentes donne
certes satisfaction, mais il présemte 1'inconvénient de contenir de 1'extwait
de levure, produit de compositien complexe et plus ou moins constante. Avant de
poursuivre notre travail, nous avons voulu étudier la possibilité d'utiliser mn
milieu synthétique qui aurait pour avantage de rendre plus rigoureuse la repro-
ductibilité des conditions expérimentales. Notre choix s'est porté sur le milieu

Tinimar BB, souvent utilisé au Lakoratoire pour la culture des Phizobdium.




-39 =

1 vy FIGTE 3 - Lvse de cultures de Frozckivr relilzsei en
A4D.0. %100 B L ) -

rilien P.C. fructceé par différents hactée

ricrhaces en fonction Ge la ccnecentraticn

en Ca*T et MgeT,

80

\ LILLE




En milieu RIEI, R. meliloti a une croissance plus lente gue sur
R.C. mais ceci est habituel, les bactéries cultivant sur milieu synthétique
minimum doivent en effet synthétiser tous les &l€ments nécessaires 4 leur crois—
sance.

La viscosité des cultures due & la synthése de polysaccharides
est cependant plus faible, ce qui favorise les mesures de la densité cpticue,

l'oxygénation de la culture et les filtrations sur membranes Millipore.

Nous avons infecté des cultures de R. meliloti -en phase
exponentielle de croissance en milieu RHB, @ 1'aide des phages P10 et D14
& raison de trois phages par bactérie. Les milieux contiennent des concentrations
croissantes de calcium et magnésium.

La figure 4, rmontre que le thage P14 lyse la culture bac-
térienne pour des concentrations de 1,2. 167 M en calcimm et :1,5...‘1(5-4 Men

Le phage P10 a besoin de conecentrations respectives en calcium

et magnésium de 2,4.10 © Met 3,10 M.

Ces résultats sont dans l'ensemble tré&s proches de ceux obtenus
sur milieu camplexe R.C.

Pe plus, nous avons remargeé gu'en miliey minimm, nous EoR-
vions éventuellement augmenter les concentrations des deux cations avant que me
Se produise la précipitation awparavant. Ce phéneméne n'intervient qu'au
deld de 16 Men calcimm.
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Dans cette expérience, la multiplication des bactériophages
$10 et P14 s'est réalisée sans difficult® mais le temps de lyse est plus leng

(14 heures au moins) .

Par contre, la figure 5, montre que les phages 2 et 19
n'ont pas été capables de lyser la culture de R. meliloti de fagon nette en
15 heures réme en présence de ca?t 4 x lo:4M) et de Mgz* (5 x 10”4 . |
 On peut noter que 1'allongement excessif du temps de lyse
présente un grave inconvénient car il favorise l'apparition et le développement

de mutants bactériens résistants au phage.

En d8pit des avantages que pouvait procurer 1'utilisation
d'wn milieu synthétique minimum, nous avons en conclusion préféré 1'emploi du
milieu complexe R.C. qui permet une multiplication virale maximale en un temps

relativement court.

Des -expériences précédentes, nous :avions pu préciser la valeur
de plusieurs paramétres dont les \zanat:.ms influent sur la lyse de R, meliloti
par les bactériophages. Nous avons déterminé ainsi le temps de lyse qui corves—
pond & la période qui sépare le moment de l'infection de la lyse maximale corres-
térisé, Ces résultats sont regroupés dans le tableau VIII. Celui-ci 'rmtre ‘cpae
la lyse ne peut pas s'effectuer en absence de calcium. La réduction de moiti®
heures. ce cas, en n'cbtient cu'une lyse partielle.
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TABLFAU VIII: Durée de la phase de lyse (en heures) des R. meliloti en fonction

de la composition du milieu en calcium et magnésium.
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Lorsque le milieu contient 3 la fois du calcium et du magné-
sium, le temps de lyse pour l'ensemble des bact8riophages de notre collection,

est compris -entre trois et cnze heures.

Ces deux cations sont donc indispensables 3@ la lyse xapide

Ce R. meliloti -en milieu licuide.

Toutes les expériences :sont réalisées en biophotcmétre et la
multiplicaticn phagique est contxBlée per dénorbrement sur milieu sclide. les

résultats correspondants d cette lyse sont portés sur les figures 6 @ 25 -




FISRTS 6 & 25 + Cindti~ues de lyse en biophotométre de cultures

de Rhizobium meliloti infectées par différents phaces.,

Légende

w——a TEMOIN ¢HOTE BACTERIEN >
o+ PHAGE <+ HOTE

o——o PHAGE + HOTE =+ Mg?'[s54107M)]
4—u PHAGE + HOTE <+ Ca2* [4404M1
w—e PHAGE + HOTE + Caet Mg
®A ABSORBANCE (EN POURCENTAGE )

T  TemPs (EN HEURES )
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Chapitre IV




les bactériophages sont des particules aux dirensions faibles
invisibles au microscope optique. lLeur cbservation directe ne peut se faire

gue grice d l'utilisation du microscope électronique.

Avant de pouvoir les observer, il faut que les suspensions virales
soient concentrées. En effet, la recherche des bactériophages sur une grille
porte cbiet ne peut se faire que si 1l'on respecte un narbre minimum de particules

phagiques.

Pour ce faire, avant d'examiner leur morphologie, nous avons recher-

ché une technique de concentration adégquate.

A ~ MATERIEL ET METHOBES

T - Concentration des phages

D'aprés BEENMER (54 ), unme cbservation convenable des virus
de la taille du virus Influenza ne peut &tre réalisée que si le nerbre de par—

ticules est de 1l'ordre de 109

a lol‘o par ml. De méme pour le Poliovirus, le
titre de la suspension doit &tre voisin de J.OJL2 particules par ml. Pour les
bactériophages de R. meliloti, nous avens donc cherché & obtenir wne concentra-

tion phagicque de cet oxdre.

1) Prépanaticon d'un stock de phages

Un stock de phages est rSalisé 3 partir d'une cinguantaine
e boltes de PETRI ensemencées selon la techmicue de la double couche décrite

précédemment. La gélose superficielle contenant les phages est récupérée, homo-
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généisée et centrifugée 3 8 800 g pendant 20 minutes. le Surnageant est rassé
sur filtre Millipore de porosité 0,45 u puis 0,22 u afin de le débarrasser du
maximun d'irpuretés. Le filtrat cbtenu, comre nous l'avoens vu dans le chapitre I,

9

contient de l'crdre de 107 & lolo particules par mi. Il nous a donc fallu ensuite

concentrer ces suspensions.

2)  Techmiques de centrifugation

Deux procédés peuvent &tre utilisés :

a - Qiention Givn cuioh.ce phages ¢
Cette technique consiste & centrifuger la suspension virale &
55 200 g pendant 180 minutes (3 l'aide d'une ultracentrifugeuse BECKMANN 126528
avec le Rotor 60 Ti). lLe culot ainsi obtenu est remis en suspension ans 0,5 ml
d'acétate d'ammonium & 1 pour 100 stérilisé par filtration. Ce stock de phages

concentré -est conserve 3 <+ 4° C jusqu'ad l'cbservation.

b~ $3gdisnt.ge.ehiorure 4o, 08 ©
Ce second procédé utilise un gradient préformé constitué de 4
couches de sclutions de chlorure de césium de @ensité 1,5 - 1,6 = 1,7 et 1,8.
La suspensicn phagique obtenue précédemment est dé€posée @ la surface du gradient.
Aprés 18 heures de centrifugation & 64 400 ¢ (centrifugeuse BECKMANN 12'6533,
Rotor SW 65-1), il est facile de repérer au sein du gradient une bande cpaque au

niveau de laquelle les particules phagiques sont venues se coneentrer.

Le gradient est T€colté par le bas du tube en une vingtaire

de fractions de m8me volume qui sont analysées au réfractométre d'ABBE 3 25° C




afin d'en comaitre 1l'incice de réfraction. De cette valeur, on peut facilement
déduire la densité relative du phage. La position du vhage dans le gradient est
ensuite repérée _plus précisément en mettaht en cantact une partie aliquote de

chaque fraction avec la souche bactériemne sensilble. les fracticns contenant les
rhages sont alors dialysées pendant 18 heures comtre du tampen pH 7 afin d‘€li-

miner le chlorure de cesium.

ITII-La coloraticn négative

La coloration négative, encore appelé&e "méthode de contraste
négatif", consiste & envelopper les particules 3 cbserver d'iume substance dense
aux électrons de telle sorte que l'échantillon apparaisse blanc sur fond noir
au ‘microscope électronique. Cette technique permet d'avoir une vue tridimension-
nelle de l'cbjet et d'en apprécier facilement les dimensions. Lorsque 1'cn weut
cbserver un objet mesurant envircn 100 ;\ de Giamétre, il est nécessaire d'en
augrenter le contraste pour mettre en évidence ses sous unités ayant des dimen—
sions de 1'ordre de 10 4 30 3.

Te matériau utilisé doit aveir me densité sensiblement double

de celle des particules. Il doit &tre hzutement soluble dans l'eau ¢ la chaleur

dégagée par le barbardement Electrcnicque ne doit pas en provoquer 1'évaporation.
1) Produizs

Pour réaliser cette coloraticn, deux produits sont cowsam-

ment utilisés. Il s'agit de l'acide phesphotungsticue et 1'acétate d'urane.
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2 - 1i3¢ide.Phosphotingsiique (APT)

L'aPT, de formule chimicue H3PQ4 12W<J3, nH20, est employé
en solution de 0,5 & 2 p. 100. Le pH de ce "cclorant"” &tant fonction de 1'échan~-
tillon & observer, il est ajusté 3 des g4 de 5-6~-6,5~6,8-7 ou 7,2 avec de la
potasse 2,5 N. On utilise de fagon courante une scluticn & 1 pour 100 de pH

compris entre 6 et 7. Avant l'emploi, la solution est passée sur filtre Millipore

de porosité 0,22 ).\ et conservée 3§ + 4° C.

S M52 L
VBt 3 Ve :
L'acétate d'urane, de formule chimique (CH3 Coz) o U0, SH0,
est utilisé & des concentrations variant entre 0,5 et 1,2 pour 1003 pH 4,5. 1a
‘encore, les résultats de la coloration dépendent du type d'€chantillon & observer.

avant 1'emploi, la solution d'acétate d'urane est traitéecomme la soluticn d'APT.

2)Techniques du contraste négatif

- eelles-ci, deux ont &t employées.

la premiére consiste 3 mélanger une goutte de 1'&chantillon
a observer avec le néme volume de colorant. la suspension est alors déposée sur
une grille porte cbjet pourvue d'une merbrane de parlodicn (& 0,8 pour 100 dans
1'acétate d'isocamyle) recouverte d'un film de carbone réalis® par Evaposation
sous vide (Evaporateur EDWREDS 12 L) . Aprés quelques minutes, le liguide est
absorbé par un papier filtre et la grille est séchée 3 la terpérature ambiante.
L'échantillen est ensuite cbservé au microscope €lectronique.
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La seconde technigue censiste & déposer la suspension de
phages directement sur la grille menmbranée pendant une & trois minutes. L'excés

Ce liquide est enlevé camme précédemment et remplacé par le colorant pendant

30 & 60 secondes. L'échantillon est ensuite traité comme dans la premiére m&thode.

Avant de mettre l'échantillon et afin de faciliter 1'8tale-

ment de la suspension phagique sur la membrane de parlodion, nous avons recouvert

la grille d'un mouillant censtitué d'une solution d'albumine de beeuf 3 0,05 p. 100

dans 1l'eau.

Les bactériophages capables de lyser R, meliloti -en milieu
liquide ont &té colorés soit & 1l'acide phosphotungstigue & 1 pour 100 pH 7
selon BRENNER et Coll. ( 54), soit & l'acBtate d'urane a 1,2 pour 100 pH 4,5
selon BARNET ( 43).

B = TRESULTATS ET COMMENTAIRES

I-Densité relative des phages ®4 et ®6

Le premier procédé de centrifugation décrit précédemment a
l'avantage d'@tre simple et rapide. Il permet d'cbtenir une suspersicn de
phages contenant de 1'ordwe de 5.10°T particules par ml. Ce titre est suffissnt
pour réaliser l'cbservation au microscope &lectronique. Par contre, la seconde

technique semble €tre plus drastique pour certains phages. En effet, la centri-
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fugaticn en gradient de chlorure de césiur ne permet pas d'cbtenir les phages L.L
en parfait &tat. lLeur fragilité apparentc pourrait &tre due & la pression osmo-
tique exercée par le chlorure de césium, Cependant, ce procédé est utile

déterminer la densit@ relative du virus 3 étudier, comme 1'indique le tableau T,

|

ig : Indice de : Repérace du : Indice d¢ |, TRepérage du *g
§ Fractions | réfraction | ©rphace ¢4 | réfracticn | FPhage d6 §
g | | sur Mll's ) 1 sur Mlls —§§

1 { [} 1 A
a . . » d P
§ ! ' ! ! §
§ 1 ! 1,4007 ! - ! 1,4007 ! - §
; ‘ :
g 2 ', 1,3993 : - : 1,399 - g
§ 3 ! 1,3971 : - ! 1,390 ! - §

i
g 4 | 1,3932 ' - , 1,3950 , - g
§ 5 ! 1,3943 ! - ! 1,3932 ! - §
§ ! ! ! o ! - §
R 6 h 1,3912 , - , 1,3911 : - g
§ 7 ! 1,3885 ! -+ ! 1,3864 ! + §
g 8 bo1,380 ¢ . bo1,3837 - 3
§ 9 ! 1,3846 ++ ! 1,3814 ! ++ §

! s A i : ! {
g 10 o108 ! - YL - g
§ 11 ! 1,3768 ! - 1 1,372 ! - 8
g 12 Yoooa,amss - Yoo1ame - 2
§ 13 ! 1,3729 ! - ! 1,3700 ! < §
g 14 A W5 v v SR - Y1, - g
§ 15 ! 1,3692 i - ! 1,3673 - §
3 16 ! 1,3680 . - ! ! 8
§ ! Bt 1 ! ! :
§ 17 1 1,3666 ! - ! ! §
§ ! ! ! 1 5
TARIFAU 14 Positien et indices de refraction des phages P4 et 6 apnés

centrifugation en gradient de chlorure de @ésimm.




Des résultats obtenus pour les fracticns n° 7, et 9, on
peut facilement Géduire la densité relative G des 2 phages
- pour le phage ®$4:1,531< @ < 1,582

- et pour le phage ®€: 1,506 < 4 < 1,550

II - Observaticn des bactériorhages L.L.

Elle a &té réalisée au microscope €lectronique (HITACHI HU1Z,
75 KV) . L'aspect des particules phagiques (planches I et II et tableau X),
permet de les placer dans les deux premiers groupes de la classification de BRRD-
IEY (5%5)(a = quewe contractile, B = gquewe non comtractile). Aucun représentant

&u groupe C (phage sans queue) n'a €té mis en évidence parmi les phages L.L.

§ ! ! ! . ' Longueur de *§
gphages (L.L.) : Groupe : Type : Ed‘tetea.l.ls tr:nég lai la ggeue en g
IS ! ! ! ! B §
: : : ”% . 3
P @st | a ! X C w@s 3
P ws a : : g0 ;1 3
g 9 : A ! : gs0 ! 935 g
g @11 : A : : 565 : 915 g
: w1 | A ! ; a0 | o5 3
g ©4 : B ' 13 s0 1 120 g
% D7 : B :m contractlle: 1 360 : 2 g
§ ! ! i 1 §

i
;

TABIFAU ¥ : Dimensions des bactéricphages capables de lyser R. meliloti
en milieu liquide (L.L.)
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les photographies des planches 1 et 2 rontrent & 1'évidence
la fragilité des structures de ces particules. En effet, maloré l'extr@re scin 1
apporté a4 la préparation des échantillons, de nambreux phages sont abimés.
Toutes ces cbservations ont €€ réalisées apreés coloraticn & l'acide phospho-
tungstique. Dans ce cas, les phages apparaissent blancs sur fond noir. Nous
pouvons voir que sur la photocgraphie n® 1 ($4) et n® 3 (97) de la planche 1,
certaines t8tes de phages sont noires. Il s'agit de tBtes éclatées dans les-
quelles le colorant a pénétré. Sur les photographies 3 ($7) et 4 ($6), on
voit trés nettement les tEtes détériorées (fléches). Sur les photographies
2 ($5t) et 4 ($6) de la planche 1, cn cbserve des particules & gueue
cantractée. 11 en est de méme sur la planche 2 , photographie 5 (9 9). Sur eette
image, on wvoit nettement apparaitre la partie centrale de la queue contractie
(fléches) . Sur la photographie n® 6 ($1ll), on peut cbserver également des t&tes
et des queues isolées. Ce thage semble 1'tn des plus fragiles ; les t8kes sont

ici éclatées.

rhie 7 ($12) montre trois @

et quelques gueues isclées. Bn note également la présence de tBtes complé-

+tement vidées de leur contenu (fléches).
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Un bactériophage ne peut se multiplier qu'au détriment de cer—
tains clones d'une méme espéce bactérienne. Cette affinité pour ces souches

traduit une particularité de ce phage.

L'inventaire des souches sensibles au virion censtitue donc une

sorte de spectre de sensibilité caractéristique.

Les causes pour lesquelles un phage est inactif sont de diffé-
rents types. Il se peut que la bactfrie soit simplement résistante au phage
parce que celui-ci ne peut pas s'adsorber sur la paroi bactérienne en raison

de l'absence de sites moléculaires complémentaires de fixation.

Cependant, si le virion est adsorbé, il injectera son matériel
génétique dans la cellule hbte. lorsqu'il s'agit d"ADN deux phénoménes peuvent
cependant emp€cher son expression :

= ou bien, 1'AIN viral est int&gré dans le chremosame bactérien
sans autre manifestation, c'est la lysogénisation. Le phage est devenu tempéré
et pourra redevenir vimilent sous l'action d'activateurs tels cue les rayons
ultra-viclets ;

- ou encore, 1l'ADN parasite esﬁ détruit dans le cytoplasme de la
bactérie par des endonucléases que l'cn appelle aussi enzymes de restriction.
Toutefois pour ume population phagique mise en présence Ge bactéries vestricti-
ves, ce phéncméne est souvent partiel. Une certaine proportien de virions subis-
sent des modifications de leur ADN et peuvent s'exprimer car ils échappent alors

a la restrictien.
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L'ensemble des phénoménes qui permettent ou non & un phage de
se multiplier sur certaines souches bactériennes constitue la spécificité

d'hotes.

Nous avons mis en contact tous les phages de notre ‘collection
avec un certain nombre de souches de R. meliloti dans le but de tenter de les
grouper en fonction de leur spécificité d'hbtes. Dans certains cas, nous avons
étudié plus particuliérement des systémes phages-bactéries qui senblaient pré-

senter des phénoménes comparables a la restriction.

A ~ MATERIEL ET METHODES

I-Préparation des stocks de phages

Ils ont été réalisés sur milieu R C gélosé selon la techni-

gue de la double couche décrite précédems

1T -Conservation des stocks de phages

Du glycérol stérile est ajouté volume 3 voluwe aux suspensions

de phages. Les stocks phagiques sont ensuite conservés 3 -20° C.

TIT -Recherche de la spécificité d'hGbes

Chaque phage de la collection est mis en présence de 28 clémes
différents de R. meliloti.
Une culture Bactérienne sous un volume de 0,3 ml en phase ex-

ponentielle e croissance en milieu R C fructosé & 1 pour 100 est additionnée
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de 3 ml de gélcse, homogénéisée et coulée & la surface d'un milieu R C

gélose, fructcsé & 1 p. 100 et vitaminé.

Aprés sclidification, chague boite de PETRI ainsi ensemencée
avec wne souche différente de R. meliloti recgoit deux gouttes d'une suspension
de phages. L'efficacité des phages est déterminée aprés 18, 24 et 48 heuxes

d'incubation & 25° C =

= 8i la bactérie se développe normalement et forme un tapis,

le phage n'est pas actif sur la souche concernée ; le r&sultat est noté (-).

- 58'il v a présence de plages de lyse norbreuses et coalescentes

au sein éu tapis bactdrien, le phage est actif, ke résultat est noté (+).

- Dans certains cas, la lyse -est moins nette, lesPlaces sont

troubles (T) ou bien il n'apparait que quelques plages de lyse (gp)-

v -Détemmat:.on du ceefficient d'efficacité d'étalement

Ce ceefficient est donné par le rapport entre le de
phages par ml (de la suspens:.m) o+ G€terminé par dénerbrement sur la 'sbud'ae bac-
térienne 3 €tudier et celui cbtenu par déncmbrement effectué sur la souche la
plus sensible.

Par esemple : 12 phage € 132 a pour hdte habitwel Bhizcbium meliloti M, ,S. I1

est toujours reproduit sur cetke souche. S'il est mumwéré sur M, 45, on ebtient
wn titre de X phages par ml. Si maintenant, on infecte wne autre souche de
Bhizobimm meliloti avec® 13a, on cbtient Y phages par nl. le ceefficient d'effi-

cacité de @ 13a sur cette cGeuxi@me souche sera €gal au rapport Y.
X




B = RESULTATS ET CCMMENTAIRES

I - Conservation des_stocks €n milieu glyc&rclé

Les effets de la conservation des rhages en bouillons glycérolés
& 20° C ont été étudiés 3 partir de suspensions dont les titres scnt dennées

dans le tableau suivant :

— —
g PHAGES . @S | PHAGES . PEAGES/IML E
S 1 | ) K
g &1 g ,6.10° : @ 11 ; 0,1.10° §
2 &2 : 2,4.10° | & 12 : 0,6.10° §
§ $3 : 4,8.10° : @13a : 8,5.10° g
g P4 PRY ; @ 13c L 51107 §
§ @5t | 0,6.10° : $13h : 3,5.10° fg
g @6 : 0,3.10° : @14 : 4,0.10° §
§ @7 : 1,7.20° : 16 : 0,2.10° §
§ &9 : 0,1.10° : $19 : 0,5.10° g
§ 19 : 0,6.10° : $20 : 0,1.10° g
3 ‘ 5 ’ ; 9 §
g $10 : 0,6.10 : #21 : 0,8.10 g

I

e ——————

Iprés wn séjour plus ou moins long & — 2C° C, les stocks de

phages sont dénombrés.
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le tableau XII présente les résultats obtenus aprés un séjour

e 48 heures & - 20° C pour quelcues phages.

! ! ! ! §
2 , : : ®9/M; 1S : @12/M,4S : $20/M;,S ,g
eren . | ) ) \ £
§ ! ! ! ! §
Y 1 ! 1 ! ! §
g Avant ! , 9 ! 9 ! 9 ! 9 ! 9 §
§ conservation! 2,5.10 , 3,0.10 , 4,5.100 , 3,7.10 , 1,5.10 5
! ! ! ! ! {
2 ! 1 ! ! ! §
§ ! ] ! ! ! §
§  2Aprés ! ! ! ! ! ~ §
§ conservation! 2,.5.109 13 ,oﬂ.lo9 L4 ,-5..‘10‘9 ! 3,54, 100 1 ,5‘.109 §
§ de 48 heures! ! ! ! ! ;g
§ ! 1 ! 1 ! :
§ ! 1 b ! d §
§ ! ! ! 1 1 |
§ Taux de ! ! , ! ! ! g
§  perte \ 0% ! 0% \ 0% | 44 ; 0% §
§ ! ! ! ! 1 §
§ ! ! ! 1 ! - §

TABIEAU XII : Dénonbrement des bactéricphages de R. meliloti aprés conservation
' de 48 heures en milieu glycérolé.

Comme nous pouvens le constater, la censervation pendant
48 heures en bouillon glycériné affecte peu la coneentraticn virale. Seul le
titre du stock du @ 12 subit une baisse de 4 %. Les autres stocks ont des titres
Nous avons été amené @ dénombrer les suspensions phagiques .aprés
des séjours beaucoup plus leng & — 20°. D'ine maniére générale, on peut dire que
les titres diminuent d'ume puissance de 10 par amnée de conservation. Cette tech-

nique de conservation -est donc slre et facile & mettre en eeuvre.




IT - Déterminaticn de la spécificité d'hdte des phaces de
Rhizobium meliloti

Les résultats de cette &tude sont portés dans le tableauXill,

Nous pouvons sucggérer de classer ces virus -en trois catégories

1) Les phages ayant une &troite spécificité d'hdtes :
Ils sont actifs sur wn petit natbre de souches de Rhizobiur

meliloti. Nous citerons les phages $13c, @1, $2,:$3, LI et D13H.

2) Les phages peu spécificues :
Ils sont actifs sur un grand nombre de souches bactériennes.

Ce sont les phages 11,96, P20, $10, P21, 7, P14, P16 et P19,

3) Les phages a spécificité &'hdte intermédiaire -

I1 s'agit des phages : %12, $13a, $9, P4 etP5St.

Neus avons essayé d'apprcfendir 1'&tude du comportement des
bactériophages en effectuant des nurraticns de gueloues wms d'entre-eux sur

différentes scuches de RhlZlem“ meliloti, Elles ont &té choisies en fonction

du fait qu'elles sont sensibles au phages, insensibles cu qu'elles ne permet—

tent que l'apparition ée plages troubles ou seulement en norbre trés restreint.

e tableau XTIV donne les ceefficients Glefficacité d'&talement

des rhages $10, @5t et«®l3a sur les clfnes de Rhizchium meliloti M98, M55,

M 2S¢ My 45 et M8,
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TABLEAU Xxill :SPECIFICITE D'HOTES DES PHAGES DE RHIZOBIUM MELILOTI
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§ it ! ! ! ! §
§ . b ! . b §
§ o MS o MyS oy MyS o MsS ) M8 g
§ - ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! g
§ oo ! ! ! .l -4 §
2 @0 M8 ) o ! ! ! ! §
§ spécificité | + ) + . + ) + 1 ap '§
§ ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! §
5 efficacit¢ , o , 1 , o | 1 | © §
§ POt /My,S ] ! ! ! ! ! §
§ spécificité - ) + ! = ! + T §
§ ! ! ! ! ! §
§ [ ! ! ! 1 §
g efficacité | 100 ' 1657 Y 1 D g7 b oo ¢
§ ®l3aM,s e i ! ! ! 5
§ spécificité | o - i + ; @® , - §
§ ! ! ! ! ! §

TABLEAU XW : Ceefficient d'efficacité d'étalement et spécificité c¢e 3 phages de
Rhizobium meliloti.

Nous constatons que lorscue la recherche de la spécificité
@'htke donne des résultats positifs (+), les ceefficients d'efficacité sort

€gaux 4 1 ou 0,25 on compris entre ces deux valeurs.

Dans le cas contraire, Ges coefficients nuls ou trds faibles
(10 /) semblent effectivement traduire ime résistance de la souche bactérierme

au phage. Seuls guelques virions mutants peuvent néanmoins s'exprimer.

Depuis les travaux de ARPER et DUSSOIX en 1962 (56 ) sur les

Técanismes moléculaives de la modification du bactériophage A par Escherichia ccli,

il a &té prouvé que la présence d'un site de restriction sur 1'AIN diminue de

100 fois le ceefficient d'efficacité,.
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Dans le tableau XIV , ncus voyons que le cocefficient d'effica-

cité du phage $10 sur M, S est égal & 1674

. 11 est donc prcbable que ncus sonmwes
en présence d'un phéncméne de restricticn de la souche MZO’S sur le rhage $10.
Dans le cas présent, les endonucléases de restriction de MZOS couperaient donc

1'ADN de @10 en deux points.

A partir des résultats du tableau XIII, nous ‘pouvens €galement
établir une concordance assez nette avec ceux obtenus lors de 1'Stude de la
spécificité c&'hdte. En effet, lorsque le phage est trés virulent, son ceeffi-
cient d'efficacité est égal 2 1, 0,5 ou 0,25. &1 le phage est capable de
produire quelques plages Sur une souche bactérienne, son coefficient &'efficacité

est de lO.4

. Enfin, méme lorsque les ccefficients d'efficacité sont nuls, ce gqui
traduit -en principe une résistance au phage ou trés faibles (,'10_7) , 81 des mutants
peuvent néanmoins se développer, cn ne peut pas exclure cependant la possibilite

d'un pouvoir restrictif extr@mement fort chez Rhizobium meliloti. Des &tudes sont

en cours pour préciser cette éventualité.
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Conclusior




L'isolement des bactériophages de R. fneli‘loti a partir d'échan—-
tillons de sol ou de scuches bactériennes lysogénes ne pose pas de problémes
techniques particuliers. Pour cbtenir des suspensions phagiques de titre €levé,
nous avens choisi une méthode en milieu solide qui permet la réalisaticn de
stocks de phages contenant environ 10’9 particules par ml, Cette technicque sim—
ple et rapide &limine l'inconvénient d'avoir une multiplication bactérienne éven—

tuelle due aux mutants résistants au phage.

les travaux réalisés avec ces virus ont ét€ dirigés vers l'&tude
des conditions de lyse en milieu liquide d'une part et vers un essai de classi-
fication de ces phages selon différents critéres d'autre part, sans que ces deux

orienmtations ne soient corplétement dissociées.

En effet, en 1973, D. KRSMANOVIC et M. WERQUIN (37 )ont isolé et
décrit deux grandes classes de thages. L'une regroupe les phages capables de

lyser R. meliloti en absence de calcium-et de magnésium, mais seulement en mi-

lieu solide (phages L.S.). Ils donnent une réponse spécificue vis-a-vis des
irrunsérums  correspondants et font partie des trois groupes de la classifica-

tion morphologique de BRADIEY (55 ). L'autre classe -est constituSe de phages
sans commmauté antigénicue ‘savec les précédents mais susceptibles de lyser

R. meliloti en absence de calcium et magnésium tant en milieu solide gu'en
milieu liguide (phages L.L.). Leur apparente fragilité n'avait pas permis 3 cette

époque de les cbserver de maniére satisfaisante au micrescope &lectronigue.

la propri€té de ces phages de lyser en milieu liquide sans apport
calcicue et magnésien semblait donc un caractére distinctif important et il
devenait nécessaire de mieux connaTtre la physiologie de la lyse phagique de

R. meliloti en milieu liquide.




N

L'étude des conditions de culture nous a permis de préciser
effectivement le r8le de divers facteurs. Il a &té montré que le fructose cons—
tituait une source de carbone intéressante car sa dégradation métazbolique par
R. meliloti ne provoque pas contrairement au glucose une acidification du
milieu préjudiciable & la croissance bactérienne et par consécquent d la mualti-
plication phagique. La croissance de R. meliloti nécessite une oxygénation cu
milieu qui est facilitée par l'agitation des fioles de culture contenant un
faible volume de liquide. Toutefois, le brassage ne doit pas &tre trop rapide

car il géne alcrs l'adsorption des phages sur la bactérie.

Nous avons particuliérement recherché 1'obtention d'ume lyse
rapide (de 3 & 12 heures) avec production d'ume quantité importante de virions.
A cet &gard, nous avons remargué gue la vitesse de lyse est d'autant plus gran—
Ce que le nombre de phages initialement mis en présence des bactéries -est 8levé.
Toutefois, un seuil supérieur est & respecter. Nous 1l'avons expérimentalerent
fixé & cing phages par bactérie. Pour répondre & ce critére de rapidité de lyse,
nous avens &liminé 1'utilisaticn éventuelle d'un milieu de culture muinimam qui
aurait facilité la reproductibilité des corditions expérimentales par rapport
au milieu R.C, contenant des &léments de composition complexe et mal commue.,

En milieu minimam, le temps de génération de R. meliloti est augmenté, la produc-
tion de bactériophages est trés ralentie et parfois mEme peu abondante.

Enfin, 1'étude des besoins en calcium et magnésium pour cbtenir
une lyse phagicque maximale a montré que chague bactériophage a besoin d'ume
quantité déterminée de chacun de ces caticns (de C,8 & .*?.,-8.10"4 M pour le calcium

4

et e 1 3 3,5.10 ' M pour le magnésium). Un excés de ces sels est sans effet.
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Mais surtout, il a été mis en évidence qu'un phage L.S. thécricue-
ment incapable de lyser en milieu liguide acjuiert cette propriété lorsqu'il

regoit une quantité bien précise d'ions Ca2+

et Mg2+. La distinction entre
phages "lyse solide" et phages "lyse ligquide" n'est donc due qu'aux conditions
de culture et elle devient fictive lorsque les exigences calciques et magné-
siennes sont quantitativement respectfes, Ainsi 1'étude de la lyse en milieu
liquide nous a permis de définir de fagon trés précise les conditions optimales
¢'cbtention des rhizcbicphages en quantités irportantes et dans un temps rela-

tivement court.

I1 nous a fallu recourir & d'autres critéres pour tenter de

classer les bactéricphages de notre collection.

Les phages que nous appelions "lyse solide" avaient &té cbservés
en microscopie électronique et rangés dans les trois premiers groupes de la
classification de BRADIEY. Comee nous l'avons dit précédemment, les autres
phages, dits de lyse liguide, n'avaient pu &tre cbservés en raison d'une rela-

tive fragilité. En fait, ees phages &taiem ent sensibles & la pression

csmotique due au chlorure de césium utilist pour les gradients de centrifugation
pu.lsqa 1'abandon de cette technique de récupération des virions et la mise

en ceuvre d'une concentration par simple ultra-centrifugation a permis de diminuer
considérablement le nembre de bactfriophages altérés. Leur cbkservation au micros-
cope -€lectronique nous a alors permis de les ranger dens les groupes A et B de

la classification de BRADIEY. Nouws n'avons pas mis -en €vidence de bactfriophages
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Les résultats de nos recherches sur la spécificité &'hStes des
bactéricphages de R. meliloti nous a également amené & les grouper en trois
catégories. En comparant ces deux essais de classification, nous avons remarqué
que les phages peu specirigues cu a spécirficité d'hSte intermédiaire ge
trouvent en majorité dans les groupes A et B de BRADIEY ; tandis que les phages

a spécificité étroite se trouvent dans les groupes C et B.

Seuls font exception les phages®19 et $13a, mais nous ne connais-

sons pas les raisons de leur comportement.

Nous avons donc une concordance relative entre les deux méthodes
Ge caractérisation de nos phages. Cette base @e classification nous semble plus
valable que les distinctions précédentes en fonction d'un comportement lyticue
différent selon le milieun liquide cu solide puisque nous en avons mentré les

; céficiences.

Toutefois, ces résultats devront &tre camplétss et affinés par
d'autres Etudes biochimiques telles que la détermination des acides nucléiques
Enfin, lorsque nous avons gpprofondi la recherche de la spécificité

d'hStes nous avens mis en &vidence chez R. meliloti un phéncméne corparable 3 la

restricticn de l'acide désoxyribonucléique observée chez d'autres espéces bac-

Cette observaticn cuvre la voie d de nowmrelles recherches conecer—-

tence chez Rhizobiwum meliloti.
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