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La fixation de l'azote de 1 ' a i r  e t  sa transfomation en matière 

organigue, qui sont le fait de w l q u e s  m i m q a n b m s  bien particuliers, 

conditiament la productivrihé biologique de l a  plupart des zmes ferti2es du 

globe. 

Cette fixation s'effectxe dans l a  nature non seulemnt grâce.à 

des bactéries libres des genres Klebsiella, Azotcbacter e t  ClostridimL, mais 

6gahmt, et p u r  la majeure partie, pu les  bactt-ries du genre Rhizcbim ; 

qui entrent en W i o s e  awec les légumineuses ( 1 à 4 ) . Au cours de cet* 

association, .la plante reçoit iics la bactérie une source d'azote &U.ectartent 

assimilable sous f o m  d'icn amonim. Dans le cas ccntraire, il faut emplcyer 

des engrais azotés sans foarre de nitrates. O r ,  lorsque l 'on ccnnai.t leur prix 

de revient sans cesse croissant, on caprend pourquoi depuis une di- 

d ' années, de mxbreux laboratoizes ae par le mnde étudient les niayens d 'ar& 

limer l'efficaci-t:G du p h é d  de syntiose par des actions sur l e  'Wlizcbim 

e% Le q J : e  $ïante-bcc%ërie,. 

Pour ce faixe, l a  cannaissance m f o n d i e  de tout œ qui peut 

mdifier de près ou de loin la fixation dl.azoke est néeessaire. 

Ainsi, - p u r  tmnsfonrner les espèoes h-a&&iennes, les maz12phtiers 

génétiques offrent des espobzà Amenses. Dis niqy-ens les gemetknt : la laj* 

gaison, la .transfomation et la transduction. 

Ila conjugaisan consis%e dans le passage d'me partie du g&&e 

d'une bactéXie domtrice (male) vers une ba-ie réceptrice (2eU.e) 



La transformation correspond à la  pénétration dans une 

bactérie d'un fragment de INA isolée (10 à 12).  

&fin, lors du processus de transduction, l ' infomatim 

qénétique es t  transférée -ce à un bactériophage. La bactérie peut alors 

l traduire les informations apportées nar l e  phage (13 à 18). 

Au sein des Laboratoires de Micrcbiologie de l'université 

des Sciences e t  Techniques de Lille, une équipe de s'intéresse 

plus particulièrement aux pkiages de l'espèce Rhizobium. Cette étude est 

intéressane à deux titres essentiels. 

Sur l e  plan agricole, l a  sélection dans le sol des souches 

bactériames efficientes FQW la f ixat im d'azote pssente l'importance que 

nous a n s  déjà évoquée. La rhizosphère est riche en micro-organismes. Elle 

cantient entre autres des souches différentes de Rhizdbium tant du point de 

vue qualitatif que quantitatif. Une t e l l e  cohabitation inplique nécessairemnt 

une conpétition entre les souches présentes. Us bactériop?kages de RhFzabium 

fnterviement vraisemblablemnt dans ce processus. Ils seraient alors des 

instruments intéressants pour gtudier cette cunpétitivit6 dont on ne mmai-t I 
pas l ' influenœ sur l'efficience ou l'inefficience de la s rn iose  ainsimise 

en plaœ. I 
Sur le plan bdmental, il est bien en- uti le  de décrire 

l a  mrphologie e t  les p-riéMs physiques, c h I m i q ~ s  et imiano log i - s  des 

hizcbiophages afin de les classer e t  les anparer aux bactériopàctges spécifi- 

ques d ' autres espèces bactériennes. Cette première étape, ccq1étGe par une 

amroche physiologique de l'action du virus sur son hote, nous amène à Leur 

intérêt en biologie mléculaire. 

D'une w, œs phages peuvent transducteurs. Ils penoet- 

tent donc d'enrichir le gémm. QI voit 1'irrtérSt que présente l e  fait de powoi 



apporter à une bactérie l e  caractère d'efficience dans l a  fixaticm àe l'azote. 

D'autre part, les phénomènes de spécificik6 d'liôb, donnant en 

quelque sorte l e  spectre bactérien du virus, que l ' cm trouve chez les rhizo- 

b a d r i m a g e s ,  o m t  de larges perspectives de recherches. Ils pewent en 

effet  aussi bien permettre d'orienter 1 'expérimntaticm sur les récepteurs 

des enwloppes de Wizcbium que sur l'existence de lyscgénie ou de systèms 

de restrictim-mdification chez cet* bactérie. 



II - HISTORIQUE 

S s  11908, ~ e t P S O  ( 1 9 )  publientun article dans k q u e l ~  

etablhsent qu ' une culture de B a c i l l u s  radicicola (Rhizobim.) , capable d ' ulduize 

la fomatim de noâules rur les racines d'une 16gmineuse, mntient une enzyme 

bactériolytique, en mcuï ier  lorsqu 'il est cultixé en présence d 'wt 

de Seuilles de pois. Ils purent en effet &se- une clarifi-catiicn -1Size de 

la culture de ;Rhizobiim en six seilaines a 25' C. Ils à & ~ ~ ~ t r e n t  en outre qu'-à 

1 ' intériex du ncdule, les bactéries se  lysait  progressi-t ; cette diçpari-tl.m 

est attrdbuée a cette 6- a 1 'accmalation dl- p r o l & l y t i ~ . .  

C'est à deux cherdxzurs, l'anglais F.W. 'IWE en 1915 d'une part, 

et  Le français F. D 'HESELZE en 1917 d ' autre part ( 20 ) , que =vient la dBc0mirke 

du ''prkicip lytique" qui ,  plus M recamu coime &tant un bactreriophage. 

Entre les années 1920 e t  1.940, un ncrnbxe jmP0-t üe xedaerdaes 

furent en-prises pour ut i l iser  l e  baekkisphgge 3. des f i n s  theraputiqms. mais 

,sans -beaucoup Ck succès ( 21 ) . 
Zn 1423, m, G?CiX;S,, .'SACH et SiSUGEN ( 22 ) & s o l h t  2e 

pritncipe 1 - .  de Bhiackhm des is3mRoaÜks des zaches de TrifcUmn, de U p h i  

e t  ae .Serradella. i l s  &em&ent w e m ~ ~ t  une -ée de la 

cul- de Wzbim sur miïieu gél& en boT&e de 'ip-. 



réussit a cbtenir: des plages de lyse en utilisant un mi1i.e~ gél-6 à base Cie 

via*.. 

En 1929, ISRAILÇKY ("'4) isole Le principe lytique dans aes n-s 

jeunes et  bien développés de Trifoliun, sans y parvenir à partir des vieux ncdules. 

&ne, HITCHNER (.25) +en 1930 isole  le principe actif 3 -2 

de nodules de Trifolium pra-se mais, &re en ut i l i san t  les techniques diécri%es 

par BüRUET ( 2 6 )  e t  M3SER (27), ne parvint pas à obtenir des plages de lyse.. 

RI 1932, LAïPD (28) àhmtre qu ' i l  n 'est  possible de amclure a 

la présence d'un bactériophage que lorsque l 'an est capable de le reprodubze 

indefinkmnt sur sa ba- h h .  

Après la se- guerre m d i a l e  en 1945, J. KïEcKZKMZA (29 1 

étudie :la prcduction e t  le dénatbrement des bactériqphages de Rhizobim pi.- 

sur culkures & bacteries isolées de nodules. Cet auteur pandent a -stana;ar 

aber une .technique de cap ra i scm des p l a m  de lyse avsc celles &mues à 

de plusieurs s-s de phages. Le &me aueeur ten- d 'expUwr  lls-- 

riepl de .la zësistance au .phage chez R k i . Z a b a  pi- 

Ce n ' e s t  qu'en 1959 ,gue l'&sema- des viaruç du * -, 
&@&al et microbien est devenue pssibk a- la découver& de la microscopj!e 

Glectrcnigue et gràce aux techniq~es de coloz~tion dgaeve. 

2a A m i e  chez Iulizebim t r ~ ~  (31 1 

En 1965, E.31. 'mm (32 ) .reiet z e n  B v i r i h ~ e  m.-! 
rccabB& p 1 '-h&e du phage zhez Rxkchim ~~ .et ;trifdii u-ap~Ss 

une sstzickim .addisi.-&. 



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

Rhizobium meliloti dcslt un, l e  phage L5, possède une activi-te transductrice I 
(13) . Cette  décowerte augmente les possibilités d'études gkietiques jusqu'ici 

acccmplies surtout à l'aide de systèmes de transfonnatian (-SA, 1963, (34) ; 

1 EXLIS et ~011, 1962, (35) ; ZEULZNA, 1963, (36), 1964 (37) et GABOR, 1965, (38) 

et de conjugaison (39, 40, 41) . 
BPSFJET Y.M. et J.M. VïNCENT (42), en 1970, obtiennent l a  amver- 

sim lysogt5nique chez Rkbckium trlfolii. En 1972, BPRNEEC Y .M. (43) entreprend 

des expériences pour pmmquer l a  ccmtractim de la protéine phagique de l a  

queue et  déteminer son rdle dans l a  spécif icité d'hôte e t  dans l e  transfert du 1 

En 1967, KûWALSKI (13) décrivit un s y s t b  de transductim chez I 
Rhizobium rrieliloti qui permit en 1972 à K W K I  et (44) de rendre I 
efficiente une souche rendue inefficiente par nutaticm. 

W3lVIET G. e t  coll. (45), en 1975, cPrt caractérisé deç phages tem- l 
pér"es défecttfs d'Agmba&erim, espèce proche de Fhizobium. 

PATEZ J.. J .  (46) uti l ise ,  en 1976, l e  typage phagiquo dans l e  but 1, 
de classer r&izobim Iotus, r 

Plus récemnent, SQB e t  ccll.  (18), en 1978, ont mis en évidence 

la transductim spécifiw du marcpeur cystéine chez Wizabium m i i l a .  

afin, xvzzmtw G. et coll. (47) art étu&Ci la amke génetique du 

phage 16-3 de F4-dzdxi.m mdZ1;oti à 1 'ai& d t ~ s  de mstrictkon. 

- 

C 



L'ensenble dep chercheurs du Laboratoire de VIcrrobiolog%e de 

l l ~ i v e r s i t i é  des kienœs  e t  Techniques de Lille,  travaille sur R. mïilati 

dws différenb danaines : ghétique, biochhnique, taxonanique, datim 

b-rie-végéw. 

l Au sein de cette équipe, un groupe stintéi?esçe aux phages de 

I R. mliïoti dans le but de M t r e  leurs propriétés générales afin de les I 
I uti l iser  pour ef5ec-r les transferts génétiques, p a r  lyser les bactéries l 
1 phhcxnènes de cesripétiticm en- souches bactériennes dans l e  <sol. I 

Naus nous samies intégrésbce groupe gui ami--  isolé un œ r M n  I 
narbre de Fhages. Ceux-ci ont pu etre classés en g r o ~ e s  hangènes renfammt I 
des clones .bien drf56mei:Ss ç r h  a Leur obsewatim en r h a p i e  é b c t m ~ L  - I 
gue e t  leur Gtuik :sémlogique. P a  mntze, dtautces lrfri.zobactériog4age.s n'a.- 

pas pu Stre &tudi.& du aiit de leur fragilie. Ils se sont p ~ ~ ~ i 5 d e - r  

des pqrli:ét&s antigGniques di3fken-s des -@c6dmb db sunt é g a L m  

piils lyt- v4s-3vis de X. wliloti car capab3:es de h l p r  f a c i l m t  +en 

m i l h a  liquidet. 

grr,upe. Après l 1 ~ l i o m t i o n  d'une -ke&n$qw dl&bentim des b ~ r 3 : ~ g e s .  

nous nous Inhssi5 à 1'- des -s physkmchb&ws de l'lin- 

fectim (contli3zbns de culture et cmgcsan* du milieu) * d'expliquer le  

anp0-t de ltenserrble deç Wges vis-.a-vis des _.R. iwallloti de n m  

col-. 



Dans un second tenps, en affinant les t e d m i w  d'obtention,. 

nous ams effectué des observatiians au Icicrobcqe électrmique pour caxacké- 

riser les phages de ce m.. 

Enfin, nous auris aborde 1 ' etude de l a  smificité d'hôte .pour 

préciser certaines pMlciki%s de la relation vina - backéria hate. 

Pour réaliser ce travail, nous awns utï l isé  des techniques 

v a r i h .  Ainsi chaque chapitre de ce niémire amp3-ra un parawaphe 

"Matériel et Méthodes". 





ïes bactériaphages sont très répandus c'ans la nature. 1l.s 

puvent  etre présents dans l a  terre, dans l'eau, etc.. . mais @almmt, Us 

peuvent exisizer sous f o m  de p r o - g e  Cans les backerieç lyscx~bes.. 

l les dthodes les  plus p r a t i p s  p u r  &tenir des bactério.@ages 

de R. rrrtliloti sont  : 

1' - de rechercher dans l a  terre les -Mages M e n % ,  ou, 

2' - de souwttre des Rhizabim à des agents mutagènes. 

Nous avons utflisé les ,deux méthodes. 



E x t r a i t  de l ewre  (Dkfco). ............................... 1 g 

................................... Eau distillée q>.s.p. 1 1 

... Le pH est ajusté à 7,2 7,5. 

b) Milieu EIC gélaé 

Milieu RC + 15 g d'agar ( D i f c o )  ou 12 g d'agar (Biciracrr) /1. 

Ces deux milieux sont s%i5rilisés à 120' C pendant .20 minutes. 

c) Saurce de carbone 

Une solution aqueuse de s- (gluocse) est pr6parée à la 

c o m t r a t i o n  de 40 pour 100 et ut i l i sée  à 1 :pour 100.. 

d) Fa*- de c- ------ 
Les ~~ Bl e t  H smt utili-&es à des concex&ati++ 

~iespectives 10 e t  0,s p/mi. 

a) -- Miïku glose -- kcb&iaphaqe 

phospha- disdique (Na2 a PO4, U H20) ...................O....... 0.45 g 

m-fa* : S ~ ~ E X Y I  (S04 %., lü H20) ............................ O,,% g 

Nies* de PDbSdTm ...................................,...a... Q,06 g 
Chlorure ferrique (Fe Cl3 : 1 ml de la solutkm 1 p 100) 0,01 g 



.-*Ir - 

C h l o m  ae d c i m  (Ca Cl2, 2 5 0 )  .........a........,. O,% g . ~ ailonire de magnésium (&Cl2 6 ~ ~ 0 )  .................... 0,lO g 

Agar (Difco) ..............................a.............. 7,5 g 

.la source de caxbme, les f m u r s  de croissance et la g é "  

III - 1- DES E?HmE 

1) Recherche aans .la &em= 

M t  khantillcpis âe ont été pzélev6s dans diEEdxer&s 

chinrps de luzew !hB&cago .sativa) du Nord de la mance. Les pieds cie luzerne 

sait déracinés aucement et la &me en canbct avec les -aciw est prëhv&- 

Si des ncdiu3;es sont 'présents sur ces racines, on les sectionne en pzenant bien 

-soh &e ne 'pas Les zb-.. 

cinq.gzames.de ~ ~ . é c h a n i t i l ~ a e ~ s o a r t ~ ~ ~ ~  

20 m i  du milbaa ZtC 48) en p&seaa des rmïüks 4écxasés. &fis hcrnDgW&sa-, 

ka susmion est placée -en agi-- .a 3@ C pndmt 18 heures ; eile es* enmi- 

.3p& 18 he- d1im5kt&m 3 25' C ,  la présen~e de ph9ges se 

dz&ïui% psr l',qpr,it&a :de plages de lyse au sein du mis bchkkn.  



2 )  serche e t  M . t  - - - - -  &s souches lwqaies 
-.LI 

Iàie bactéxie lysogène possède e t  transnet à sa descendance le 

l m i r  de p d u i r e  dans certaines mditiom des baCterio@acps en l'.absennoe 

ânin5ectian. E l l e  héberge et  perpétue un 616mnt @cifique appelé p-ge.. 

" pmbabilité de producticm spcaitanée de phage +est trgs faitde .et var& de l 

~ loa6 3 loo2 s e h  ie . y s t h  lysogène. peur certaines .souches de .bactéries aites 

npr Muctibles , on ne s u t  W i e r  cette p n h b i l i S .  Pour d ' au-, la p d ~  l 
tien de phages p u t  Stre déclenchée à m h & é  dans la totalie de la m t i o n  

bac-eme ; ce soit les souches inductibles. Sous l'influence d'un agent in6uc- 

%eur, la Fhase végétative est d6cbchée ; des mges (sont prcdutts -et l a  bac- 

ter&e est lys&. Parmi ïes inaucteurs, ci- : les rayms ulkra-dokb (U..X.), I 
les naycnr X, les azo*s, les -des organiques e t  la laitanycine C. 

Nouç awns recherché les souches lyçogbes de notre col1:~cp1 

en semplcyant les zayons U.V. set la ~ ~ i n e  C came inducteurs. 

a s  .sa* iY& *étant airisi =&&es, nous avons *W 

.L'*.aaiatica? fest abizenue .en -50urR@-t ra3e cnil- && 

==,, en phese *-3?e !de -*-a au +=- 
'OB :h-/"ml, , 3 une l m p e  *-&ce i& m m  T,,*V* ; 18 L a .  :- 

agi- ao- ~~ lm~* lg moée * 18eocpfsiem. 



Nous avons d6keminB qre p u r  la lange de "puissance"', 
2 3CCergs/m que nous avions en notre p s e s s i o n ,  nous devions exposer la CU1tm-e 

à 0,6 m pendant 120 seccaides. 

ïe contenu i d S  est p M  dans un  tube * a/ZQ 

recouvert de papier alwinirnn pour er@cher le phéncariene -de photo-x6acti~cm. 

18 heures au bain-&e à Mo C en agitation, la cultue est mtrifug& 

à 8 û00 g pendant 20 minutes. ïe  surnageant est passé sur filtre MilUpre de 

Les bactSricphages prcüui-ts sont détectés selon la *chni- 

.des plages de lyse décrite précSdement. 

Pour cet* e i e r r c e ,  nous a m  irradie les ~souc;hes : l 

Cet anl3biotique possède un puvoi-r mukagSne .et p u t  I 
ina& la Ilbémtiai .du -pro@a.ge. Des -essais préaïabîes -ont é S  Récnessaizes 

p u r  aékezmber le degG de 4ensikilit.é iles 'souches de R 3 œ .pmduk-t, 

No= .a- miinrtré que &a rrii- C peut 4- -qlqfée à la coacen-cm de 

5 w/hi, en pIéoaiœ d 'une -s-ion ba&-e de -turhidite &&tia3?e D.. O.1CO 

= 15.. Après la lyse de lia :cul=, l e  milieu est eemkifqg6 e t  fiï- : la sa* 



I Larçqu'un phage est isole, il faut le mpmduire sur sa bactérj:e 

lSte afLn de pouvoir le ansarw e t  ltGt&ier.. .Il existe plusieurs 

m t t a n t  d'obbenir des quantités plus ou mins importanizs de phages. .Avant 

de se multiplier sur la b&rie hôte, m phage s'adsozbe sur l a  paroi et 

injecte san aciëe nucl6qUe .dans l e  cytcpiasm. Ce* adsorption depend & 

nmbre àe paiacpes utilisés e t  du milleu d'adsorption notament de sa canccmtm- 

tim ionique,& sai pH e t  de sa -rafmze. Larsque le bacterio@mge est f- 

d'une façon IlréverçibLe, l'acide nucl6iqce v i ra l  est injecté dans la cellule 

baek&xhme. Le iRetaboUsm de celleci est alors detainie au pmfit  mi viriis. l 
Son -dévelcppamt se traduit par la lyse mîcrcbierme amcrétLsée par une clad- 

f icaticn en milieu liquide ou 1 ' âe plages de lyse plus ou .rn.hs 

nmbreuses en -miïieu SOU&.. 

Bfki d'avoir une idëe la plus précise psible de la quanti* de 

bacMries que nais +- à l ' ac t im àes phages, il nous a serbLë intézesmt 

ii ' .Gt~&Ler Lo nacbm de ba&zites praSen$es dans 4e mil4eu e n  f 0-a :de la 

densi* ~~ a am* 

-Lkxpé~&ene est Tealks& à 30' C en 'agitation xotative 



5 ! 
5 DENSITE OIY17IQU!3 I NaMBHE il3 BACi'EFUES 

5 

5 ! 
5 

5 (D.O. 100) I PAR ML 
5 

5 1 

5 

5 l 

5 

5 1 7 
5 

5 5 1 3,6 . 10 
§ 

5 10 I 8,8 . 10 
7 5 

5 1 8 
5 

5 15 1 2 , l  . 10 
5 

5 20 I 2,7 . 10 
8 5 

5 1 8 
5 

§ 
25  ! 3,5 . 10 5 

5 30 4 , l  . 108 
5 

5 I 8 
§ 

5 35 ! 5,O . 10 5 
5 40 1 6 , l  , 10 

8 5 
5 1 8 

§ 

5 h4 5 ! 6,9 . 10 
5 

.5 50 ! 7,5 , 10 
8 5 

-5 ! 8 
5 

5 55 I 8,O .. 10 -5 
5 60 I 8,8 . 10 8 'Li 
5 I 8 

5 

5 70 1 9,2 10 5 
5 80 ! 1.1 . log 

5 

5 ! 9 
5 

-5 90 l .2,1 . 10 
5 

5 100 I 2,,9 . 10 
9 5 

§ ". I 9 
.§ 

5 1x0 ! 3,3 . 10 
+5 

5 1 
5 
5 





-Wt i i l i ca t ion  en milieu solide -- - U _ -  

Nous avrms ut i l i sé  la  technique dite de double couche (49 ) . 
A 0,l m i  d'une suspension phagique est ajouté 0,3 ml d'une culture en phase 

-a l le  de R. r e l i l o t i  sensible. Après 20 minutes de contact, on a jouize 

au filange 3 de gélose moue a 7,5 O/. O d ' agar (gélose bactérioplage) 

maintenue liquide à 45' C. ïe tout  est cculé à l a  surface de boxtes de P- 

contenant 6u milieu R.C. gélosé , glucosé e t  vitaminé. 

Après 18 heures d ' incubation à 25' C, la gélose mlle dans 

laquelle se sont d t i p l i é s  les phages p s t  placée dans un tube, additionnée de I 
2,s ml de R.C. et  de quelques gouttes de chlornfom, hcnogénéisée et  laissée 

pendant 20 m i n e s  à la tmp51a.ture ambian-. 

wrès cendzrifugation à 8 803 g durant 15 minutes, l e  suxnageant 

m t e n a n t  les phages est définifivement débarraçs6 des dexniers 6ëbris baMr3:ens 

par f i lkraticn sur mxbxane Mi l l i p re  de porosi* 0 ,-45 ~c . 

2) MulitipIlioation en milieu liquide ---- 
Une souche sensible de R. mUio. t i  en phase ~ e n t i - e l l e  de 

m i s s a n c e  en miljeu R.C. (sous un volme de 3 ml) e s t  &-fie&& par les #ages 

.prélevés à l 'a ide d'on fil Q platine dans une plage de lyse cb-knue sur milieu 

solide. 

Après la l y ~  des bactWes, cpli se -traduit par .une ch* de 

la deasiM optique, la suspmsi-on est cemb5fugée e t  f i l M e  2ans des conditicns 

idenkiques aux pré&dm%es. 

- 



Le dénabrexnent des Mages -tenus dans lt~s suspensions Mi- 

sées selm les techniques précédentes constitue le &sage du stock. Trois rné- 

des peurn t  être utilisées : 

a )  N w n W o n  des p&qu de tyae en tni&eu h o M e  --------------- --.----..--- --i---- -i ---------- - 
Des  dilutions apprwriées de l a  suspension phagique .sont 

ajoutées à des cultures de la bactérie sensible,. Une partie aliquote de cham 

des rn5langes est codée sur un U e u  @los6 p e m t t a n t  la croissance bactérien- l 

ne et l a  mltiplication des phages gui se manifeste par l1a-i.ti:on de plages 

de lyse dans l e  tapis bactérLen ; ces plages sont capAs e t  les r 6 s u l .  -t 1 
exprh6s en nmbre de phages par nl de la suspençlon originelle. 

b ) D E ; t M m u z ~ o n  de denniCm a X & X o n  ty*bq.ue - - ------ -- --- -- -- --- - - ---- ---- ----*--- -- -- -- 
Il  s 'agit de d é t e m e r  la plus peti* quanti. de sus~ençion 

m g i q w  capable de lys- une culture de la bacteLe sen5ible. En considésant 

*'un seul &as peut àétruke la culture ba&&i!eme, on -me ainsi le ncnbze 

de - d e 5  phagiques dans la n. 

C )  _---- MUWLC - du ---_- temps -- de ---- t y ~ e  

.US phages et les Lactér i s  sensibles sont mis en -tact 

e t  cm %esure le né- pour &%mir in.e dAnhaon  de La 'turbidisi5ki.e 

du *lange jusqu'a une valeur fixée. Cmnaissant .les dilutiarxs I 
phagi- utilisées, ae 4mps de lyse pmt de d&emher la ccnccen-ion 

i a i - e  "en phages car il est hvezsemmt m m e l  au .lcgarikhms de I 
concenation. Lie résultzt est exprLm6 en unités aitxaires 

cakion de la réthode à un -in ccaistitué d'une suspnsion 

&finies par l'ai- 

phagique connue. 



Nous avons pour notre part choisi l a  première méthode en 

util isant l a  technique de l a  double couche et les milieux décrits pr6cédemoent. 

Des échnt i l la is  de terre analyses, nous avpls &tenu 20 phages 

donnant des plages de lyse d ' aspgts diff4rene sur R. nel i lot i  . E l l e s  peuvent 

claires ou troubles, parfois entourées d'un halo plus ou mins a i d e .  

leur t a i l l e  est égalenent variahle. 

Par la suite, deux variétés du ont été i s o l k s  : l'une 

présente des plages de lyse claires , l 'autre des plages e n w w  d'un 

halo (*13h) 

Pamri les souche5 de Rhizabim s ~ ~ s e s  aux rayons u l t r s r v i o k ~ ,  

ia M ~ ~ Ç  et k 2011 s*' se sont r~m-ées m s  d'm *age. ~ ~ b e s  no= 

ont m dtboLer les phages@MU et 02011 es. 

nifin, chez la souche N$il qui s'est a 6 d e  lysogène, la mitcmy- 

cine C a induit l a  so-e du phage 

Dans Je *leau TI, nous a- -rS ltensw;t,l:e des b-0- I 
phages nws avons -016s ainsi que les cpi@en.trations &&mues sur l e s  

L' Wlanent de ces phages, leur muïtiplication aimi que leurs 

dénczrb-ts ont été exclusivemmt réalises sur milieu solide. ce+tf technique 

a un avantage certain, celui de p m e t t r e  de umtroler 1 'aspect des m g e s  de 
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TABLEAU SI : Phages isolés, leurs souches sensibles et les résultats des d é n m  - 
b-ts de leurs stocks. 
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lyse au fur e t  à =sure des e>-xiences et de d6cekr, le czs échéant, tou* 

phages ; ceux-ci restant emprisonnés dans la  gélose, et ne pouvant pas -tre ~ 
1 La technique de nuI"cy3liaticm des bacbériophages en milieu 

liquide présene elle aussi des luicc~lVeni.en.fc. Elle est souvent appzécik 

en suivant la baksede la densité optique de la cul- ; cependant, l'appa- 

ri.ti.cn de bactéries mutantes résistantes au phage peut m d i f L e r  les résultaAs. 

Cet inwnvénient ,est d'une ccinsidf5rabl.e 1ol';que 1 'on ef5ectwe une 

lyse en continu car alors œ scnt ces bactéries qui se mltiplient e t  la pro- 

duction de phages est -'ils ne peuvent plus se h l - r  sur les 

'En cul- discmtinue, s i  Lou- les backéripe ne :sont pas 

lpées au cours du p-er cycle l . ique,  cm -SIS* à une aupentatian de 

l a  turbidE.h6 -suivAe d'une M u t i o n  de ceLl;pci zeflétant une nouvelle lyse. 

A I a ~ & : l a l . ,  m ~ r e n c m ~ 1 i g e a b ~ e  d e ~ z a s - b e n * ~ - s . u r  

les e s e n ~ ~ s  ae5 mies .lys&S et 10é3 de .la pza?mk*  pl. jls 

scsls entzdhk ilam le ai lot .  

Les d&mb-ts ne =fl&ent .donc pas tmt+Ct--fait be n e =  de 

particuhs m p e s  "vi;ables" phenfies .dans la suspmsian. 

& dépit des Anmvéxxken* .3nh&en% 3 ces *dmiqwes, . e u s  ncus 

9 cnt dto&enir des stocks de ti-lant enVir.cn 5,.10 .prtkcuksM,. 

11 est nbssaize a'** de 4 ~ d . k ~  ccmembatbnts afin de puvair, k ars 

éch6~1llt~ fabe e e r  le phage / bacSrLe, lm de 1 'in5ection "b vi-" 

dio R. lleubti ̂. 





Au cours des expériences de multiplication des phages en 

milieu liquide, nous nous scimaes aperçus que ce- d ' en-WC ne lysaient 

pas R. m l i l o t i  dans nos conditions ~ ~ ~ s .  

Sur dix huit phages isolés des échantillc~is de terre, onze 

sont incapables de lyser R. m l i l o t i  en r i l ieu  liquide. Dans l a  suite de notre 

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

Les sept autres capables de lyser IU3ixcbiur en roilieu liquide 

sont appeïés "phages lyse liquide ou L. LI1. 

L'étclde de ces sept phages a fait l 'objet d'une publication(50) 

dmt les résul-bts sant repris dans ce chapitre. 



C. R .  Acad. Sc. Paris, t .  284 (9 mai 1977) 

MICROBIOLOGIE. - Étude (les htrcrcriopho~es de Rhrzoho~m melilori ( '  ) Note (* ) de 
M i ~ h e l  Werquin, hloharned Tahar Ben Brahim et Draga Krsmanovic-Simic. présentée 
par M. Jacques Trcîouël 

Parmi Ics bact+riophdgcs de notre collection. rept d'entre-eux. capables de lyser Rlir:ohtuni tnelilori 
en milicu liquide en l'absence de Ca" ou ;Mg2- sont etud1i.s. L'ensemble de leurs proprieres les 
diKérzncie nettement des phases incapables de lyser Rhr=obiuni melilori dans les memes conditions. 

Amotig (lie brtcrertop:i(cges rn oirr collecrrori. scven ore sriiilicrl whicl~ cun ivre Rhrzobium meliloti iti u 
lrquid nicllrum 111 rhr crh~c~ri<e o/ Cu" or .\fg2' Tltc rorul O/ tlieir properries cleurly drflerenrrares rhem 
/rom pliages wl~ich are u~lohlc IO (vse Rhizobium meliloti irnlier idenrical condrrrons. 

Nous avons isolé de nombreux phages de Rhizobiilm meliloti des terres du Nord de la 
France et dans une note antérieure (2) .  IIOUS avons étudié et classé selon leur morphologie 
et leur spécificité d'hôte certains de ceux-ci présentant la particularité de ne pouvoir 
lyser les bactéries en milieu liquide en absence d'ions Ca2+ ou Mg". En effet. les 
phages provoquant la lyse bactérienne dans tous les cas en milieu liquide n'avaient pu 
être examinés au microscope électronique du fait de la fragilité de lews structures. Dans 
ce travail, nous avons tenté de caractcriser ces bactériophages en nous basant sur leur 
inhibition par les sérums antiphages. leur spécificité d'hôte et leur degré de dépendance 
pour les ions Ca" et I\.lp2+ pour lyser le Rhiz0bi.u~ en milieu liquide. 

MATERIEL ET Y ~ T H O D ~ S  : - Souches bactériennes - Ce sont celles décrites précé- 
demment (2). 

- Bactériophages - Trois souches appartenant aux trois premiers groupes de la 
classification de Bradley (') ktudiees dan:, la Note antérieure ont servi de &ference. Il s'agit 
des souches CM, (Groupe A). .iiM, (Groupe B) et MM, (Groupe C), capables de 
lyser Rhrzobium melilori.en l'absence de Ca2- O U  I&'*, seulement en milieu gélose (Lyse 
en milieu solide = phages L.S.). Les sept souches pouvant I p r  en milieu liquide en 
l'absence de Ca" ou &l.g2' (Lyse en milieu liquide = phages L.L.) sont les suivantes : 

Les stocks deyphages sont obtenus selon ia mahade d'Adams v) et titmnt 1.0' a 1 0'' par- 
ticules infectieuses par millilirre. 

- Prkpardtion des krums anti-phases - Ceux-ri sont obtenus pür injections iucces- 
sives à des lapins de 1 ml de siisqxnsion de phages additionnée du même volume d'adju- 
vant complet de F~eund. 

Le pouvon mhibiteur du sirurn est donné en v,aleur de -K T). constante d'inhibition 
correspondant à : 

-D "Po K = 2 .3  T 10g (D étant la diLut<on du Emmi; t, le m p s  de mntact auec la sur- 

pension de phages ; Po et P te nomb~e de p h a w  infectieux avant et après action du %érxlm). 

- Lyse en milieu liquide en présence d'ions Ca2+ et Mg' + - Les Rhizobium en phase 
exponentielle de croiswnce en milieu uRC ( 5 )  aont d.iliks au demi sous un volume de 4 ml 
dans le mime milieii conteiiant soit du CaClz 3 x IO-' ,W. soit du MaCl, 5 x IO-' M. 
Les phages sotit ;qoutCs soiis iin voluine de 0.1 ili l .  Apri?s 18 hc~ires d'inc~ibation 11 -WC 
les daisiiks opi~qiics \ont lue:, i 60ü lim sous une bpais:,cur dc 1 cm. 
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Antisérums 
Baciériophages -A- 

CM I NM, M M  , 
f CM, . . . . . . . . . . . . . . . .  180 O O 

. . . . . . . . . . . . . . . . .  Phages L.S N M ,  O 246 O 1 M M ,  . . . . . . . . . . . . . . .  O O 38 

$4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7.6 1 -7 O 
0 5 ' .  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  O O O 
0 6  . . . . . . . . .  . . . . . . .  O O O 
@ 7  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  O O O 
@ 9  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4.5 O O 
$ I I  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  O O O 
(0 12 . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 8.5 O 

RÉSL'LTATS : Dans le tableau 1, soi~t comparOes les valeurs de la constante d'inhibition K 
des sérums obtenus à partir des phqes L.S. vis-à-vis de ces memes phages et des 
virions L.L. Les 3 sérums antiphages CiM,, N M ,  et MM, possèdent une constante 
d'inhibition K ilcvée pour les phages correspondants. Ceci traduit une inhibition supé- 
rieure a 90 ", et une grande spécificité. Par contre, l'inhibition des pliages L.L par les 
sérums antiphages L.S est nulle ou très t'aible. Lü propriété de ces phases dc lyser en 
milieu liquide sans xppon de Ca" ou Mg2+ est donc un caractkre distinctii' important. 

Souches de Rhiiohium melilotr 
h 

Bacrérrophages L I  M,N M 9s MIIS  Y )  kt .I, ,S M ,AS Ml$ 

04 . . . . . . . .  - - + - + - + 
$ 5 ' .  . . . .  - - + - - - + 
9 6  . . . . . . . .  + + + + + + + 
07 . . . . . . . .  + + + + + + + 

. . . . . . . .  + + + + $ 9  + k + 
$ 1 1  . . . . . . . .  + i + + + + + 
aJ 12 . . . . . . . .  + + + + + + + 

(*) Les différents bactériophages L.L sont rnultrpliéa sur In souche M,,S. 

Ces trois sérums ne pemeuant aucune distinction entre les sept phages L.L. nous 
avms essayé de les classer selan diffiirents critères. 

I o  La spkcificité d'hôte 6t.a.bleau 11) : te camporhement des phages L.L vis-à-vis 
des souches de notre collection permet de grouper d'une pmt les phages Q6.  a7 -et Q, 12, 
d'aurre part les phages O9 et 0 1 1  et enfin lesphages lO-4 et @S. 

2' Réaction avec les sérums antiphages Li, : polrr vérifier la réalit4 des .groupes 
déterminés préckdemmnt. nous avons utilisé les sérums anti-phages obtenus par injection 
des phqes @4. cD 6. O 9 et 0 112. Les résultats sont consPés dans le tableau I l i .  
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(*) Bactériophages isolés du méme échantillon de terre. 

On consuite que les valwrs dc la constante K sont très proches les unes dcs autres; les 
sérums obtenus ii partir de ces 4 phngcs sont donc peu spticifiqiies des différents phages 
de ce groupe. Les phages @5',  (D6 et 0 7  semblent sérologiquement pioches et 
le phage CD9 diffircnt des autres. On peut remarquer que les phages '34 et 0 If sont moins 
inhibks par leur propre sérum que par ceux correspondant aux autres phages. Ce 
phénomène a déjà été s~gnalé pour d'autres phages de Rliizobirrm i(6), (')] et il peut 
faire douter de la validité des résultats de l'inhibition phagique pour cette classe de 
phages L.L. 

Milieu RC 
h 

Bactériophages Sans Ca2* ni iy1g2 - Avec Ca2- Avec Mg2* 

3) Exigence en ions Ca ** et Mg' ' -pour la lyse en .milieu liquide. 
Les résultats du tableau TV permettent de constater que l'activité lytique des phqes L.L 

varie selon la composition di1 milieu en ions Ca2+ et ~ g " .  La lyse bacdnenne est 
activée par Ca2' et inhibée par Mg'+ pour les phages Q3. @ 5' et 0 9 .  Elle est favorisée 

.par Ca2+ ou Mg'' pour le phase Q I I  et indiffé~ente à la prksence de ces ions pour les 
phages 0 6  et (D7. Enfin. le (D 12 ne lyse pas R/~izobium en milieu additionné ,de i\jl!g2' 

et est indifférent ii la présence d'ions Ca2+. 

CONCLUSION : Parmi tes bactéiiophags de Rhi:ohir~m melilori que nous avons isolés. 
nous avons diKkrencie deux pandes classes qui se caractérisent netement l'une de l'autre. 
D'use part. ceux qui lywiit JZlrr:obi~rm tnelilofr en absence .de Ca2+ et Mg2+ seulement 



1854 - Skie D C. R. A.md. Sc. Paris, t. 284 (9 riiüi i : ~ ,  , , 
en milieu gélosé; ils ont une structure relativement stable et répondent spécifiquement 
aux sérums leur corrcspondant. D'autre part, ceux qui lysent Rllr:ohitini nlelilorr en milieu 
liquide en aoscncc de Ca" ou ~ g ' +  c.iit des structures plus lragiles et aucune commu- 
nauté antigénique avec les sérums des phages de la première classe. Au sein de ce groupe il 
n'a pas été possible de classer les bactériophages selon les critéres choisis. 

(*) Séance du 51 fcvrter 1977 
( ' )  Ce travail a bénericie de l'aide oc la Communauté kconomique Eurapeenne (contrat na 451). 
(*) D. KRSMANOVIC-SIWC et M. W ~ ~ R Q U I ~ .  C. R. Acud. SC. Parrs., 276. %ne D. 1973. p. 1715. 
(') D. E. BRADLEY, BUCI Rer.. 31. 1967. p. 230. 
(') M .  H. ADAMS, The Bucrerrophuges, .V. Y. Inrcrsc.. 1959. 
(') J .  M. D E L A ~ R E  These de Docteur Ingénreur. no 121. Unrverstré des Sciences ci Tecliniques <le Lille 1. 197 1 .  
( 6 )  R. STANIEWSKI. M. KOWALSKI. E. GOGACZ et F. SOKOLOWSIA. Acia Microbtof. Pol., 1 1 ,  1962, p. 245. 
(') G.  J. ATKINS. J. Virol., 11. 1973. p. 149. 

Vnrversiré des Suences et Techrirques Je Lille. 
B. P. 36. 

59650 Villeneuve d'dscq. 





Au cours des recherches mcernant les paiages L.L ayant nécessi=- 

té des cmditions expkimntaleç nouvelles, nous nous somnes aprçsque certariris 

phages dits L.S. étaient capables d'effectuer la lyse en milieu Uquide. 

11 était dcnc néœssaixe de mieux cmnna3- la physiologie de la 

lyse phagique de R. meliloti en milieu liquide. 

Nous avoas donc réalisé des cinétiques en faisant m e r  quèlques 

pâramètres physi- . . s afin de déteminer les ccpidi-tims lytips optima- 

.Les non seu2.emen.t pour les sept a g e s  @&-t étudiés, mb pnu l ' 1 ~  

ble des .backério@ageç de coikctkon, à l 'exclusion de el lx  issus de souches 

bact6ziemes l.og&es. 

~ - ~ ~ & ~ l o s e p a r ~ a e ~ ~ ~ . ~  - - 
Au C O U ~ ~ S  .des eq$kimaes :Su;iy;an&es, .les mns6cpences de &a 

variation des param- cùlkuzaux au COES de La lyse ba&6deme son* suiWes 

~ l a l i e s ~ * l a d e n o i t e ~ c p t l q u e à a C O m . . D a n s 4 e c a s o a ù . s l ~ ~  

ef3kctuks <en tuke OU .en +er1--, l'&~laim de &a -t~&&di+é :est ~SSIX& 

.au *qsectZq$o- m@s cm 11) *en - .de 1 an de .u cptizpe suz Gks 

-tilhns Oe 2 mi. Si oes lyses sont e f ï i i  durant des - b q y  XE&&-t 

1- @lus da fi hemes), on .u t i l i se  rme lechme .& la densi* qptLFPae en mt&- 

nu -en hi- (.J@EIDJ et mtaa) . 
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II - ProcédSs de culture --------- 
Les tubes 20/2OO (sous un m i n  de 10 ml) ou les erienoeyersde 

3CO ml (sous un volcm de 50 ml)  sont placés à 30' C dans un bain-marie ou sur 

une table d'agitation. Ces  derniers sont actionnés par un dispositif à mmement 1 
rectiligne ou rotatif. 

ïarsque l a  lyse est suivie en continu, l a  lecture est réalisée 

dans les fioles de 7 ml du biophotanètre sous un wlum de 5 ml. L'agitation 

est réalisée à l 'aide d'un barreau aimanté. 

III-Milieux de culture ---- 
Outre le milieu R C , déjà décrit dans l e  chapitre 1, nous 

avais u t i l i sé  égalanent ies milieux minimum R (51 ) et R gélosé. Iew axposi- 

ticaiç sont les suivantes : 

1) _L~-!%ieu_R 

Nitra* d'ammium (NOj NHq) ................................... 0,5 g 

Sulfate de nagn6sim (F4, 7 H20) ....................... .... . 0,2 g 

Eaudiski l léeq.  S. p. .......................................... 1 1 

le pH est ajusté à 7,2 

2) Le m.Xeu R gUodZ ------------ ----- 
Le milieu R + 15 grames d ' a g a  (Dif co) . 

3) So*e-be_-Ebone 

Une soluticm aqueuse de fructose est préparée à l a  ooncen- 

t ra t ion de 40 pour 103 et ut i l isée  Ci 1 pour 100. 



les caticns ~ a * +  e t  ma sont préparés en solutions aqueuses 

-4 sous forme de chlorure e t  uti l isés à des cancentratims respectives de 4.10 M 

e t  s . ~ o - ~  ES. 

Ces cinq produits sont s tér i l isés  à 105' C pendant 30 minuteç. 

B - RÉSULTATS ET COmulENTAI RES 

1-iü3le de l a  source de carbone l 

Au début de œ travail, nous utilisions l e  milieu R.C. glucosé - 

à 1 pour 100 pour l a  culture de R. meliloti. Ce milieu nous p e m t  d'obtenix 

des cultures en phase exponentielle de croissance. Cependant, il a été dénmitr6 

que l a  biodégradation du glucose pro- une acidification importante ( 52 ; 

de plus, certaines souches de R. meliloti ont tiendance à s 'agréger et  à sédimerr 

ter ce qui fausse plus ou mins la lectm de l a  densité optique. Les souches 

chez lesqueiles nous auns  absenré œ phén-e sont : %S, E3S. Ml$, MîjÇ, 
s MZ8St L5 (L5) Lç51B et -fois l a  souche 2011 Str . 

Nouç pensons qwe l a  hisse du du rr i ieu pourrait 8- à I 
1 'origire de ce - d e  : en effet, lonqu'on utilise le  fructose à 1 pour 100 I 

que les souches préci- flomnnaient beaucoup pius faibl-t et  la lecture 1 
de densiki5 optique é t a i t  possible après une simple hamg6néisatian.. 

Il est i m p r t a n t  de signaler qu'une baisse importane de pH 

influence considérab1-ement l e  métabolisre bactérien et inhibe partiel1-t l a  

multiplication phagique. 



Lie fructose a dcnc été choisi c= source de carbone pour 

les cultures de R. meliloti. 

Dans l e  tableau TIInous avons reporté les résultats d'une ex- 

périence mntrant l 'évolutim de l a  densité optique d'une culture de l a  souche 

I M13S en milieu RHBl fructosé à 1 pour 100 et  glucosé à 1 pour la. Il est à 

I noter p le pH en fin d'expérience es t  acide. 

11-Evaluation du nonbre de @aggs à utilise- bactérie ----------- - ----- ----- 

I üne culture de R. meliloti sensible peut être t o t a l a n t  lysée I 
en 4 heures si init ialemnt nous niettorii en présence a p p r o x b a t i m t  20 bac- 

t é r w a g e s  pour une bactérie. 

Mais si nous inversons œ t t e  proportion, l a  lyse est .très 

lerrte e t  plusieurs cycles lytiques se dével-t suc ces si^. 

Pour étudier l a  lyse bactérienne en milieu liquide dans des 

conditions précises, rapides e t  ~product ibles ,  nous avons recherché les an- I 
centrauais phagiques e t  backeiennes les plus famxables. La souche MllS de 

.R mliioti ,  cultivée en erlermyer de 300 ml sous un volunie de 50 m l  de R.C. I 
fnrtos6 à 1 p u r  103, est infect& par le phage 0 6 en présence de Ca2+ e t  q2+ 1 
a m  concentrations respectives de 4 .  ~ o - ~ M  et 5.  ~ O - ~ M .  Les n-ations de phages 

.sont ef5ectuées a@& 18 heures, mais la  lyse est suivie par mesure de La 

h s i t G  optique d-t 32 k m .  



5 ; I D.O. de l a  culture de I D.O. de l a  cuitme de ' 5 
§ Heure du prélèvement ; M S en presene du M S en présence du 
§ 

§ 

5 I 
13glux>se (x 100 13f-toçe (x lm § § 

+ ------- ---..---------! ----- --------- 
5 1 1 

§ 

§ I I 3 2  ,O 
5 

5 O heure I 3 2  ,O I 
5 

5 I I 4 7 , 5  § 
§ 

§ 
4 heures 1 4 9  ,O 1 

5 t I 6 1  ,O 
§ 

§ 
6 heures 1 62,3 I 

§ 

§ ! 1 9 5  ,O 
5 

5 8 hewes 1 8 6 , 5  1 
§ 

5 I 160 ,O I 1-43 ,O 5 
§ 

§ 
20 heures 1 

5 I 1 5 4  ,O 1 
§ 

§ 
2 5  heures 1 1 3 7  ,O 5 

§ I 1 
§ 

5 30 heures I 105 ,O I 123 ,O 5 
5 ! 1 1 2 8 , O  9 

§ 

5 4 2  heures I 9 8  ,O I 

§ 1 1 

§ 
5 

TAPUAU III : Nesure de la croissance de la souche M13S de R. U o t i  en 

milieu FllB1 ut i l isant  a m e  source de -ne le glucase d'une 
part et le fructase d'autre part. En fin d'expéxienae, le pH 

est de 5,l pour le p-er cas et 6,8 pour le second cas. 
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Les résultats sont damés dans le tableau IV e t  présentés dans La fi- 2 

5 I I I ! 1 I 

5Nc&Eedephages! I I 1 I I 
Li 

5 utili-sss par 
9 

! l@/lO P ; 1@/5 B I 1@/1@ ! 54/1 6 ; 1-11 ; 2-11 8 5 
5 bactérie I ! ! I I I 

I I 1 I I I 
5 g-- - - -- --- - 

1 I I I 1 I 
5 

5 CCklcen~tion I I I I I 1 
5 
5 

5 * g i ~ m m l  ! 1,2.109 ! 3.0.10~ i 7,9.109 i 1,3.10l0; 2.0.10~ i 8,5".JO 5 ap* 18 heures ! I 
8 5 

I 1 I l I 1 
Li 

l " lY" I I .- I 1 I I 

5 

5- 
- -  ---- - 

I I I i I 1 
Yj 

5 Courbes de D.O. ! 
5 

5 fi- I @ ; O !  ! @ : @ : @ ; @ ;  
'5 1 I I I I I 6 

2ABlZAü I V  : Conœntratims phagiques obtenues en fonction du n ~ ? p o r t  phage/ - 
-rie ( 8) après 18 h e w s  de lyse (R. rreliloti M L F ,  phage @ 6) . 

QI gue l'on Went un n-re de phages plus hpm%mt 

10- l ' m  net en ccntact 1 ou 5 phages par bacSri:e. ilam ce cas, .les 

mmézaticas -t -1- vois- âe 10" phages/ml aîms que anas n'en 
8 

&tzen~t35 que 8'5.10 1.0- n a  9 d w  une p m m  de 20 g b g e s h * .  

Les ' lrl~?sws de la densiS -que indiquent gue, d'une %p 

sé n g e ,  la lyse est a'aukant plus -ide que le n d z e  de phages est &levé, Ci 

. c~d i t i ca i  tou-kefois .de ne .pas dE@eser -une œztahe l&&%e.. ZII &%t, naus ne 

~~~  a. +* -@es n-3.e -en- ~ e a  -sa et @ .ae la 
2 , .-tent la lyse bacMk5erme en h c t i o n  du -s .pour des ccmzen- 

- h e m ,  la densi%+ optique de la .suspenskm -est ?a r v e  n u'e à %son I&&IYRI % .  

@ 





l Ce nSm résultat est &tenu en 8 heures pour une p m m  

I phage-bactérie de 5 (courbe @ et en 1 4  heures pour des proportianç plus 

Il est normal que l a  densité optique Tem3n.te par la sui+e, ce 

I qui traduit l e  dével-t de mutants bactériens fisistants au phage. 

l Il peut sd le r  paradoxal qu'une lyse maximale rapide observée 

avec les wurbes @ e t  @ ne corresponde pas à une multiplication phagique 

mximale. Mais ceci résulte du pkiénmbe de lyse exberne qui intemient iorsqu'un 

nanbre excessif de phages sont adsorbés sur une bactérie. Dans ce cas, l e  1.e ~ 
z y m  viral détruit l a  bactérie avant que le cycle h2ectieux puisse dérmrxer.. l 
C>n a h c  une lyse bactérienne sans productim de nouveaux phages. 

Pour nos expériences ultérieulces, nous avaiç danc choisi de 

r t i e t t re  en présence trois phages p u r  une bactérie. Ce r a m r t  est capable de 

mire une lyse relativenent rapide et  un n d z  élevé de phages. 

Nom avons vérifié ce M e r  point avec trais a- &mges. 

10 Le tableau V mntre effectivemnt cles concentrations voisines de 10 parti- 

cules/d après 18 Hem5 dtinoubakion 

§ ! I I 
I 9 21 I Q> 7 ! 

Li 
5 -9 utilise: (3/23) ^@13a 5 

I I l 

5 
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - . - -  

I ! 1 
5 

5 SuUche sensible ! b%Nl 1 I § 
1 I 

M14S 5 ---- - - - - -  -i----- 1 --- 
l I 

5 

5 ~ ~ t i o n p b g i q u e p a r m l  i 2,0.10 i5 
§ après 18 he-s de lyse 

10 5 l0 f 1 , 4 . 1 0 ~ ~  f 2,3..10 

5 I I ! 
5 
§ 

TAB=U V : Déncmb-t de 3 rhizobiophages après 18 heures de lyse *en milieu 

liquide. 



III - rnk de 1 '&*atim 
---c- 

Dans tcu5 1s  cas, une agitation trcp --te des milieux 

efipêche l a  lyse vraiserrblalitlement parce que les phages ne peuvent pas s'&or- 

l ber convenabiemnt sur les bactéries en raison du brassage Lz rapide. Par 

I mtre, dans un milieu non agité, il n'y a pas dtoxy@nation possible. Q l'anaé- 

mbiose ralentit l a  croissance de 'R. diloti e t  par corséquent la ml"cipli&on 

l des virions. 

N o u s  avons pu Bize zminer les  cmditions cptinales suivantes : 

- 170 b a l a n m k s  par minute en aqitation rectiligne p u r  l e  bain-narie (BlDLEïTTE 

- 85 .periodes par minu* pur la  table a' agitation ( G ~ L J )  

- 85 muvmmts angulaires par minute p u r  le bicphotcm&re (-Tt W.DW .et 
JOrnAN) 

Ces résultats sont &&enus loque 1 'cm emploie des tubes 20/1203, 

des er-yers Ge 300 ml et des fioles 7 rd sous des ~ 0 1 ~ s  respectSs de 

10 ml, 5 0 n l  e* 5 mi. 

~ Notons aussi que l l e f f i c a c i -  de l 'agitation est hvezsemmt ~ 
prcportionneïle :au voltme.. . En :eTZet, Le mdewnt est meilleur 1-omgpe 1 ' un l 

D'au* part, le nanb3-e final de Wges ne dépens gas de la 

s o a e  eqloy&. 

.Dans l e  tableau VI r Je db-k phagique ccnfbze -d'-une 

façon rigomeuse la lyse bact&imne t~&ui%e par J-a baisse de l a  .Ciemi*é 

optique %abLeau m. 



ViBiEAU V I  : Idultiplication de 3 phages en fonction du (en e r h m q e r  - 
Ze 300 .Ilil saus un volme de 50 niï, agi-kation 85 mtakixms~u-ke) . 

ï V  - D é m a t i o n  --.----------& des cm-mtiar opkirales de Caa etM2+ - - -  C 

Ces &LU cations -ent dans .la fixation du bactikiophage 

sur l a  bactérie qui s 'eff-ectue .en deux eL- : 

- une dsorption rih~~ibie falt 6'-abad intervenir des fia-- 

ioniques qu '-une agitation xqide , par -le, * 3Xher. - puis l'-con est . S i l h M ~ m  3tc?ESqlJtune e .  .dela 

W W  p b ~  s'uni-t au zéwg&eur de 10 .- hméri-.. 

N o a s  avms mn- clans le chqpi-tze 11 que 1- phages de la 

"L.L1' sont capables de lysex- R. U o t i  en .*exme de ,cakim e t  reagnésinr 
C. 

Cegendm*, ka lyse -est~&jml& p r l ' A n ~ p n  eu railia de ses ims.. 'Twhe- 

-4 fois au-dda de la ccncenkzatian B. 10 M .ke 0aZci~11 peut pmaper rine *ci- 

p i e o n  des pbqhaw :mno -et dipkassipes du Tniliiw, Nous ~ 5 m 5  :&-c .= 
anen& à étudier l'eftkt de cmamitratka~~ .. 





l Par contre, l e  magnéçim &play% cians les Sires conditions de 

I -centration (8.10-~ X) ne provoque pzs un tel ph-èrse. 

I1:slavèl.e, dlaprGs la fi- 3, que chaque bactéricghge 

a besoin de canœntrati.0115 dé+exmbées de calcium et nagnésiur;! p u r  fournir m e  

lyse raxbale car une qumtité supp1:énmtai~ de ces cations n ' a u w *  pas pour 

autant la lyse. 

Les phages utilisés sont des bactéricpham de '!L.LU P* 6, 'a9 

Nous ch-s que ce dernisr, contrai-t à ce que nous 

pensions précéderment, est parfai-.t -abLe de lys= une culture 6e R. nelile 

en milieu l i a d e  à ccnditi:on c p  lui .soient f oumis le  calcium et  le magnésiu m I 
La distinction entre phages de "L.Ln e t  phages "L.Sf' est donc 

fictive s i  les exigences en cations sont~spe&s. I 

ce- satisfaction, mais il présen- l'incanvhient de a m a r  de li.extzait 

de le-, pr0dUi.t de mqeeItim ccqLem et  .plus ou miris conskane.. &vant &? 

powsuime notxe k:awil, mus amns t70nilu &ud&ier Sa ps.slibi1it.é d'nbhser  
. . .lm 

nilieu synthé t ip  qui aumit p u r  avw-ge de rjen&e plus ricpo- lia zqpm- 

auctibi11%é ~ E Q  cordk~orts explkhn-ta'1;es., s k t  +E :SIX le 

rrJnimm R3B1 souvent utilisé au ~ t o ~  p . u r  la cult~e des ~ ~ b ~ ~ .  

b 





En milieu RB1, R. mlilati a une croissance plus lmte spe sur 

R. C.  mis ceci est habituel, les bactéries cultivant sur rdlieu s.#étique 

mh&num cloivent en ef fe t  synthétiser tous lesi é l b t s  némai -ms  à Leur clsoks- 

La rLsscosité des cultures due à ïa synthzse Qe polysaccii-ruides 

est cependant plus faible, ce qui f a m i s e  les =sues de la densité opticpe, 

l'oxyg6nation de la  culture et les filtrations sur e x a n e s  EUlipze,. 

Nous a- infecté des cultures c?e R. &loti -en phase 

exponentielLe de croissance en milieu à 1 ' aide e s  phages @ 10 .et @a4 

Q rbon & .troj;s #ages -par bactér1:e. Les -milieux c o n m e n t  4es cancenbzati:ons I 
croissantes de calcium et niagnësim. I 

La figure 4 ,  mntre  que le .phage @14 lyse La . c u l t e  bac- 

terienne p u r  àes ancentrations de 1,2.10-~ 14 en calcium et 1,5. 1 f 4  M .= 
lraagnkiurr,. 

&e phage @IO a besoin de - a m ~ t i n s  zeqectlm=s ien uddm 

et wg&sim de 2 ,.4. 104 M ft 3.. 10-~ &. 

Ces x ~ s u l ~  sont dans l'ensenble 933s pzcches -e œux 
sur n;ilieu a m p k e  R. C. 
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Dans cet& ex@ri:enoe, la multiplication des bacSriopàages 

a10 e t  @14 s 'est réaiisée sans difficulté mais l e  îzemp üe lyse est plus h g  

: (14 heures au mirs) ,. I 
par con-, La fi- 5, mm* p les phages 9 2  -et *19 

n'ont .pas été capables de lyser la culture de R. mîilûki de 5açcn net& en 

2+ 
15 heures r ; h  en présence de Ca (4  x l&*~) et de n&+ (5 x 10-~17 . 

On peut no* que l'allongemnt excessif du bxg~s de l p e  

présente un grave incanvénient car il favorise l'apparition et le  déd- 1 
6k mtants bactériens Yésistants au phage.. 

En d@it des avantages que pouvait pmcmer l 'utilisation I 
d'un milieu synthétique mlninnan, +nous avons en concWion p r é f w  1 'enploi du I 
milieu catplexe R.C. qui perniet une multiplication virale lMximale en un -s I 
rehtiment court, 

n-&pxçki,- 

'Des *-haes .**s, .nous as75- pu pxsci-.ser la vakur 

de plusieurs p a ~  m&ms àunt Les ~~~ J.lfhent -sur l a  l p  ae R. z e l i 2 a t i  

par les b a c ~ ~ g e s . .  M o u s  amns d&emhé &si le - k e q ~  de l y e  c,pi I 
pond à la période qui sepam l e  mmmt de l'infection de la lyse lMxlmale carres- 

~ ~ à L ; a . ~ i & é ~ g n s e I t a ~ ~ 1 e .  ~ ~ g e a z t ~ ~ . ~ : ~  

ia lyse ne peut pas s 1 ' e S e . ~  en absence de &1:cim.,. Ica rédmtion de m i k i é  

l a c r n @ e n ~ ~ - m ~ ~ ~ e l a a u l i s $ e & ~ ~ k L ~ B l e  &BUX 

heums*. Dans ae am+, rn n'.-t qu'me lyse partid&,. 







Iarsque le n-ilieu cetient à la fois du oalciw. e t  Su ;iecpé- 

sium, le %mp de lyse pau l'ensenble des bacMriopha~s ae notre cellecüan, 

est capr i s  entre trois *et cme heums.. 

Ces deux cations sont dcnc i n d i s p a s a b L e 5  à l a  l e  rapide 

Ce R. mlilati -en MiLeu l i q u i d e .  



























b s  bactério@-iages sont âes particules zux dimnsions faibles 

invisibles au niicroscope optique. Leur cbsm-ation directe ne peut se faire 

que grâce à l'utilisation du miclmcope électxmique. 

Avant  de pouvoir les observer, il faut çue les susp=mions virales l 
soient mncentrées. En effet, l a  recherche des bactériopham sur me g r m e  

porte objet ne peut se faire que s i  1 'ai respecte un nmbre de pMicules 

phagiques . 

Pour ce faire, avant d 'miner leur mqhologie , nous avons recheF 

ch6 une technique de cmcentration at3équa-k. 

D'aprb BBEDNER ( 5 4  ) ,  une m e o n  (2mvewbl.e des virus 

de la -e du virus Influena ne peut êhe zëaU&e que s i  le nopbse de par 

9 tic311:es es t  de 1'- de 10 3 10l0 par ml. De.* ~ L Z  Le m m ,  l e  

12 titre de la suspension dait 5- misin de 10 particules par ml. Pour Les 

bactériophages de R. miiiori, nous avcrn &nc che~ché à &mir me canaintra- 

Idon phagique de set afbe.. 

1) P n é p ~ c n  d 'un  dtDcb de @a 
u-- ---------------------- 
C " ~ ~ d e ~ e s t ~ s é à  -d'une ci~~-- 

& box-ties de PETIU ensatac& selon la  technique de l a  eouble coud-xe décribe 

précédemxmt. La gélose s u ~ c i e i l e  -+anant les phages est ré-fie, hcrrp- 



sur filtre p n - i l l i p o z e  de porosité 0,45 p puis 0,22 cc afin de le C!&mas.ser du 

nacimm d 'inpmtés. Le fil+~at &terteru, aame nous 1 ' a m s  mi dans le chapitze 1, 
9 contient de 1'- de 10 à 10l0 particules par mi. 11 nous a donc fallu ensa* 

concentrer ces suspensions. 

2) Techniques de centr i  f uça t i  on 

Deux procédés peuvent 3tre utilisés : 

Cette *chnique cons- à centrifuger la suspension virale à 

55 2 a  g pendant 180 miiutoc (à 1 '.aide d'une ultracentrifugeuse B E m M  L265B 

avec 1. R&or 60 T i )  . Le d o t  .ainsi ob-u est zemis en su~pens1.~ dans 0,s ml 

d'acétate d ' m n i m  à 1 mur 303 s+érili.sé par ' f l leation.  Ce stock de &ages 

cmœntré est conservé à i- 4' C jus-'à l'observation. 

Après 18 heures de centrifugation à 64 4CO g (cerrtrifugeuse E;ECmmf 565%, 

Ilrrtor ,SW 65-11, il est f-acile de r e x e r  au sein du grradient une bande opaque au 

niseau de 1-[laelle L e s  ~ ~ e 5  ph agi que^ sont verses se am-. 

LE gr&& est m5rnlt?é ~ E C  le bas Cu tube en m e  -m I 
de fractions de &ne volme qui m-t mitysées 



afin d'en m a î t r e  1 'incice de réfraction. Eie - vaLeu, cn peut facilment 

d é d u i ~  la densité relative o;l phage. La p s i t i o n  2u -&age dans l e  gradient est 

ensui- repérée plus précisément en nettant en amtact une par t ie  aliquotie de 

chaw fraction avec la souche bacuérieme sensible. les hcacticns contenant la 

phages sont aloas dialysées pendant 18 he-s contze du tanpn pH 7 afin d l U -  

miner l e  chlorwe de cesiun'. 

m -&a c n l o r a t i ~ t i ~  

La coloration néqative, encare m é e  "&thode de con+-* 

cégatif", amsis- 2i envel-r les particules à &semer d'me subistane dense 

aux ékectmw de W l e  s m  quo l 'échantllcn apparxke  blmc sur b d  noir 

au -microscope électxniq~e, %&nique pmet d 'avoir une vue triLibension- 

nd-le  *de 1 ' objet e t  d 'en apprécier facilenent les .Wwmsionis. Lorsque 1 ' on veut 
O 

chenex  un objet nesur-ant envirm 100 A de &an2tze, il est néoessalre d'en 
l 

.au-- Le FOL?+ WC- en évidence ses sous unités aqant des &men- 

si- & l'adze de 10 à 30 %. 

Le mt&iiau u U &  doit moix me i k & & - é  

de œ11.e des particules. 11 doit  Btre hzut.eaent soluble Cians l'*eau : la Weur I 
dégagée par le b a h r d m e n t  electrcnigwe ne doit en m e r  1'6~-a-. 

Pour réal iser cet* colmation, deux pmduits sont 

m t  utiLi-s&.. 11 s'.agit de 1 ' acide @os@uk-.f=iqpe .et 1 'a&- a '.- 



a - g$.$$$$~;g*$E'*+$&$$$ ( l m )  

L'APT, de f o m l e  a i q x  Ii3FC4 12WS3, nH20, est  employé 

en solution de 0,s à 2 p. 1CO. Le pH de ce "~oloxmt" étant fm.ction de 1 'échan- 

tillon à observer, il est ajusté à de? ~ ! i  de 5.- 6- 6,5- 6,8 - 7 ou 7,2 avec de lia 

potasse 2,5 K. QI u t i b e  de façon co=an- une solutim à 1 pour 100 de pH 

cmpxis entre 6 e t  7. Avant 1 '-loi , la solutim -est passée sur file M i U p x e  

de mrosité 0,22 p et  conservée à + 4' C. 

en-, Les zésul-ts de la c~lorztion dépendent du type d'échantillon à observer. 

Psvant 1 'eniplci , la solution d ' a&* d'urane est t r ~ é e c c m e  la solution d ' P T .  

2 ,  Tsbni~ %eo_bu_ccn+-Zee~%-=- 

Be mh=-s *chique5 pemt S t E e  utilis&s. J2zxmi 

& i d  , 4eUx ont s-t=é -ezr!@*. 

La p m b  c0nsi.St.g â I R é l a -  une 9~utt-e de llt-e&chamAl.lm 

2 absemer avec Je nSne volme de colorant. La suspersion est  mée un: 

une -le p r t e  objet pumue d'me mrbrane de pm1aùi.cn (à 0,Bpur 1CO dans 

l'a&- a ' i ~ o q l e )  film de p~ -pn 

sous vide (-*erre EW- i 2  Zs6). ~ r h  queLqwas ninubes, Le Ugxii& es& 

absorbé par un papier f i l a  et .La çrille est sédée à la  -zatme mbiake. 

L'échantillon est ensui-tze au ~&crascqpe .éEs&mnip. 



La secmde techniqe ccnsiste à 6épcser l a  suspension de 

phages directenent sur la 5rille mmtxanée pendant une à trais ~&.ukes. L t ~ &  

6e liquide est  enlevé came préct5-t et -lacé par le colorant p e n h t  

30 à 60 secon*. L'é&antillcn est ensuite tlaiité amce dans l a  prmib m o d e .  

Avant de ~ t t r e  l'échantillon ,et aiin de fac i l i te r  ltG-ka2e- 

m t  de la .suspnsicni *agique sur la &rane de parlaiion, nous a m s  mxamert 

l a  grille d 'un muil lant  constitué d 'une solution 6' albrnnine de bceuf à 0,05 p. 1CO 

dans 1 'eau. 

Les b a c t é r i m g e s  ca-gables âe lyser R. rneJlil& .en milieu 

liquide c m t  été colorQ soit à l'acide phospimtunpti- à 1- 1CûpH 7 

selcn BBEEFlZA e t  Coll. ( 54) , s o i t  à l ' a *  d '.mane a 1,2 .pur la pH -4,s 

1- -hé zelative des pham 4~sa.4 :ek *6 
-II - -  

Le mer procé* de centr i f~at ion * c e t  p&-t a 

l'avantage dl-- -31e et rapide. II ~ X T F &  d'abtenir une SUS- de I 
11 

psiages canfzenant de l'oz- .de 5.10 ~ i ~ p a r m l ,  Ce tien est 5-t 

pom 6iset 1 'obsemation au mi~~mscope électronique. Par contre, l a  secm& 

smh1-e ëtze plus &astique pour certains -&aws. h ef 8et, la  amixi- 



fuçat im en gradient de chlorure de césiuir ne pemt pas O1&%mir les Mges 1.L 

l a? parfait état. Leur fragilité a ~ ~ s t c  pounaTt Ette due 2 l a  press ion  oaar 

l t ique exercée le c h l m  de césium. Cependant, ce ~rocédé est u t i l e  pour 

de-r l a  densite relative du virus à G t a e r ,  came 1 'indique le tab38s.u D,, 

§ I I I I ; Indice de ; Sepèraqe du Irdice de 9epèrage du 5 
5 

§ ' Fractions ; réfraction phace 4 réfraction phoçe @<6 

§ 1 I I "" plis ; S" Ml1S 
5- I I I § 
§ 1 1 1 

I-j 
1 

5 1 I 1,4007 . I .- I 1,4007 . I - .§ 

§ 1 1 ! 1 - § 

3 2 I 1,3993 ; I 1,3999 ; - § 
5 3 I 1,3971 I - I 1,3980 ! - 5 

§ 4 I 1 I I 

5 

s I 
1,3932 ; 

1 1,3950 ; - 5 
5 5 I 1,3943 . I .- I I .- 

B 
1,3932 . 

5 1 I I I 

5 

§ 
6 I 1,3912 ; - 1,3911 ; - 5 I 

5 7 I 1,38.85 . I i-t I 1,3864 . I + 
§ 

5 I I 1 

5 

5 8 I 1,3850 ; tcf I 1,3837 ; i+t 5 
5 9 I 1,3%4*6 . I ft I 1,,3.814 . 1 

6 
"d 

§ I 1 I 

m 
I - § 

§ 1 
1,3- ; 1 1,,3m ; - 

5 11 I 1,37653 . I - I 1,3732 . I - 
I 1 -5 l2 - I I 

s 
§ 1 

1,3753 1 1,3729 ; - 3 
§ 1 3  I 1,3729 . I - I 1,3701 .. I - 5 

5 I I I 14 .- I 
5 

5 I 
1,3712 ; I 1,xt84 ; - 8 

§ 1 5  I 1,3.692 . I A- I 1,3673 . I - § 

5 I 1 I 16  - I 
§ 

5 1 1 1 
.1,36@3 ; 5 

5 17 I 1,366.6 . I - I I 

-5 

.§ I 1 I I 

-5 
§ 



Ces résultitts obtenus pour ies fracticas a0 7 t  3 e t  9 ,  .on 

peut facilmen5 déduire la densité relative d des 2 ph- ': 

-pour lephage 594:1,531< ~ 1 ~ 5 . 8 2  

- e t  pour le phage 6-6: 1,506 -< a < 1,5513 

E l l e  .a 6% réalisée au microscape électronique (HITmI FU2, 

75 KV) . L'aspect des particules phagiques (planches I e t  II e t  tableau X 1, 

pemet de Les placer dans 3es deux pmkers gmqes de la clasrifioatim -6k l3-D 

XEY (55)  (A = cm-ctile, .= p u e  no81 corkzactik) . Wcun z m m t  

du g-pe c (-9 .s- pee) n'a ét6 mis en évi- panM 1- 'L-L* 

5 I l 1 I m m  ae .§ 
I I I =e de la! ' phages (L.L. ) ; Groupe ?YW bqgzueen 

§ 
§ I I ! 7 Z e n Z  1 ! I A § 
s 

I I 
i 

I 

I I 1 

!F 
1 

5 e s t ;  -A I -e L 950 I 323 fj 
8 

5 
I I I 1 ' 6 6  .A I I Wt I 

!3 
I 

l m  g 
9 

t I t I 
a9 I A I Conksactibe ; -850 I 

§ 935 5 
§ 

I I I I S en 1 A 1 cantracti3-e ; 565 
* l 

§ 
§ 

l I 1 I - a e  
915 1 

5i al2 A 1 -  I 8.20 I 
§ 955 § 

§ I 

s 1 
l . - !  1 

laP4 I rB 'mn I #rn+33=t ik  I 6~x1 I 
-13 l a c l  

9 "* 

@7 
I 1 . !  1 

B 'Mon contxact&e 1 360 
I I 1 1 

5 2 m  
5 
§ I l I 1 § 

\ 

TABIEAU X : Dimmsims des bactéxiqhaqs -les c?e lyses  R. 

en milieu liquide GL.L, ) 



PLAN 



PLANCHE 2 



la *agilité des stmct=s de ces particules. En effet, malgré 1'extzS-m sckn 

a m 4  à la préparation des échantillms, de nmbrezu t  *-siges sont &AIX&, 

Touizes ces &semakions mt édzé ~Salirjées q ~ è s  colozaticn à l'acide @D@c- 

tungstique. Dms œ cas, les phages apparaissen-t blancs sur fond 9.roiiriir. Mous 

p o m  voir que sur la photographie no 1 (*-4) e t  ri0 3 ( @ 7 )  de la pLm& 1, 

l certaines têtes de phages smt noires. Il s'agit de tG-kes éclakées &$ù les- I 
quelles le colorant a pénétré. Sur les phomapkiies 3 ( @ 7) et 4 ( -iP 6 ) , m 

voit très nettenent les @%es détériorées (flèches) . Sur Les phctogxaphkes 

2 (*%) e t  4 (*6) de 1apl-e 1, on observe ilesparticules S queue 

iimage, an voit n e t w t  . q p d k z e  la p r t i e  centraLe àe 12 queue C C O I ~ ~ ~  

(flèches) . Sur la .I.okqxa.ie n o  6 (+ 11 , cai peut &axer égaj:ement des  S-s 

e t  des w u e s  isolées. Ce +ge semble 1 'un des plus fxagfles ; les S&ss sont 





Un bactériophrcige ne peut se multiplier qu'au détriment de cer- 

tains clones d'une r&e espèce hcî&ienne. ette a?Xlll iké pour ces souches 

traduit une particularité de œ phage, 

L'inyentaize des souches sensibles au virion mt i - tue  donc une 

sortie de spectre de sensibilité carack5risticpe. 

Les causes pour lesquelles un phage est inactif sont de àiffé- 

rents types. Il se peut que l a  bactérie so i t  simplenent résis- au phage 

parce que celui-ci ne peut pas s'adsorber sur la paroi bactérienne en raison 

de l'absence de si%s m16cu1aims mnp1~izaiz-e~ de fixation. 

Cependant, si le v i r i k  est adsorbé, il injectera son mbériel  

génétique dans l a  cellule hôte. Lorirsqu'il s 'agit  d'AD4 deux p h é n d e s  pewent 

cependant enp6-cher çcpi m i o n  : 

- ou bien, 1'XN viral  e s t  uitEg.. dans l e  chmmsae bac-en 

sans aube mmi5e&ation, c 'est La lysog&isation. Le -phage est &veau -ken@& 

A- ou encoz, l'AD9 pamsi-te est détruit dans le cytopiame de la  

bactér5e par des ena0nueléa;ies l ' an  @le aussi enzymes de  striction. 

' P o ~ ~ i s  pour me pq?~12&&n @a+ mise en prkemœ de baci&rI:w m c f i -  

ves, w! .ph&- est - w m  parkLel. Une certaine -p- Gk viri- s u b i e  

sent des msdifioatims de leur AEN et p w e n t  s'eqrher car i ls &=happent alors 



L'ensercble des phénmènes qui permettent ou non à un phage de 

I se multiplier sur certaines souches bactériennes constitue l a  spécifici-ké 

I d'hôtes. 

Nous avons mis en amtact tous les phages de 110- collection 

avec un certain n-re de souches de R. meliloti dans l e  but de ten*r les 

grouper en fac t ion  de leur spécificité d'hôtes. Dans certains cas, nous avans 

I étudié plus particulièxem~t des s y s t h s  phages-bactéries qui serrblaient p* 

senter des phénomènes corqarables à l a  restriction. 

1 -Préparation des ~ k a k s  & nhaç~es 

Ils mt é4S réalisés sur milieu R C @lassé selon l a  *chni- 

Du glycézol +skériLe est ajouté ~ l m  à v o l e  aux susplensims 

de phages. &s stocks phagi- sont ensui* canservEs à . 20 °  C. 

&que @mge de la mllcoctim est  fis en présence & 28 ci& 

diff-* & R. la&i.la. 

Une culture Bactériaine sous un volme 6e 0,3 ml en phase ex- 

pcaimtielle de croissance en milieu R C fmc tmé  à 1 pour 100 est additirnée 



de 3 m l  de c$lcse, hamgértéisée e t  coulée à l a  surface d'un milieu R C 

gélose, fructcsé à 1 p. 100 e t  vitminé. 

avec une souche différenke de R. Tneli ïat i  z ~ c i - t  deux gouttes d'.me suspaîsinn 

2e phages. L'efficacité deç phages est détemi&e *rés 18, 24  e t  48 heuzle.5 

d'incubation a 2S0 C : 

- S i  l a  bactérie se développe nomaïerrent e t  form un kapis, 

le phage n'est pas actif sur La souche concremée ; le résultat e s t  noté (-) .. 
- S'il y a prGsence de phges de lyse n m b ~ u s e s  e t  c o a k s ~  

au seh ilu tapis kctaézien, 2e .phage est actif, ;LE! xGsul9at est n& (+) . 
- Dans certains cas, l a  ,lyse .est moins ne-, 3ces phces .sont 

t ~ ~ k s  (3) ou bien il nt~apparai t  que quelques p1a-s Cie .lm (G) . 

-.-B ---- au weffiden* d '~effi.caci%Zi d '6-t -- 
~ ~ * ~ e s t . d ~ ~ ~ ~ ~ . e n ~ S r e ~ ~  

phages par ml (de la sus~sim),  dé&m&né par dZh-5 sur la souche $aar 

%&5eme à &&er e t  celui obknu  , p a ~  ad- effkcbé sxv la soude lia 

est bujoims - d u i t  sur ce* souche. S 'il est d e  sur ?514S, eM&ent 

in de X @ages par ml, Si naab&enant, ari i n P e c k  me a m  s a d e  3 s  

Bhiz&im maki avec + 13a9 ,m &tient Y pbcps par d.. Le aeEi.ckent d ta- 
cacité de lk nn ce- ckuxi&e ~ u c h e  sera -1 w ngprt -. 

X 
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E - RES ULTATS ET CCf."SEI;ITAI ES 

. t im &si stoc)cs .en milieu qlwblé = - c-ss ----- - 
Lesi effets de l a  caservat ion  des &.ages en b~uiUons glycéroles 

à 20' C ont été étudiés à partir de silspensions dont les titres scnt dcnnées 

dans l e  tableau suivant : 

9 I 1 PrnGES 
I 

5 1 
PHAGES/MG I PHAGES ; WAGES/FZL 

1 1 

I 5 1 
J 

9 
1 

§ . I C p l  I 2,6,1O 1 %& 11 I 0 f 1-10 9 
§ 

-§ I I I 

§ 

s *2 I 2 ,.4..10 I +qa 1 2  I 0 , 6.10 9 
9 5 

5 1 I I 
§ 

5 6 3  I .4 , 8..10 I 13a I 8,5,. 10 9 
9 s 

§ 1 I I 9 
@+4 I 0 J.10 I * UC I 5,1..10 9 

1 
i I I I § 
§ 4% I O f  6.10 I arP13h I 3,5.10 9 

9 § 

§ I I I 

§ 

5 + 6  I O., 3.. 10 I 1.4 I 9 
9 

4t0.10 
§ 

§ I I 1 

s 
3 +7  t 1 .f 7.. &O ! 8 4 6  I 

9 9 
0,.2,10 

Li 

:§ 1 I 1 
8 

8 ELg9 I 0,ls..JO 9 I e l 9  I O, 5-10 
9 Fi 

s I I I 

5 

5 I O, 6,.10 I 43-20 I 9 
9 

Of1.10 
§ 

;5 I I I 

5 

5 el0 I Of  6..10 I 4?2l I 9 
9 -5 

I I 
Of  B.. 10 

S I 

5 
B 

Fhageç sont d-enombrés 



Le tableau X I I  présente l e s  résultats obtenus après un séjour 

de 48 heures à - 20' C p u r  guelcpes phaqes. 

I I § 
*4/MllS ! *6/M11S ! tgmlls ! CB~~/I,!~~S ! rP20/q1s 5 

I I I 

1 I 
§ 

§ l I 1 I 

!- 
I 

5 Avant I 9 !  
§ 

9 5 2,5..109 3,0.109 i 4,5.109 i 3,7.10 1,5.10 5 conservation! 
§ I I 1 l 1 

§- 1.----- 1 -, I --- !------ 
§ 

5 1 I 1 I 1 

5 

§ Après 1 1 I 1 1 

§ s 
5canr-tion~ 2,5.109 I 3,0.1o9 I 4,5.109 I 3,54.109 1 1,5,.109 5 
5 de 48 h-s! I I I I 

§ 1 1 1 I 1 

5 

+- -!--- l -- 1--- !---- !---- 
§ 

5 1 I 1 I I 

§ 

Taux .rie ! I I I I 
5 

1 5 perte .. 0 %  I 0 %  I 0 %  ! 0 % 4 ,-4 % ; 5 

<§ 1 1 1 1 1 

.§ 

§ I 1 l 1 1 

5 
6 

TABZEP:U X I I  : Mnonbxemnt des bactéxLapha-s de R. &loti après amsemation - 
de .48 heaes  .en U e s i  gl;4&mlé.. 

48 h s  en buil lm glycéxbé aff.e&e peu La mnmtraticn v - e .  Sul le 

tim Ou stack du 12 subit une baisse de 4 %. autr- stmks ont des -titr~ 

Nous avons été a m e n é  à dénombre r 1 s  suç-icaïs phaecpes a 
aaS séjarcs beaucoup plus lcmg 3 - 20'. D'me .nan&-&?e g&&ak, on p u t  dite que 

h5 tit- &Inuent d'me puiesmce de 10 pr wn6e de mwzrvatim-. &tee ~Y&F 

donc sCre et faci le  à en wume. 



11 - Stemin=*cr- 6e 1s spécificité d'hôte .cles &_acres & ........................ 
P&obiuri. xwdm - - - -  
Les esultats de ce- étude sont portés aasls le tableauXiII. 

NOUS p o u m s  suc~gémr de classer ces virus *en trois catégories : 

1) Les phaqes a y m t  me étroite spécificité Z'hEkes : 

Ils s m t  actifs sur un peut n-re de souches de 9hdzobim 

Miloti. Nous citerons les Mages &3c, el, *2, .W, ,*L9 et 4 1 3 ~ .  

2) Les phages peu spécifiques : 

Ils smk actifs sur un grand nonbre de so&s bactériennes, 

@ s m t  les phages : teP11, + O ,  $9.20 , <el0 , +21 , q 7  , *%l4, @16 e t  e19. 

Il s ' agit des W q e s  : rP12, *+13a, %?9, -+4 ete5t. 

N- avons essayé d ' qmfm& 1 '6tde du c-t des 

~ i é ~  smh.es de 17kizcrhim melil:ati. E h  m .  ét4 choisies en fonction 

ou N t  q 'elles sont saisib1es au phages, insensibLes cei qu'elles ne pm&- 

tent que l ' a m i t i m  tk -plages troubles ou seulmmt en rmbx-e tSs xestmint. I 

des phages IplO, ;B.% et +13a sur les c l b s  de 5hi.z- Iiellloti tlllS, Y ~ ~ S ,  

P4135f M14S .et M20S.. 





-'71 - 

Souche de R, mliloti! I I I I 
1 I 1 t 

§ 

! M12S ; ?.flls ; nlrs ; rl13s ; 3~ s ; ~ :  . &O g s 5 1 1 1 I I 
I I I I 

§ 

1 
!-----+ 

§ t 
1 I I 1 -4 § 

efficacité 1 i 0,25 0,s 10 

i <*1° 

1 1 I I 1 
spécificité; + + + -t § 

§ 1 1 1 I 

q p §  
1 

§ 1 1 I I 1 

5 

9 I 1 I 1 1 

5 

t efficacite O 1 O 1 O § 
5 +*5t DllS  5 spécificitë ; 1 - I 1 I I 

5 

§ I + I - 
1 + I - 5 

§ I I I 1 I 

§ 

5 I 1 1 I I 

§ 

$ -efficaciM ; t lOo7 ; I 10e7 ; I I -7 1 

§ 

i l 0  O s ' #? i3a445  { 
§ I I I 1 I 

§ 

5 sp5cificiké ; gp I .- : + i C ! P i  - 1 1 

§ 1 1 1 1 1 § 

TABïEAü XIV : Coefficient d'efficacité d'&lmt e t  spécificité 6e 3 phages de - 
Rhizobium md.ilo.ti. 

égaux à 1 ou 0,25 ou capris e n .  oes deux 11:&ms, 

Dmis le cas contraize, aeS ~oeff ici~i tc;  nuls ou très faibles 
-> 

(10~') .se1~i31ent e c t i v e n i m  +tdu im une &.sijs~ranoe de la souche baciz&ieme 

au phage. .Çe.ul.s qeïques virims rnL-tan* peuwit n6atxmjas s ,.-'2:-. 

Depuis les W m u c  6e ABEER et DUS'LiOO( en 1962 (56 ) sur les 

nécanksmzs rnlk5mhizs de la n o d i f i c a t i ~ n  di brtctéxiophacje X paz I-sche*icNa mli, 

il a étë prouvé que l a  présexe d'lm site de restricticn sur l'ADJ dininue & 

100 fois l e  mefficient d'efficacité. 



Dans le tableau XTV , ncus wyas F e  le coeffLci=t d 'eff ics-  

c i t e  du phage *10 sur Y !  est Égal à 10-~. Il est &.nc probable que ncus sames 

Dans le cas présent, les erdonucléases de restr ict ion de couperaient acnC 

A partir des résultats du tableau XII, nous puvons 6 g a h e n t  

e tabl i r  une concordance assez nette avec ceux &tenus lors de l'étude de La 

spécifici té 8'hÔt.e. BI ef fe t ,  lorsque l e  phage est t rès  virulent,  son coeffi- 

cient d'efficacité est égal 2 1, 0,5 ou 0,25. Si le phage est c-le de 
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L ' isol-t des b a ~ t é r i o ~ a q e s  de TL mliloti à partir Ci ' é.cfim- 

tillms c?e sol ou de souches bactériemes Ijqènes ne pose pas de problbes 

kechniqwes pazticuïiers. Pour obtenir des suspensions &aqips  de titre éLeVe, 

~ P ~ J S  axas choisi une méthode en mil5eu solide qui pmet l a  dalisakicn de 

9 stocks ck *ages cmkenant environ 10 prticuLes par 171. Cette kechnique sYrs 

1 ple e t  rapide élimine l'inconvénient d'avoix une mltiplication bactérienne 

tuelle due aux mtants résistants au phage. 

Les travaux réalisés avec ces virus mt é* dirigés wris 

des conditions de lyse en miîieu 1iqi;ide .d'une part et vers un essai de dassi- 

fioaticai de ces .phages seïm difEémts cri%èxes d'.au- p a r t  smrs que ces deux 

ozi.en=ians ne soient ~ 1 ~ t  disseciées. l 

En efset, en 1973,D. XR5?4BNCMC et .& ITEFQC? (57 )ak M4é et 

d6cri-t deux grandes classes & @ages. L'me regrosq. les phages capables de 

lysex R. r r r eL i lo t i  absen- de d c i m   et de nag&sim, d - s  ,su&emx~t en mi- 

Il- solide - L,S, ) . 12s cbmenî une x@ase mifique vi.s-S-vi-ç des 

CO-* et fmt px?rLLe des trs* ~~ ae La da,-- 
t im  mzphoIo@pe de BB&ûI;EU (55 ) . L ' a m   lasse *est txsa3stitu6e de phages 

sans ccmnunaé antimicpe avec Les pxécéde~ts mis sumeptibh de lys-er 

R. m l i l o t i  en abmce de calcium et  magnésiun: tant en nilieu saLi& qu'en 

milieu ligukde (mges L.L.) . qpaen& fragili&& n'avait p peaiiis à 

de les absemer de szck5sfaisan- au m i m m p e  é~ectrollicpse, 

ifEivt3nilitnéœssaire de mieux connaltre l a  mysiologie de la lyse phagique de 

R. mliloti en milieu liquide. 



ef5ectivemn-t le a l e  de divers facteurs. Il a é.@ m n t r é  que le fnictose cms- 

t i t u z i t  une source de carbone intémssante car sa déaradation néUx,lipe par 

1 R meïilo'ti ne provogue pas ccntrair-t au glucose une aciafication du 

milieu préjudiciable à l a  croissance bacerienne et  par conséquent à l a  dti- 

plication Masique. La croissance de R. ~liloti nécessite une oxygénation & 

milieu pi est facilitée par l'acjitaticn des fioles 8e culture conCrnant un 

faible v o l u ~  de liquide. TouteEois, l e  brassage ne doit pas être trop riapide 

car il gène alors l'adsorptim des phages .sur la hctér5.e- 

NOUS .avons p a r t i c u î i S ~ - t :  -t:mcherch6 1 ' obizention d 'me l-yse 

rapide (.de 3 à 12 heures) avec p W L i o n  ;d'me quanSrEé -importante de virions.. 

A cet égard, nous avons maargué que l a  vi-kesse de lyse est d'autant plus .gzm- 

Cfe que l e  na&= de &mges bitiillment rr?ls en pr&sence des bactkies e s t  ék*.. 

Tou.tefois, un seuil supérieur est à 5 e s p c e .  Nous 1 ' amns expéx&xxitalemxt 

f* à cinq phages par bacterie. Po= ,1iépn&e à oe c r i t h  de rcipidi+e de lyse, 

\aurdt Z a c i i i S  la ~ U c t d b i l i i S  mait i~~~ e x @ ~ . % d ~ ~  par X- 

au mil ieu R. C. contenant des élérents de mpsitim et mai came. 

En rc;Uiw minimm., le de g&&atim L% R. d i l c x t i  est a-Gt la poduc- 

tbn de bacbézhphages est très r a h k i e  et paxfois FSW peu abandante. 

EnTint 1 des besoins en sal:cian et mgn6sium pour ,a&enir 

me l m  phar;lcpe mxim&e a mm* que chaque bacSrimage a besoin d'inne 

quantkt4 détenainée Gk chacun de ces i3e O t 8  à .2,8.10-~ N p u r  le caldian 

sels est sans effet. 
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mis s~r tout ,  il a é%é ris en évidenœ qu 'UR phage L. S. th503-ique 

mnt iric2pble de lyser en nilieu liquide acquiert cette prcpriété lorsqu'il 

2+ r e ~ o i t  une quantité bien pIOcise d'ions Ca e t  Xg2+. La distinction entre 

phages "lyse solide" e t  phages "lyse liquide" n 'est donc due qu'aux conditions 

1 de culture e t  elle devient fictive 10- les exigemes calciques e t  ragné- l 
siennes sont cpian'utativmmt respectées. A i n s i  1 'é-aiâe de la lyse en rlllieu 

liquide nous a de défi* de façcn t r è s  précise les conditicns optimales 1 
C 'Ob- t im des liizobiophages en quantikés isqortanHites e t  dans un -kanps rela- I 

Les ptirges que -nom -1imas "lyse solide " anient  &-O chsemes 4 

en microscopie électronique e t  rangés dans les t r a i s  :paniers groupes de la  

classification de ï3BmliEY. Ccnne n a  l'avons dit @cedemrent, 1- autEes 

phages, d i t s  de lyse Zicgide, n'avaknt pu .&sen% en raison S'me -a- 

the --agi&&. En fait, os sages &&en.t - semibk  à la pze5s- 

csmtiw mie au de CéS-Im u t i 1 i s L  pour Les gradients & oen.trifzqatim 

p u i w  l'.abmdm de cette kechniqwe de rémp&ati.on des virions e t  la mise 

en @em S'me cmcee~txatim par simple u1.tra-centrifugation a *pnnLs de dindnuer 

cm&@zabLerent le nmhe de bac*.iiphqeà aï-.. Leur dsematim. :au micmw 

ccpe éJe&rcn;icpe nxts a a40ss penris de Les kager dws l e 5  gmupe~ A et 3 C 

la classifir:atim de BZamEX. Nom n 'avons pas m i s  %en évidence de bac%éric@qes 

gmx?pe 'C'. 



ies résultats de cos =cherches sur la spécifici*G C!'h&es des 

bactéricphages de R n e l i l o t i  nous a égalermt m é  à l e s  grouper en trois 

catégories. En, amparant ces deux essais de class~fica'cion, nous avaw renaqué 

qU2 les phages peu speciriws GU d sFciÏici-t:6 Cth'6%e inmt?i- +se 

trouvent en majorité dam les gr- A e t  B de BE~DIEY ; p les phages l 
à .spécifici-té é-k* se trouvent dans l e s  groupes C e t  B. 

Seuls f cmt exception les phages *+l9 e t  +13a, m i s  nous ne canrii-us- 

sons pas les raisons de leur c-nt. 

Mous avons donc une conoxdmce Mative entre Les deux I.Réthode5 

Se c a r a c t é x i s ~ m  de ncs piages. Cett? hase de c l a s s i f i a t i on  mus -Le plus 

valabLe gae les di-stinctims précéden-tes en 5cnNon d'un capx&mnt lytigae 

diffG-t selcm le ~ i , U e u  liquide cu solide puiçq. nous en ovmsmntré  k s  

T o M o i s ,  ces résultats devront Stre cciqplé%~ et affinés ,par I 
d ' a m =  études brochutiiques %elles que la à&eminetim des acides nuclgiques 

d'b-es nous a m  mis +en évi:dence &ez R. -loti M phkionikme -abLe 3 la 

= s t r i a  de l'acide d é ~ s m y x . m u c l é i ~  observée chez d'au-s e s p è p è ~ s  .bac- 
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