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c L L  L . I  m 
1 m A V A N T - P R C P O S  8 
rn rn 

L'associatim entre les  Fhizobiurr, e t  les  légurineuses 

conduit à l a  formation de nodules sur l e  système radiculaire des plantes, 

à l ' intérieur desquels l 'azote amsphérique est  transfo& en azote or- 

ganique. Cette syrrbiose e s t  écologiquemnt très importante au niveau de 

l a  biosphère car e l le  cmtribue , pour une large part, à recycler l'azote 

mléculaire, perdu par denitrificatian, dans de nouvelles structures or- 

ganiques. Elle est aussi exploitée par certaines pratiques culturales 

afin d'enrichir l e  sol en matières organiques perdues par l ' e w r t a t i o n  

intensive des récoltes. On es- ainsi que sur un hectare, les légumineu- 

ses peuvent fixer 50 à 3 0  Irilogrames de N2 par an selon leur nature e t  

l 'efficacité de la symbiose, e t  que p u r  l e  globe terrestre, cette symbiose 

transform plusieurs dizaines de r9llians de tonnes d'azote amsphérique 

en azote protéique qui e s t  principalefient récupéré à partir de graines 

ou de fourrages ( 1 ) . 
Le cycle de l'azote e s t  un des cycles l e s  plus ccmplexes 

e t  les plus parfaits à l a  fois. Cependant, malgré l e  grand ncmbre et l a  

diversité des organismes qui interviennent, il assure une c5xculafion 

rzpide de l'azote dans les  divers écosystèms. 



La s e u 1 ~  réserve d'azote dispnible dans l e  mnde est 

l'azote contenu dans l'atmsphère. Cette réserve es t  e s t h c e  à 4 rriiilions 

de  ill liards de tonnes. IR prélèverrent annuel en azote représente 120 

m i l l i n s  de tonnes comprenmt principalement sa fixation par les  plantes 

de l a  famille des légurriineuses e t  sa transfomtion p u r  fabriquer des 

ençrais azotés (2) . 

L'extrke importance écmmique de l a  fixation biologique 

de l'azote mléculaire ressort bien &s calculs de LIPTmJ et COIJYBEARE ( 3 ) 

ils évaluent pour l a  surface totale cultivée des USA que 60 % de l'azote fix 

par les plantc=s étaient c!ûs en fa i t  aux microorganismes : en ef  £et, sur 

les 16,45 ~iiliccris ire tonnes d'azote atmsFérique transformé en matière 

biologique, 9,83 millims de tonnes sont dûs à l'action des ri?icmrganises 

dmt  5,46 millions de tonnes attribués aux espèces du genre Phizobiwi. 

L'apport biologique azoté, ce lu i  par l e  genre Rhivobiun seul, dépasse 

de beaucoup l'apport dont sont responsables les  engrais chimiques et fumures 

organiques qui n'interviennent respct immnt  que p u r  6,48 e t  2,57 irilllions 

de tannes. Cepdant ,  l'accord e s t  encore loin d'être f a i t  sur de t e l s  

chiffres e t  un bon n d r e  d' auteurs rriodernes tendent au contraire à minimiser 

l e  r61e de l a  fixation biologique, tout-au-mins par les bactéries non 

synbiotiques. 

Dans les assolements céréales-luzerne, l a  luzerne (1égm-d- 

rieuse infectée par Fhizobiun m l i l o t i )  a-te les rendements céréaliers 

en augmntant l a  teneur a azote du sol e t  en suprimant les rauvaises herbes 



tout en f ~ x n i s s a n t  une nourriturie plus abondante e t  mil leure au cheptel 

( 4 1. les-à-part son q l o i  c m  engrais vert, l a  luzerne contribue à 

l ' enr ichissemt  du sol, so i t  par excrétion radiculaire de produits azotés 

dans l e  sol, so i t  lors du d é t a c h e t  des naiules et par le reste de racine5 

laissées au sol. 

Dans les  terres où. on cmltive et où se trouvent naturelle- 

rmt les légumineuses, l a  flore bactérienne comspndante existe. On p u t  

améliorer son efficacité. Piais cette mGlioration est limitée par l e s  

phhomènes de ccarrpétitivité en t re  l a  souche a p r t é e  e t  les bactéries ina- 

gènes qui sont plus résistantes aux agressions chiniques et b i o l o g i ~ s  du 

sol msidé3-é. 

Danç les terres vierges ou inadaptées à l a  culture d'une 

légmheuse i!mée, il est nécessaire Z'apprter les bactéries sy&io&s en 

q a n t i t é s  suffisantes ; celles-ci doivent êtxe ncn s e u l e m t  ab-iptées aux 

canditions écologiques, mais aussi p a r t i d i è m ~ t  efficientes. 

Dans l a  biosphère, les principaux é l é m t s  d ' h p r t a n c e  bio- 

logique passent Cie mière cyclique de l ' é t a t  organicye à l ' é t z t  minéral e t  

vice-versa. Les cycles les mieux c m u s ,  ceux du carbone, du soufre et  de 

l'azotf maintiennent, à eux trois, un équilibre stable entre l a  biosphère 

de notre plmète e t  l a  "chimiosphère". L' jni-race du cycle de 1 ' azote 

pour l'agriculture est ccnnue depuis for t  longterrps : l ' é t a p  critique en 

est l a  fixation de l'azote, c'est-à-dire son passage de l ' é t a t  mléculaixe 

à l ' é t a t  organique. Ce processus est dû essentiellemnt à des microorganisms 

associés cm gér~érsl. aux racines des plantes. 



r e  vue, apporter une solution au pr&l&ne de l a  nutrition e t  5e l a  faim 

dans l e  mnùe ne 1 ' a pas résolu, e t  ce p u r  deux raisons bien simples : 

1 - en premier lieu, cette production d'engrais c m s m  l 

une énergie &nt  l e  coût es t  d'autant plus élevé que les m i l l i a r c ? ~  d'habi- 

tants qui fourmillent sur terre l a  consommt pour toutes sortes d'utilisa- 

tions technologiques, ou p u r  leur plaisir.  1 1  - en seccmd lieu,  e l le  requiert une industrie sophistiquée, I 
donc de grands investissenents en capitaux, des frais  de riaintenance et 

surtout dio transport. (En sjxplifiant un peu, on peut Ciire que p u r  l ivrer  

des engrais chir:J_ques azotés partout où ils sont nécessaires 6ans le rrûnde, 

il faudrait rroSFliser m n t i n u e l l m t  envi= un tiers du tonnage ~ a r i i i m r  

mndial, ce qui signifie un coût de transport astroncmique) . 
Un autre problàw e s t  la  "fuite" de l 'eigrais : seule une 1 1 

i 
i 

ptitis partie de l'engrais ammniaqué répandu sur l e  so l  parvient zux plai- 

tes,  car plus de la m i t i é ,  lors des étapes ultérieures du cycle, est oxydée i 
en nitrates, qui  sont peu re'tenus par l e  so l  et tendent à être drainés e t  

1 
1 

&versés dans les  rivières, les lacs et r6n-e jusque dans 1 ' eau souterraine (5) l 

L'eutmphisation des eaux peut s 'ensuivre, avec tous les i 
p-1-s de pollution qui s ' y  rattachent ; de plus, une forte concentration 

de nitrate dans l'eau peut être toxique pour l'hcamus. 

Ainsi donc, les problèms dérrographiques e t  agricoles, les 

prob1h-e~ & l a  pollution e t  de la conservation Ze l'énergie a t t i ren t  toute 

mtxe attention sur le ph6nomène de l a  fixation biologique de 1 'azote. Mais 

cette fixation pose aussi des problèmes conceptuels : mment, par exemple, fcnt 

les  bactéries, en sol  froid, humide, aéré p0.x réduire l'azote en mni.lue 



quand l'industrie, pur l a  opération, à bescin, e l le ,  d'un grand 

apport d'énergie e t  des conditims anoxiques et anhydres. Pourquoi, 

seules les bactéries peuvent l e  faire ? Les répnses à de te l les  questions 

ne s : i t  pas simples e t  mbilisent quelques-uns des neilleurs cherc?.?.eurs 

du mnde entier, Ijours recherches, qui peuvent par momnt p x a i t r e  bien 

éloignées des problèms act-iiele àe l a  faim dans l e  mnde, offrent les 

seules solutions à long terne ( 5 ) . 



Les Rhizcbim dans l e  sol, à 1 'état Libre, sont di£ fici-  

lerrent identifiables ( 1 ) e t ,  actuellemnt enmre, seule l a  propriété 

d'induire l a  fomt ion  de noduïes sur l e  système radiculaire de légumjneu- 

ses pmt de les reconnaître avec certitude. Ils ne participent d'ailleurs 

à aucune fonction spécifique dans l'équilibre e t  l a  vie microbienne du 

sol ou de l a  rhizosphère. L'association Rhizobim-lécpmineuse f a i t  apparaî- 

tre me extrêrre anplexité àans les rrécanisres biologiques e t  biochimiques 

entrant en jeu. les principales propriétés caractéristiques du Rhizobim 

concernent son infectivité qui lui  penret d'induire l a  f o m t i o n  des nodo- 

sités, son efficience qui c q c t é r i s e  l'aptitude à fixer l'azote, et sa 

spécificité d'hôte qui ne pernet qu'à certaines souches d'entrer en qaibiose 

avec une l é m e u s e  donnée. 

LES Rhizobium, au point de vue mqhologique, se présentent 

sous f o m  de batainets à Gram négatif généralemnt rnbiles, tout au moins 

lorsque les cellules sait jeunes. Ils prolif6rent facilemnt aux tertpératures 

voisines de 28' C e t  30' C lorsque les milieux nutr i t i fs  contiennent du 

mannitol ( 6 ) canair! source de carbone et de l'extrait de levure. La 

p!.qxrt des souches nécessitent, en effet, l a  présence de thimine, d'acide 

pantothénicpe e t  surtout de biotine ( 7 , 8 1. 

Sur c~élose nutritive, ils donnent des colonies incolores, 

blanchâtres ou c*. Dans quelciuec cas, 1 'isolerrent de souches pipentées 

a ét6 effectué ( 1) mais ccmme l a  plupart, souvent après action d'un agent 

mutagène ont peri!u tout puvoi r  nodulant. 



Le conqprtemnt des Phizohium cultivés sur gélose nutri- 

tive perrriet de les  séparer en ceux types différents : ceux qui ont me 

croissmœ rapide danm', après quelques jours d'inoculation des colanies 

de plusi.eurs millimètres àe diamètre, e t  ceux qui cnt uns croissance lente 

e t  sont incapales de f o m r  des colonies de dimètre sqé r i eu r  à 1 m i l l i -  

mètre. Cette distinction fondée sur l a  vitesse de croissance es t  en rela- 

tion avec d'autres propriétés physiologiques e t  bi.ochbiques. La sépara- 

tion entre ces deux Spes de Rhizobium (voir l e  TABLEAU 1 , page 8 

d ' après VINCEXP ( 9 ) , apparaît aussi dans les résultats &s études 

taxondques ( GRAHAM (10) ; E C ~  e t  CO- (11) ) . Dans l a  dernière 

édition de l a  nomenclature internationale du Beryeys ~i!anual (Buchanan e t  

Gibbons, (3.2)) ces Rtdzobim sont classés avec les  Agrobacterim. dans l a  

famille du Pwzobiaceae (ordre des Eubactérizles mis 9 1 ' exclusion des 

Chrmmbacteriurn q u i  en faisaient encore partie dans l 'édition précédente (13 ) 

En effet ,  les  Agrobacterim é t w t  capables d'interactions avec l e s  végétaux 

en induisant des proliférations cellulaires de nature -raie , i ls  s'appa- 

rentent f a c i l m t  avec les  Rhizobium alors que p u r  les Chrombacteriun, 

les sixnilitudes étaient beau- plus douteuses. 

Au point de vue relations symbiotiques, en s ' e s t  ren6u 

c q t e  depuis très lcngterrps qu'une certaine *cificité existe les 

Rhizobim et les lémineuses-hôtes : un 3hizobium qui peut infecter l e  t ref le  

ne p u t  infecter l e  lupin et vice-versa ( 1 ) . EOENIER ( 1 4  ) a montré que 

l a  spécificité de l'hôte peut dans certains cas être l iée  3 l'efficience, 

ainsi l a  souche efficiente vis-à-vis de -%dicaao sativa présente une +ci- 

f i c i t é  d'hôte plus étroite, plus s t r ic te ,  qu'une souche non efficia2te pu 
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Les différents groupes d'inoculation Fhizobim-légmineuses d'après 

Cependant, l'implantation de l a  a i i tu re  des légcimineuses ne 

dépend pas seulansnt de l a  plante-h8te, du Rhizckiurri, mais égalemnt des 



facteurs qui sont l i é s  à l 'envirmmmnt : des facteurs physico-chimiques 

(terrp3érclturet lumière, humidité) , &s facteurs biologiques parmi des 

facteurs chimiques : des s e l s  minéraux amme le calcium. I\D?PZS (15 ) 

a mnt ré  l e  rôle important du carbonate de calcium dsns un milieu de 

culture dans lequel il tampnne l e  milieu et il neutralise l es  p&uits 

aci6es synthétisés par les Fhizobim. Des taux en calcium serieurs à 

ceux requis p u r  l a  croissance, e t  dans une min&  sure ceux en magné- 

sim, favorisent plus mus certaines conditions, la prolifération des 

Ihizobim dans la rhizosphère que l e  dévelqprrent des nodules ou celui 

de la plante-hôte ( 16,  17 , 18 , 19, 20 ) .  L'étuSe de certains ions 

m5taïtiques (cuivre, cobalt, zinc) sur l a  croissance de Rhizobitn montre 

une dininuticn du pH ( 21) . LR besoin vitaminique du Phizobiur (biotine, 

thiamine) pour la croissance a é té  prowé ( 7, 8 ) . Les exigences du 

Rhizobium en W y d r a t e s  camre source àe caijxxie, pur l a  croissance 

varient d'un groupe de Phizobium à un autre ( 22, 8 ) . Panni les fa&- 

physiques, l a  tmqérature, l a  linriière e t  l'humidité jouent un r61e t rès  

important h s  l a  nodulation ( 23). L'influence de la  te@rature sur l a  

survin e t  l c ?  cmissar.ce de Rhizobium a é t é  étudiée dans différents labo- 

ratoires ( 24, 25, 26 ) . La sensibil i té  aux tapSratures élevées varie 

considérablemnt suivant les espèces e t  les souches de Rhizobium. BONNIFR (27) 

considère que les -ratures supérieures à 50' C sont souvarit léthales. 

La température e t  l'humidité affectent fortrrrent l a  s ~ b i o s e  Fhizabiwt- 

16gurrieuse (25 ) ; la température optimale pour la forration de ncdules 

est semblable habituellemnt à cel le  de leur dévelappxrent et par conséquent, 

Ci cel le  & l a  fixation de l 'azote, qui sont inhibées par la chaleur e t  le 

froid ( 28) . La &m@ratwe optimale de la  fixation d'azote se situe souvent 



Us Rhizobim e t  les l?gr&actcrium, carnne beaucoup des 

autres bactéries à Gram négatif sont sensibles à de nmbreuses substances 

antibiotiques. On sait que dans l e  sol il y a de très nmbreux m i c m q a -  

n i e s  qui peuvent avoir des effets  inhibiteurs ou stimulateurs sur l a  

croissance de Rhizobium. Certains mi~mOrgani=?s c m ~ ~  les Actinanycètes 

synthétisent des antibiotiques qui sont -xiques pour l e s  Phizobim ( 291 30) 

un certain nombre de &aIrpignons m Aspergillus (31) , Fusarium et  les 

bactéries aopartenant aux genres Bacillus e t  Streptomyces sp. pewent avoir 

une activité antagoniste ( 29, 32 ) bien que les Rhizobium .soient c?ifférents 

dans leur sensibilité aux antibiotiques ( 33, 34) . Iï3RFEïlI (35 ) a mntré 

une activité antagoniste très importante exercée par un certain nanbre de 

micmryanisres sur l a  croissance des souches de Rhizabium. Il a mntré éga- 

lemnt que ces microorganismes n'ont pas d 'effet  sur l a  nodulation. 

La répanse de l a  rxicroflore du sol produisant 6es antibioti- 

ques m i e  fortgnvrnt selon les souches de Rhizobium, l'antagoniste et l a  

ccmpoçition de milieu ( 31, 36) D'autre part, KAmL, IBRAHIM 

et SEWA ( 37) ont mntré que l e  glucose e s t  l a  source de carbone la  pl= 

a p t é e  à l 'activité de ces r;iicxcnrganisoes antagmistes. 

Différentes études de l a  sensibilité des Rhizobium et  des 

Agrobacterium ont été réalisées : el les  ont m é  dans plusieurs voies de 

recherche : soi t  dans un but tmonmique (10, 11, 38, 39), so i t  p u r  tenter de 

mttre au point un milieu sélectif (6) oti encore p u r  identifier très p r é c i s b n t  



les souches utilis6es lors de lle;cyXrh-entiiltion sur chmp ( 4 8  ) . FlXLE e t  

( 41 ) ont cmsidéré que des souches de R. lupini e t  R. japmicum çcnt 

plus sensibles aux divers strep-cètes produisant des antibiotiques que 

des auxes es@ces de Rhizobium ; par contre, WDEPXIN e t  XGHHEPD (42 ) 

avaient noté qu'm certain n d r e  des souches de R. j apn icm sant moins 

sensibles à l 'actinaycètes produisant des aztibiotiques que les autres micro-  

oryanisnes du sol. L'effet des antibiotiques piirifiés sur un certain nmbre 

de souches de Rhizobim a été étudié (38, 43t44, 45) C m  l e  rarfbre et l e  type 

d'antibiotiques testés et leur ccncentration étaient variables, aucune c m  

paraison des résultats n'a été possible. GRAF??? ( 39 ) a GtuciiC une 

variation de l a  sensibilité d'un grand n&re des souches de Phizc3i;m e t  

d'AgrcSactériun vis-à-vis des antibiotiqcies, Selm lui ,  l a  sensibilité 13 

plus notable e s t  celle des souches de Beijerindcia indica à lterythrm~- 

cine e t  il a noté gue les souches à croissance lente apparaissent mins sensi- 

bles à l a  streptcUnycine, l'aurécanycine e t  à l a  pénicilline G que celles à crois 

sance rapide. D e s  études avec un grand n d r e  des souches de R. javicum, 

R. leguminosannn e t  R. ~ l i l o t i  ont mntré leur grande sensibilité aux 

antibiotiqks du gmpe  de. l a  tetmcycline ( 8 ) . 
< 

WUïER R.L. et  E Z D I C E K  D.F. (46) ont nontré qu'm certain ncar5re 

de souches de 3. ~ e C m n i n 0 ~ ~  isolé du sol  smt relativement résistantes à 

la pkLcilline, au c h i o ~ e n i c o l ,  à l a  polyrs.xlne e t  novobiocine et sensi- 

bles à l 'érythraycine, strep-cine e t  à l a  tétracycline ; iLs ont mtr€ 

ainsi que l ' identi té de répanse de ces antibiotiques testés suggère que l a  

majorité &s souches de R. TLegmm*J_T~3arm isolés sont en relation intime 

entre .-elles. 



La résistance de R. leqminosarum à la  p é ~ i c i l l i n e ,  à l a  

plynyxine e t  au chloraniphenicol e s t  smblable à celle de R. japicum 

d ' q r è s  les résultats rapportés par ~ X A N  (47) . L1i6entificatica des 

çou&f?s c?e Rhizobium lors c?e l'expérimntation su. ch- a été étcC50e 
et  

par JOSEY~~~YNON ( 4 8  ) . La taxonomie des bactéries à l'heure actuelle 

présente un rexxowellement d'intérêt 2û au dévelcyemnt dans l e  darriaine 

d ' in£ ormation scientifique, biochimique e t  de l a  génétique mléculaire . 
Diffémtes  6tudes de l a  sensibilité des Phizobiurr aux 

antibiotiques ant été nenées dans un but tamnamigue (101 11, 381 39 1. 

Au niveau des groupes hamgènes, les différences de sensi- 

b i l i t é  à certaines antibiotiques présentent un intérêt monclnique certain. 

Il es t  classique de distinguer au sein du genre Rhizobium des souches à 

croissance lente e t  des souches à croissance rapide e t  de rapprocher ces 

dernières dss Pgrobactérim. ( 10 ) . La distinction entre les  Rhizobim 

à croissaqœ rapide, les Agrobacteriurn et les Rhizobium 2 croiqsan- 

ce lente peut se faire à l 'aide de la penicilline (39 1. Agrobacterim 

et R. m l i l o t i  sont ccnisic?érés car;riie des espèces prcches Zu point de vue 

taxonanique ( 10, 38 ) .  

L'étude de l a  sensibilité des Rhizcbiuni aux antibiotiques a 

été mnée dans l e  but de mettre en évidence un milieu c% sélection : il 

n'existe en effet  pas de milieux sélectifs parfaitement satisfaisants 

(6, 8 1. 

GRAHPM ( 6 ) a mntré que quand une suspension du so l  ou 

des nodules non s té r i les  sont repiqués d i r e c t e n t  sur les boîtes de Petri  

contenant l e  milieu " y e ~ s t  mitol antibiotique agnr" (B.nP.2J) , l a  croiscan- 



ce de colonies e s t  souvent app.slc en 2 à 3 jours. Plus de 99 % des 

colonies obtenues sont des Rhiz~biur, par leur apprence e t  leurs propriétés. -- 
Ltutilisaticn de penicilline dans un nilieu de culture a é té  étudiée ~ - S I  

et SKiWER (34) : les auteurs ont recomnandé une concentration inférieure 

ou égale à 1 U I  ; cet antibiotique a alors un e f fe t  l é g è w n t  inhibiteur 

sur l e  Phizc3im. 

La résistance à qertains antibiotiques corn marqueurs é c o l e  

giques a été sawent envisagée (49, 50, 51) , mais e l l e  s&le f-em 

mt affecter les  propriétés syrbiotiques àes so~~ches ( 40, 52, 53, 54, 55 1 . 
De plus, m s  caractères marqueurs s e l e n t  se perdre au cours de l ' in-  

fection cks plantes. 

AEOEbPlMAB (52) a mntré que les différentes souches de 

R. t r i f o l i i  présentent des romportemmts différents vis-à-vis de l a  

pbic i l l ine ,  de l a  streptmycine e t  fiu c h l o r ~ e n i c o l .  11 a mne égale- 

mt qye mise à part l'augmentation en azote total des mtants finicilline- 

résistants d'une souche 6e R. t r i f o l i i ,  il n'y a pas de différence signifi- 

cative dzns l'efficience entre l e s  penicilline-résistantes et les souches 

sensibles. SCHWINGHAMER e t  ~ À ~ M A S  (44) n 'ont trouvé aucun changement dans 

l'efficience chez R. leguininosarum, R. Waseoli, R. t r i f o l i i  e t  R. mliloti 

devenus résistants à la pénicilline. 

HAMATWA ( 56 ) indique que l a  g n i c i l l i n e  à &s cancen- 

trations corprises entre 10 et 1 030 U I  au-& l'efficience symbiotique 

chez ceArtaines souches de R. t r i f o l i i ,  alors qu' el le  n 'a aucun ef fe t  sur 

R. legcrminosarum. =SA (57,58) a suggéré que l a  transfomtion dü mxqueur 

résistant à l a  strepimycine provoque une perte à l a  virulence ; les 



souches streptmycine résistantes et ,avirulentes de Fhizobium m l i l o t i ,  

R. lwini e t  R. jayxnii.cum quand el les  étaient transfonriées en souches vi- 
i 

rulentes devenaient inefficientes e t  perdaient l a  résistance Q l a  s t r e p t q -  

cine. GUPTA e t  KLECZKOPiSKA ( 59) n 'observent pas une perte de l a  vinilen- 

ce chez R. t r i f o l i i  r é s i s L a t  à faible concentration en streptmycine sauf 

chez une souche, qui perd sa virulence, tandis que S ~ ' i W ~ ~ E R  ( 60 ) a 

obtenu des souches de F.. legminosarun, R. phasecli e t  R. w-liloti strepto- 

mycine-résistantes : ces mutants sont aussi efficients que leurs souches 

parentzles ; toutefois, une t rès  légère diminution de 1 'efficience est 

&semée chez trois souches de R. t r i f o l i i  résistants à cet antibiotique. 

La résistance à l a  streptamycine chez R. t r i f o l i i  e s t  l a  cause 6e diff6- 

rence dans 1 'efficience. Le mutant résistant de F. t r i f o l i i  à une concen- 

tratioa élevée de chloraqhenicol est aussi efficient que i a  souche paren- 

ta le  ( 52 ) . SCHihmWIER ( 60 ) a mtré qu'un mutant résistant de R. lecju- 

minosarum à 1 5CO pg/nl de chlcrarrpheniml est aussi efficient que l a  

souche parentale, tandis a observé une t rès  Légère dix3nuticn dans 

l'efficience chez un de ces mutants. 

Us caractères de Ssistance aux antibiotiques cmt suscité d'im 

portantes recherches du p i n t  de vue génétique. Eh effet ,  ceux-ci peuvent 

avoir une locaiisation variable sur l e  matériel génétiqe. 

Chez de nmbreuses espèces bactériennes, les différents 

gènes codant pour l a  résistance à des antibiotiques pewent être portés 

par l e  ckromsom : par exemple, sur l e  chrcmscare c?e E. coli se trouve les 

gènes de résistarlce à l a  pénicilline, au c h l ~ m h e ~ i c o l ,  à l a  kasugamycbe, 



à l 'acide nalidixique, à l a  r i f aqc ine  e t  à l a  streptcmycine (61) . Ces 

gènes peuvent être lccalisés en dehors de chrcrrûsa : c ' e s t  l e  cas des 

pl-des R ; ces é l é m t s  d'AIX extra-chramscaniques, non indispnsables 

à l a  vie de l a  bactérie, ont une t a i l l e  variant de 1/1003e à 1/10e environ. 

Les plasrri6es R. pemzttent Cie conférer une ou plusieurs résistances à 

différents antibiotiques, en part iculier  : desp .  lactamine (peniciiline, 

Ampicillhe , carbcnicilline) , des mnyloçides ( s t r e p t q c i n e  , Llanmtycine, 

g e n t q c i n e ) ,  les tetracyclines, le c h l o r ~ e n i c o l  et les sulfrunides. La 

plupart de ces mlécules d'ADN sont canjugatives (ou auto-transférahles) : 

ce t te  fmction est codée par les gènes "tra" ( t ramfer  abi l i ty)  e t  pemt 

une disswinatian h s  les différentes espèces bactériennes, scus résene 

de conpt ib i l i t é  (62) par conséquent une souche bactérienne dm& 

prgsentant une *sistance naturelle m l t i p l e  par r app r t  à un ensen-ble 

de souche de l'espèce, est susceptible de prter un plasmd& de R..Ceci est 

peu fr-t chez Rhizobium : en effe t ,  COLE et  IZI'? (63 ) en 1973, 

avaiezzt démcaitré qu'une souche de R. j a ~ n i c u m  est capable de t r a n m t t r e  

une résistance à l a  penicilline G, à l a  néomycine et  au cizloranpheniccl ; 

il s ' a 6 r a  par l a  suite que cette souche possédait un plasmide (64 ; 

œci est parfaitemnt waiser:blable puisque différents plasriides R exogènes 

s ' e x p r h t  chez R. japnicurn ( 65 ) , A noter que quelques souches de 

R. j-nicum p s s e t  des p l m i d e s  (66, 67) . De plus, COLE e t  ELKW (47) 

cniC mn- &oemnent qu'un œrtain n d r e  de souches de cette espèce sont 

d t i - r é s i s t a n t e s  à des groupes d'antibiotiques bien déteminés ; ce phéno- 

mène n'a cependant pas encore été obçervé chez les autres espèces de 

Rhizobiur-, bien que des p l m 3 à e s  aient  é t é  mis en Eviàence dans des souches 

m a n t  aux différents c j r o u ~ s  (68, 69, 70, 71,721. 



Ir1 m rn EUT DU TRAVAIL m m W 

La s rn iose  entre les Fhizobium et les  1égumineu.e~ 

aboutissant à l a  fixation de l'azote atmsphérique est écologicfuement très 

importante au niveau de l a  biosphère. Cette association plante-bactérie 

présente à l'heure actuelle une grande W r t a n œ  h s  l 'mélioration des 

rendemnts agricoles. 

Parmi les  voies de recherche, nous puvans envisager les 

investigations d'ordres taxonmi.ques, l a  rnise au point des milieux de 

culture (milieu de sélection, par -le,) , e t  les études génétiques. 

Dans ce travail,  nous nous s m s  prapsés d'étudier l a  

résistance d'un grand na&re de souches du genre Rhizobium et du genre 

Agmbacterium à diverses substances antibiotiques et antiseptiques. 

Dans un premier t e r p s t  nous a m s  mis au pint  les techni- 

ques permrttant l a  mesure de l a  résistance ou l a  sensibilité à ces substances. 

Dans un second e s ,  nous avons essayé de classer les  

bactéries en fmction de ces caractères. 

Nous avons ensuite étudié les  relations entre des caractères 

de résistance e t  l a  nodulation ; enfin, nous avms essayé de rettre en 

évidence des plasmides chez les souches qui se mntrent résistantes à de 

narbreux antibiotiques. 





84 souches de Rhizohiun et 11 souches dtAgrohacterim ont 

été étudiées : el les  proviennent soi t  de l a  collection de notre laboratoire, 

so i t  de collectionsétrangères c m  l e  Centre International d'Agriculture 

Tropicale en Colanbie, 1'Orymlsation de Recherche Scientifique et Industriel- 

l e  du Comwealth en Australie, l e  laboratoire de rrcicrobiologie de  l a  

Faculté Ge Gcrrt3loux en Belgique, l a  collection de i?hizobim - de Rothamsted 

en Angleterre, l ' Ins t i tu t  de Recherche de l'Ontario au Canada, l e  départe- 

mt d'agriculture de Beltsville aux Etats-Unis, l 'université c?e Nedland en 

Australie. 

Des  souches des principaux g r o p s  d' inoculatiori connus 

ont ét6 choisies : 24 souches de RhizoSim m l i l o t i ,  13 souches de 

Rhizobim t r i f o l i i ,  9 souches cie %izohium phaseoli, 12  souches de 

Rhizobim japnicum, 9 souches de Rhizobimlegurriinosarur?., 5 souches Cie 

Rhizobim lupini, 1 2  souches de Rhizobium spp corprenant des souches du 

groupe eawpea. Les inti tulés ainsi que les orighes de chacune des souches 

utilisées figurent sur l e  TBBïEAU II. 

Ouatre genres de légumineusas ont été étudiées : 



'IAEUAU 11 : Origine des souches utilis@es.~ 

Souches AppeLlatian d'origine 17riçu de Içoleniint 

A g m h M u m  radiobacter 

Agmbacterium tunt=f aciens 

R.U.G. Eau klechelen B9X;IW 

R.U.G. Pomnier m m  gall SrnE- 
NANDRAN IWA U.S.A. 1963 

TT 111 

F/1 

B 37 

- iWIZ0 

1771 

311. . .  . 

TR 2 

KERR 38 

0362 

Ml-5 

A g - r c h c t e r i u m  tumf acienç 

Agr&acterium turefaciens 

Agrabacterium tunt=f aciens 

Agrabacteriun rhizogenes 

Agrchacterium tumfaciens 

Agmbacterium tumf aciens 

AgrQ?xcterium rubi 

Agr&ac te r i l spL  sp 

R.U.G. 

RU.G. 

R.U.G. 

U.S.T.L. 

R U .  G. 

R.U.G. 

R.U.G. 

R.U.G. 

R U .  G. 

U.S.T.L. 

U.S.A. 

U.S.A. 

A.T.C.C. 13332 

V i t i s  Vinifera IRPN 

Franixisier U.S.A. 

PL-unier AUSTRALE 

Ml-5 col 

M5s 

Mlls 

M12S 

mzabium mrliloti 

Rh3zcbim m r l i l o t i  

Rhizobium mrliloti 

Rliizabium ml i lo t i  

Rhizobium m l i l o t i  

Rhizabium diloti  

Rhizobium muloti 

Rhizobium mliloti 

Wrizcbium mrliloti 

Wlfiabium m l i l o t i  

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

R.I.O. 

S.R.M.S. 

Mutant naturel de Ml-5 

Medicago sativa 

W c a g o  sativa T.rT;TR 1972 

Medicago satlva 1962 

R.I.O. Medicaço sativa 1963 

S.R.M.S. 

C.I.A.T. 

S.RM.S.  

C.I.A.T. 

C.S.I.R.O. 

Rhizobium m r l i l o t i  Medicago sativa 
AUST'fWJE 1939 

R.I.J.P.K. 



Souches Appellation d'origine Reçu de Isolerrxnt 

444 Rhizobium rreliloti C.I.A.T. Ncn connu 

Rhizobim. m l i l o t i  

U.W.A. bkàicago tnmcatula 
W. AUSTRALIA 1965 

U.W.A. 

2031 Rhizobium m l i l o t i  R.C.R. Mdicaqo sativa 

2011 E Rhizcbium mliloti I.N.R.A.T. Non m u  

RhiZobiun m l i l o t i  

Rhizobium neliloti 

Rhizobium nieliloti 

Rhizobium legmhosannn 4-2 

Rhizobium leginriinosanan 

Rhizobium leguminosannn 
3HûaWC.R.B. 

Rhizobium legraninosarum 
1001R. C. R. 

Elhizcbiun 1 W o s a n n n  
1045 R.C.R. 

Rhizobium legrnniriosanan 

Rhizobium phaseou 

P 12 Rhizobiun phaseou 

P 15 Rhizobium phaçeoli 3622 R.C.R. 

P 16 Fhizcbium phaseoli 3610 R.C.R. 

P 94 Rmabiuarb phaseoli 

R.C.R. 

U.S.T.L. 

S.R.M.S. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

F.S.A.G. 

F.S.A.G. 

F.S.A.G. 

C.R.B. 

R.C.R. 

R.C.R. 

R.I.0. 

U.S.T.L. 

Pisum sativum Lille 1972 

Piçum sativun Lille 1972 

Pism sat ivum BELGIQUE 
1948 

Non COMU 

Viscia 1951 

Viscia hirsuta 1972 

Pisum anrense 1928 

Phaseoluç vulgaris 
Ulie 1970 

U.S.T.L. Phaçeolus vulgaris 
Lille 1970 

F.S.A.G. Phaçeolus wlgaris  1960 

R. C. R. Non m u  

R.C.R. Non connu 



P 95 Rhizobium phaseoli R.I.O. Phaseolus wlgaris  

CC 365 RUzcS3ium phaseoli C. S .  1 .R. O. Phaseolus a g a r i s  

CC 511 IUlizobium phaseoli C.S.I.R.O. PhaseoPiç vulgaris 

Wlizobium t r i f o l i i  R.I.O. Trifolium sp 1962 

TA 1 Fhizobim t r i f o l i i  C.S.I.R.O. Tri£ olium subterraneum 
Bridfort , TaL;nrania 
AiEWGE 1968 

T 3 Rhizobium t r i f o l i i  R.C.R Trifolium repens 
Amb1esi.de E1VGLW'D 1942 

Rhizobium t r i f  o l i i  

Rhizobium t r i f o l i i  

Rhizobim t r i f o l i i  

R.C.R. Trifol im repsns BLADFORT 
BORÇET ENGLRND 1941 

U.S.T.L. Trifol im p r a m e  
Lil le  1969 

U.S.T.L. Trifol im pratense 
Lille 1969 

U.S.T.L. r n f o l i m  repens 
Lille 1970 

Trifollm pratense 1948 T 35 Rhizobium t r f f o l i i  

T 37 Rtiizobium t r i f o l i i  R.I.O. Trifol im hirtum 1945 

T 41 Rhizobium t r i f o l i i  
3Dlq25a 3Dlq25a/C. R. B. 

WU 95 Fhimbium t r i f o l i i  U.W.A. Trifolium subterraneun 
AtlSIWiiLIA 1961 

W 290 Wiizabiun t r i f o l i i  U.W.A. Trifolium subterranem 
AU- 1964 

CC2480a  Rhizobium trifolii C.S.I.R.O. Trifolim subterraneun 
Y w n i n i m  GiEKE 1965 

S.R.M.S. Non cainu 

Rhizobium j m c m  S.R.M.S. Non ccnnu 

3/15/B3 Rhizobium japmicum 

55 Rhi&ium japonicran 3-17 

F.S.A.G. 

Gerrlsloux 

C.S.I.R.O. 

Glycine hispida 

Soja 1956 - 

Non connu 



Souches Appellation d'origine 

Rhizobium japnicun 

Rhizobium j a p c n i m  

U.S.T.L. 

R.I.O. Glycine hispida 
3P9CN 1929 

Rhizobium japonicum Glycine hispida 
YOU03SLAVïE 1955 

Rhizobium j a p o n i m  

C.S.I.R.O. Glycine n w  

Glycine niax 1968 

Lupinus sp LXUZ 1974 

Rhizobium japcaiicum C.S.I.R.O. 

Rhizobium lrrpM U.S.T.L. 

U.S.D.A. 

R.I.O. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

F.S.A.G. 

F.S.A.G. 

Arachis SENEXAL 1974 

Arat3ii.s SENE= 1974 

Arachis hypogeae 1962 

Arachis 1967 

Rhizcàium spp 

Rhizobium spp 

V 19 Rhizobium snp 

32 H 1 Rhizcbium spp 

122 Rhizabium spp 

135 Rhizobium spp 

R.I.O. 

R.I.O. hieraria thwbergiana 
ECK H l L t  1939 

CB 756 Rhizobiian spp C.S.I.R.O. Non m u  



C.I.A.T. 

C.S.I.R.O. 

R.C.R. 

R.I.O. 

U.S.D.A. 

U.S.T.L. 

U.W.A. 

R.I.J.P.K. 

S.R.M.S. 

F.S.A.G. 

R.U.G. 

I.N.R.A.T. 
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1 - Pkdicaqo : (luzerne) variété IYigali 

2 - Trifolim : ( t rèf le  nain) vari6té blanc Huia 

3 - Pism : (ptit  ois nain) variété mzrveille de Kelvedm - 
4 - Phaseolus : (haricot nain) variété llarbel 

Les se~[b3nces ont é té  fournies par l a  Maison ma3FUN. 

3 - Milieux de cmlture : 

Les souches sont obtenues par repiquages réguliers sur 

milieu d' ISPU9FN c;élosé (73) dont Is. m s i t i o n  est l a  suivante : 

NaCl ................................. 
............................. Mannitol 

............... Gluconate de potassium 

............. Extrait de levure (Dif CO) 

Agar Difco .......................... 
Eau distillée......................... 

pH : 6,8 - 7 
Le milieu es t  s té r i l i sé  à l'autoclave a 120' C pendant 20  ~nhutes .  

Les souches smt cultivées sur milieu TY liquide décrit 

par BERïNER (74) ; sa coqmsition est l a  suivante : 



Tryptone........ ................... 5 

.......... Extrait de levure (Difco) 3 g 

CaC13,6 H20 ....................... lr3 g 

..................... Eau dis t i l lée  1 l i t r e  

PH 6?8  

Le milieu es t  s té r i l i sé  à l'autoclave à 120' C r  durant 20 minutes, 

Il es t  ut i l isé  p u r  l a  gemination de petites graines de 

légumineuses afin de contrôler l a  s t é r i l i t é  et la  germination, e t  présen- 

te l a  crmpsition suivante : 

K2HPOq .............................. 1 g 

MgS04, 7 H O........................ 0 ,2  g 2 

Extrait de levure (Difco) .......... l g  

................. Bacto agar ( D i £  co) 15 g 

Eau distillée...................... 1 l i t r e  

pH 7,2 

On l e  s té r i l i se  à 1' autoclave à 120' Cl pendant 20 minutes. La source 

de cartxme (glucose) e s t  additionnée de façon à avoir une concentration de 

1 pour cent ; celle-ci e s t  préalablement st6ril isée à 105' C pndant 30 minutes. 

d)  MiLieu de Ni COL TUORNTON : ........................... 
Le milieu u t i l i sé  pur l a  culture de légmineuse présente 

l a  corrpsition suivante : 



K2W0 4............................ 015 g 

NgSO4, 7 H O...................... 0,2 g 2 

Nacl.............................. 0,l g 

Fe PO 4............................ 1 g 

....................... c a 3 ( P 0 4 ) 2  2 g 

F a 3 . .  ........................... 0101 

Eau distillée....... .............. 1 l i tre 

Ce milieu est autoclavé ( 30 nm à 105' C) après avoir été réparti 

en tubes. 

4 - Antibiotiques : 

16 antibiotiques ont été sélectionnés : i l s  appartiennent 

aux grands groupes habituellemnt reconnus parmi ces substances : 

- Groupe de Betalactamines : 

. Penicilline e t  Ampicilline 

. Cefalotine 

. St~ptorycine 

. Y\anmrrycine 

. Gentamycine 

- Groupe du chlormphenicol 

- Groupe des Tetracyclinës : 

. Tetracycline 

. M&ocycline 



- Groqx de f4ücrolides : 

. Erythraycine 

- G r o p  apparenté aux macrolides : 

. Linoomycine 

- Novobiocine 

- Groupe des polypeptides : 

. Polymyxine B 

. Qlistine 

- Sulfamides : 

. Sulfadiazine 

Ces antibiotiques ont é té  uti l isés sous f c m  de disques 

de  6 mn de 6imètre. distribués par l ' Ins t i tu t  Pasteur dont les  charges 

sont les suivantes : 

Prriicilline : 6 p g  ; e i c i l l i n e  : 1 0 f g  ; Cefalotine : 3 0  U I  ; S t r e p t o -  

mycine : 10 VI ; Kanamydne : 30 üI ; Gcntaxrycine : 15 pg ; C h l o ~ h e n i -  

col : 30 yg ; Tetracycline :' 3 0  UI ; Yhocycline : 30 UI : Erythrmycine : 

15 üï ; Lincomycine : 15 pg ; hNoMboccin : 30 € T i  ; P o l ~ e  B : 36 pg ; 

cciistine : 6 0 p g  ; Sulfadiazine : 2Cû pg ; Acide nalictixique : 30 p. 

Pour l a  détemination Cie l a  concentration minimale inhibi- 

t r ice  (ma), les antibiotiques mt été fournis p ~ r  les  laboratoires : 

Fjohn (novabiocine, Linccmycine) ; E U  U l l y  (Eq thxqc ine ,  Cefalotine) ; 

p fizer (Tetracycline . Polyqmine) ; V?inthrop (Acide Nalidixique) ; Theraplix 

(Sulfadiazine) ; musse: (Cklorm@enicol) ; Sita (:'asnycine) ; --cia 

(Streptonycine) ; Sarbach (Penicilline) ; S & e q  (Wntwycine) ; Eristol 

(Ampicilline) ; Bellon (Colistine) ; M e r l e  (FlinocyclSie) . 



5 - Antiseptiques : 

Des  antiseptiques appartenant aux principaux groupes cornus 

ont é t é  sélectionnés en excluant ceux qui neutralisent die façon trop impor- 

tante le milieu u t i l i s é  ; ont é t é  finalerrent retenus (R) : 

1 - Bramure de dioctyl dimthyl m n i u m  : 50 % matière active 

2 - Chlorwre d'allryl dhe thy l  benzyl m n i u m  : 50 % r a t i è r e  active 

3 - Glyo ...................................... : 80 % 

4 - Glutaraldehyde ........................... : 50 % 

5 - Glucanate de chlorhexidine...,........... : 20 '% 

6 - Fbml...............................,.. : 30 % 

(k) airi?ablemnt fournis par l e  laboratoire de Bactériologie ck l a  

Faculté de Phanracie ( L m  II). 



1 - Réalisation des antibiogr-s e t  =sure des zones d'inhibition en 
-- - 

milieu gélifié : 

Les antibiogr-s ont é té  réalisés sur milieu dtISWARAN 

décrit ci-dessus. Ce milieu p e m t  une bonne culture des sou&es à crois- 

sance rapide ou R. legwminosarum Irais des 

souches à croissance lente mur lesquelles il a été décrit (R. japnicuni 

ou R. lupini) ; un seul milieu peut aussi être uti l isé  pur toutes les 

souches. ~;e PH de ce milieu ne varie prati-t pas au cours de l a  culture ; 

ceci e s t  imlprtant lors de l a  réalisation d'ant.iogranmos.Ils sont réalisés 

sur boîte carrée (120 mn x 120 m) à l 'aide d'un distributeur autamatique de 

disques(1nstitut Pasteur production). 50 ml de milieu d t I ~  sont coulés 

dans chaque boîte. 5 ml d'une suspension bactérienne de densité optique 

connue sont ajoutés ; l'excès de liquide est ensuite é 1 b . é  e t  les boTtes 

sont placées à l'étuve à 37' C pendant 10 minutes. Après application des 

disques, les  boîtes sont incubées à 30' C jusqu'à ce qu'une culture soit  

observée. Ceci demnde 2 à 5 jours suivant les souches ; les diamètres des 

zones d'inhibition sont alors mesurés. 

2 - Détermination de l a  concentration minimale inhibitrice ea milieu 
- 

liquide (M) : 

üne solutim concentrée de cham des antibiotiques est  

d'abord réalisée selon l a  technique décrite par l a  @ ~ m c o p é e  américaine 
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( 75 ) (TPBEAU III) ; à wtir de l a  solution de 1 'antiSiotique s tér i l isée 

par fi l tration sur f i l t r e  c?e 0,22p de p ros i t é ,  des üilutions scnt réali- 

sées d.ms l e  nilieu dlISI.PSVJ. L10p5ration e s t  effectuée en tubes à hésno- 

lyse (hauteur 84m , d i d t r e  ) à raison de 1 ~l par tube. Chaque tube 

es t  inoculé à l 'aide de 0,05 m l  de suspension bactérienne de densité opti- 

que 0,5 (rresuré à 620 m. & longueur d'onde). Après hmgénéisation, les 

tubes sont placés à 30' C en agitatien jusqu'à ce qu'une croissance soi t  

observée dans l e  s tubes t b i n s  sans antibiotiques. Ceci d m d e  2 à 5 

jours selon les souches. Le premier tube ne présentant pas de culture bac- 

térienne est colui qui donne l a  valeur de l a  M. 

3 - Réalisation Ses an t i sep tegrms  : 

Des dilutions de chaque antiseptique sont réalisées dans 

l'eau distillée. Des disques & papier de 6 m de di&- (Inst i tut  Pasteur) 

sont ploiigés dans l a  solution d'antiseptiques & cmcentration déterminée 

lors d'un essai préliminaire ; les disques sont uti l isés après avoir enlevé 

1 'excès de liquide - 
Les an t i sep togrms  sont réalisés dans des boites de 90 mm 

de diamètre. Toutes les autres conditions (inoculation, terps, ...) sont 

identiques à celles utilisées pour l a  réalisation des a n t i b i o g r m s .  

4 - Tests de nodulatim in vitro : 

L'infectivité représente l a  capacité d'infecAl;er les racines 

de certaines légumineuses e t  d'y provoquer l ' apar i t ion  des nodules. Ce 

caractère se note (inf +). Il se différencie d i f f i c i l e m t  de l a  sp5cificité 



d'hôte. L'efficience définit l a  qualité de l'asscciation nhiuobiuwlé~ine1i- 

se qui aboutit à l a  fixation d'azote mléculaire: Cette qualité d'une souche 

de Rhizobium capable d'induire une t e l l e  association se note (eff +). Ces 

proprietés sont étudiées p u r  quatre espèces de légumineuses : Luzerne, 

Trèfle, Haricot e t  Pet i t  Pois. 

Petites graines (ex : Luzerne, Trèfg)  : les graines sont 

d'abord triées e t  réparties dans une boîte de Petri. On ajoute une goutte 

de détergent (TeepU e t  on recouvre les  graines de 20 ml environ de 

chlorure mrcurique à 2,5 g/litre. On laisse agir 5 ninutes cn agitant. On 

élirine cette solution au myen d'une pipette Pasteur brm&Ee sur une 

tranpe à vide. Les graines sont rincées 6 à 8 fois à l 'eau d is t i l lée  

stéri le.  

Pour les grosses maines (ex : Haricot, P e s t  Pois) : l a  

s t é r i l i sa tbn  de ces graines est effectuée à l 'aide d'une solution d thyp-  

chlorite de calcium a 80 g/litre préalablement fi l trée.  Celle-ci doit ê t re  

uti l isée juste ùprès sa  préparation. IR terps de stéri l isation e t  les pro- 

cédés de rinçage sont les *s que pour les luzernes et les trèfles. 

La techniqu? de mise en culture varie égalemont en fonction 

de l a  t a i l l e  des graines : 

Pour les ~ t i t e s  graines : on dépse s tér i lemnt  une vingtai- 

ne de graines à l a  surface de bozte contenant un milieu riche (RCG glucosé) 



afin de contrôler l a  s t é r i l i t é  de l a  germination. La gemllnation dure 

2 à 4 jours à 30' C. La racine at te int  alors 1 à 2 cm de longueur. 

Pour ----- les grosses ----- graines ----- : des bcîtes de Petri  en verre 

(dim.ètre 140  m) sont tzpissées d'une couche de coton hydrophile de 5 m 

d'épaisseur environ, elle-* recouverte d'un di- de papier f i l t r e  ; 

l'enserble est imbibé de 103 nl d'eau du robinet ; après d a l l a g e  dans 

un papier kraft e t  d'alurrinium, les  boîtes sont autoclavées à 120' C 

pendant 20 minutes. Sept graines c?ésinfectées sont alors déposées stéri le- 

mt dans ces boîtes e t  placées 48 heures à 72 heures dans une étuve dont 

l a  -rature es t  réglée à 30' C. 

c )  Inocdczition dea g t ~ a i n u  : 
c--------------- ------ 

Pour l e s p t i t e s  - - - - - -&-  araines : l e s  plaitules dont les racines 

ont a t te int  1 à 2 cm sont br~ryées pendant 3 heures h s  une sus-pension 

bactérienne ccnccntrée (culture en pkiase exponentielle de crcissznce) . 

Pour l ~ o s s e s  qraines : l a  culture bacb5rienne est cm- -- --------- 
trifugée, lavée e t  -se en suspnsion dans 1 'eau â i s t i l l ee  s té r i le ,  l'ina- 

culation es t  réalisée directement dans les récipients de culture décrits 

ci-,après. , ,  



transparent 

Graine 

Pot en plastique bleu contenant 

l e  milieu de NICOL e t  THOïNTCU 

ensaence avec Rhizobim.. 

1 - -- P e t i t e e a i n e s  ---- : les graines semées sont trcmspb- 

tées à raison d'une plantule par tube de culture. Dans chaque tube (220 m 

de hauteur et  20 m de diamètre) antenant20 ml de milieu de ?.JICOL et 

THOINTON, une bandelette de papier thatman 3 de 8,s x 1,5 cm pliée à l a  

par t ie  supérieure en f o m  de "N" assure le maintien üe l a  graine à l a  sur- 

face du liquide et prmet c?e lui garder une hunidité suffisante. Ces tubes 

contenant l e  support et le rriïieu liquide sont bouchés avec de la  gaze ren- 

f e m t  du coton et s té r i l i sés  par autoclavage pen-t 30 minutes à 105' C 

(car à 120' C, on note une variation du pH) . L'inoculation s'effectue dans 

la  serre avec 16 heures dtéclall.erent e t  8 heures d'obscurité. La t-ra- 

ture est de 20 à 25' C et l ' hmid i té  e s t  de 80 %. Ltappr i t ion  des nodules 

&rmde 10 à 20 jours. 



2 - Grosses araines : les graines germées sont mises 

en culture à l 'a ide du dispsitif ci-dessus : un pot en matière plastique 

s t é r i l e  Ce 203 ml. est v l i  stérilerriant de milieu NICOL et THOrnJmJ. IR 

couvercle est alors placé à l'aide d'un eqnrte pièce stérilisé à l a  f l m .  

La graine g e d e  est déposée sur le couvercle, l a  racine plcmcjeant dans l e  

milieu ; un second récipient en plastique transpaxent est placé sur l e  premiel 

lâ  culture s'effectue en serre dans les rrêmes conditions que précéàement ; 

l 'apparition des nodules estnotée après environ un mis. L'ablation des cotylé- 

dons a été effectuée selon l a  technique de BONNIER et BR3WERS (76) ; en 

e f fe t ,  des réserves azotées existant en quantité i qg r t an te  dans les cotylli- 

h s  risquent de retarder l'apparition des ~ d u i e s .  

5 - MSP, en évidence des plasmides par analyse é l e c C ~ ~ o r C t i q u e  : 

Nous avc9ls u t i l i s é  l a  technique 2e W O ~  et S m  (77) . 
Pour préparer le matériel à analyser, an centrifuge 15 ml d'une sur;pension 

bactérienne de D.O.l (603 m) cultivée dans le ni l ieu  TY pendmt 5 minutes 

à 8000 tours/minutes dans l e  rotor SS 34 à 4' C. LR culot est en sus- 

pension dans Su t aqon  TE froid ( T r i s  5û nM, acick éthylène diamine - 
tetra acétique) 20 mY pM 8. On centrifuge à nouveau e t  cm reprend le culot 

dans 150 ml. de T r i s  50 rt4 pH 8 contenant 25 % en saccharose. Toutes les O@- 

rations qui suivent sont effectuées dans un pet i t  tube Eppendorf (1,5 m l )  : 

des retournemnts permsttent une agitation douce. On ajoute 103 ml de 

l y s o z w  à 5 -/mi dans du T r i s  50 ~ 2 4  pH 8. On la isse  20 ~ h u t e s  dans un b x h  

àe glace, ensuite on ajoute 2 C 0 p  dfEDTA, 250 nN pH 8 et on laisse 10 minu- 

tes dans l a  glace. La. lyse est effectuée par addition de 25r)pi de SDS (s&m 



dédéql sulfate) à 15 % dans le tanpn TE. On prte alors à 55' C pen&nt 

5 minutes en retouxnant l e  tuSe régulièrernrnt. On laisse refroiâir  et on 

&joute 250 y1 de NaCl (5 FI) en n-él~ngeant rapideirent 9 t a @ r a t i i  ambian- 

te, puis on laisse dans l a  glace pndant 6 heures mi7innn. On cuitriiuqe 

ensuite pendant 10 minutes à 4' C cians l a  centrifugeuse Eppendorf 5412. On 

récupère l e  surnageant auquel on ajoute 0,313 vol- de PEG (p lyé tky lhe  

glycol) 6 0  à 42 % dans l e  ta r rpn  phos-phate de so2ium 10 Ml  pH 7 .  C)n laisse 

dans l a  glace pendant 6 heures rrùnimm.. On centrifuge ensuite pndant 10 mi- 

nutes dans l a  centrifugeuse E-ppndorf 5412. ie culot e s t  m i s  en suspension 

dans 50 à 1Cû p de t a r p n  TES (Ris 50 mM NaCl 50 FEI ECTA 5 1711 pH 8) . On 

fait un dépôt & 20 à 5 0 P  en présence de bleu Se bbrarophéncl e t  on f a i t  

migrer l 'Ai34 dans un gel dlAgarose à 6 dans l e  tcnpon Tris 89 mM, 

acide borique 89 nM, EXR, 2,5 fl.1 pendant 3 à 5 heures sous un amant 

d'intensité 50 m.A. Après électraphcrèse, l e  gel e s t  trer?pé pe~dant 30 m u -  

t e s  dans un bain de b m m  otethidiw à 1 pg/mi dans 1 'eau ; ensuite, on 

photographie l e  gel sous une illrimination de longueur d'onde 302 rn avec un 

f i l t r e  pour ultraviolet e t  un filtre orange. 

6 - Calculs e t  interprétations s t a t i s t i ~ s  : 

LRs relations entre les dimètres des zmes d'inhibition 

milieu gélifié et  les mcentrations minimales inhibitrices en milieu 

liquide (CHI) smt étudiées selon l a  réthode pra_cosée par ERICSSCN e t  Coli 

('8 : les diamètres des zones d'inhibition y sont e-grirrés en m ; l a  

valeur de chaque ChII (en ng/I.3) est transformée en logarithm à base 2, 

qui es t  ensuite canplété de 5 (= x) . Les droites de regression y = f (x) 



srnt  établies p i i  chaque antibiotique avec 4 à 6 couples de valeurs 

a assure expérUratales. L'utilisation de l a  néthode dite des mindres carrée 

l e  calcul de l a  pente (po) e t  de l'ordannée à l'origine (yo) e t  permt de 

détemmer l e  tracé de l a  droite. 

ou l a  pente 

- - 
et l'ordonnée à l'origine y. = y - po x 

sachant que : y = diamètre (en mm) d'inhibition en milieu gcl i f ié  
- 
y = valeur myenne des msures de y effectuées 

e t q u e  : x = ( l o g j C M I ) + g  
O 

x = valeur myenne des xriesures de x effectuées 

La liaison fonctionnelle entre les variAles e s t  détemi- 

née statistiquerrent par l 'est iration du coefficient de wrrélation r 

k risque pris & (expr- en %) es t  alors précisé par 

le test du "t" de Student p u r  les n rnrsuxes effectuées : avec (n-2) degrés 

de liberté l a  table de FISER e t  YImÇ (79) donne l'ordre 6e grandeur de O( 

pour chas= valeur de : 

Tous nos calculs sant effectués sur calculatrice "Eewlett- 

Pad;ardn HP 91. 
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A - ÉTUE CE L4 P~SISTANCE AIR( SUBSTANCES NITIBIOTIQUES fn m 
E 

Pour chacun des 1 6  antibiotiques étudiés, nous avons 

choisi 4 à 6 souches pour lesquelles nous avons nesuré le diamètre de 

zone d'inhibition e t  l a  valeur de l a  On. Nous avons essayé après ana- 

lyse statistique d'établir une relation entre ces deux paramètres. 

La de l a  Ssistance ou de l a  sensibilité à un 

a n t i b i o t i p -  peut se réaliser selon deux techniques : 

- l a  détemination de l a  CMI en rcilieu liquide pcrmt de 

défh ir  l a  sensibilité ou l a  résistance des souckes bactériennes avec une 

bonne précisim. C e t t e  teohnique dite 6e "dilution en milieu liquide" e s t  

longue 3 réaliser e t  il e s t  nécessaire de tester chaque bactérie isolée 

vis-à-vis de norbreux antibiotiques ; 

- l a  détermination des ài&tres des zones d'inhibition 

qui se réalise sur milieu solide (néthcde des disques) pemt également 

la d6tefinjriation de l a  résistance (ou de l a  sensibilité) . Cette t e c l p  

est simple et rapide à rrettre en oeuvre. 

Nous avons vwlu u t i l i ser  les  résultats de cette deux ih  

technique Ci l a  détermination de l a  Csiï. Dans un premier t-s, nous avons 



pour chaque antibiotique essayé quelques souches distinctes (entre 4 e t  6) 

donnant 2es diamètres ües zones d'inhibition c?e différentes valeurs. Les 

valeurs des C3.D en Iiiilieu liquide ont é te  mesurées p u r  chacune de ces 

souches. Une relation entre l es  diamètres des zones d'inhibition e t  les 

valeurs de l a  CMT a é té  recherchée par anaiyse statistique ( D r o i t e  de 

régression selon l a  %thode décrite par ENCSSON) (78) : la  plupart des mesures 

des diamètres des zones d'inhibition ont é té  imnédia-nt converties en 

CMï et n o u  ont pemis de classer les souches étudiées en fonction de leur 

résistance. 

1 - Elise en &-idence des r e l a t ims  existant entre les zones d'inhibition en 

milieu solide e t  l a  concentrution minimale inhibitrice en milieu liquide : 

La CEilI se définit camw l a  plus faible cmcentraticn 

d'antibiotique capable d'inhiber h s  un d i e u ,  toute culture visfile 

de l a  souche étudiée. 

Dans un essai préliminaire, nous avons pour les 16 anti- 

biotiques mesuré les CHï et  les diamètres des zmes d'inhibition pour 

4 souches distinctes. Nous avons alors essayé d 'établir  une relat ion linéai- 

re entre le diamètre de zone d'inhibition d = y (en m) et la valeur de 

l a  CMï exprirr.ée en : 

Lorsque l'analyse stat ist ique (test de ccefficient & corrélation r) a r rmtré 

l 'existence d'une liaison significative au risque de 5 %, nous avons é tab l i  

l a  droite de régressian : 

Y = Y. + P0X 



e t  noas avons mnfimé l a  l inéari té de cette droite par le test du " t u  

de STUDENT. 

Dans l e  cas 09 l a  valeur calculée de r est inférieure à 

ce l le  ttes tables (soi t  à 0,9500 pour un nambre de degrés de libertés 

ddl = 4 - 2 = 2) , nous n ' avons pas considéré l a  liaison corme significa- 

t ive  entre l es  parmètres ; nous avons alors augmnté le nmbre d'expérien- 

ces en déterminant les valeurs de x et y pour une ou deux souches supplé- 

mentaires ; les xtSms tests ont ensuite é t é  réalisés. Nous n'avons jmis  

étudié pour un antibiotique donné plus de 6 souches, à cause du temps 

nécessaire à une t e l l e  e4xp5r&entation. 

Lies résultats obtenus figurent dans l e  T-u' IV. Nous 

domons é g a l e n t  sur les FIGURES 1, 2, 3 et4 les droites &tenws 

pour les antilbiotiques ut i l i sés .  

S u r  le TABU%U IV ne figurent qcie les résultats  de 15 an- 

t ibiotiques : en effet ,  la l i nmyc ine  s 'est révélée inactive pnir 93 

souches sur les 95 étudiées ; nous n'avons dmc pas calculé l a  d ro i te  de 

régressicsi p u r  ce t  antibiotique. Deux équations de droites ne peuvent ê t r e  

estimées amm satisfaisantes, il s ' ag i t  de l a  gentartycine e t  de la 

polyqxine B; en e f f e t  l'estirration du coefficient de mrrélatim, et la 

valeur du '"t" de mn-t que les valeurs du risque d s m t  s u p é r i e w s  

à 5 % : dans ces conditions l a  relatim établie ne peut être =sidérée 

carrmc stat ist iquemnt valable ; nous raisonnerons dmc, dans l a  su i t e  de ce 

travail, pur ces deux antibiotiques sur d~=s valeurs de diamètres e t n m  

sur des valeurs de W. 



Nombre de sou- Antibiotiques Squation de l a  dro i te  de regression ~i~~~~ cnes u t i l i s ee s  

(2) 1 

Pen i c i l l i n e  5 y 76,000 - 5,000 x ~ ~ ~ ~ > ~ > o t o ~  

Ampicilline 5 

Cef a lo t ine  4 

Streptomycine 4 

Kan any cine 

Gen tamycine 

Chloranphenicol 4 

Te t racycl ine  4 

Minocycline 

Erythromycine 

Novobiocine 

Polymyxine 

Colis t i n e  

Bulfadiazine 

Acide nalidixique 

( 2 )  Ces valeurs  de d ne permettent .pas de considérer l 'équation de l a  d ro i t e  comme 

sa t i s f a i s an t e .  

T m u  : RELATIONS ENTIiE LES D I M E T R E S  DE ZONES D ' I N H I B I T I O N  ET LES VALEURS DE CMI. 



mcg / ni1 

- - 
La l inéar i té  des 4 b i t e s  a été établie s - ta t i s t iqemnt  (voir 2.étails 

dans l e  texte) . 

Penicilline 

mm. 

FIGURE 1 : Droites àe régression donnant la valeur des diarètxes 6e zone d ' inhibi- 
t ion en foncti-on Zes QII: p u r  1 ' ~ . 7 i c i l l i n e ,  l a  cefalotine, l a  k ~ n z - y -  

cine et l a  pn ic i l l i ne .  
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Diamètre 

Kanamycine 
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1 , l 
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0,s 8 
mcg 1 ml 



La linéarité des droites a été établie statistiquement sauf pour la 

polymyxine : voir détails dards le texte. 

mm,  

d 

O 
O" 

4 
a-- 

0i 

FIGUE 2 : Droites de régression donnant la valeur Ses diamètres de zcne d'inhibi- 

t im  en fonction ?es OrJ[ ~ u r  la colistine, la plyrycine, la novcbio- 

Diamétre 

Cclistine 

. I I 1 C rt1 l 
1 1 

0,002 
I 

0,032 0,s 8 
I mcg/ mi 



mi, 

Diamètre 

Tetracycline 

O" 

N - - cn 

I I l , C I 1  
I I 

Q002 0,032 45 8 
mcg~ml  

La. linéarité des 3 droites a été établie statistiquement : voir détails 

dans le texte. 

mm. 

Qlloranphenicol 

cn 
0 -- 

w-- 
Ui 

0 1 
1 

0,002 0,032 0,s 8 
mcglml 

F I G W  3 : Droites de r e p s s i o n  donnant l a  valeur des dim5treç de zone d'inhibition 
, 

en fonction des pour la tetraqcline,  le chlo~aphenicol e t  l e  sulfa- 



La linéarité des droites a été établie statistiquement sauf pour l a  

gentamycine : voir détails dans l e  texte. 

FIGURE 4 : Droites de regression donnant l a  valeur des diamètres de m e  dlink?ibi- 

t-ion en fonction des C?lI p u r  b Stvep t aycine, l a  gzntmycine , l a  sb.o 

cycline et 1 l acide naïid i x  ipuc 
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PHOTO 1 : D U & W n  de ûr CM1 en W w  U q w l e  (douche 

v b  -à- VA 



2 - Distribution des valeurs de QQ p u r  ltenserrble des souches étudiées : 

Les 13 droites de régression p a r f a i m t  définies, e t  

dont l a  linéarité e s t  statisti-t vérifiée au risque de 5 % ou un 

risque inférieur, p m t t e n t  de déterminer les valeurs des QU pour chaque 

souche ccnnaiçswt les  diamètres des zones d ' inhibition. 

Pour présenter les résultats donnant l e s  QQII de l'enserrble 

de nos souches vis-à-vis des 15 antibiotiques, ncus avons arbitrairement 

détexminé 3 classes de l a  façon suivante : pour chacun des antibiotiques, 

si l a  CE4ï se situe dans l a  classe de concentraticn l a  plus élevée (par 

exemple : (MI (32 p g / 1  pour l a  pEnicilline) l a  souche est arnsi6éIOe 

cormie résistante à l'antibiotique. Les concentratims inférieures à cette 

l i m i t e  ont ensuite été divisées arbitrairerillnt en deux classes (exerrp?le 

0,75 < QI < 16 e t  16 < C!lI ( 32 pour l a  pénicilline). Ceci ~ e m t  

de rrlleux rendre m ~ t e  des résultats obtenu e t  éventuellexrent de différen- 

c ier  les groupes f o d s .  

Lie c l a s s r n t  cn mis scus-groupes e s t  donné dans l e  

TABLEAU v. 

Un certain nombre d'antibiotiques ne -e pas des résul- 

tats exploitables imnédiatenent, so i t  parce qu'i l  n'est pas possible de 

tirer une id& de l a  sensibilité des différents g r o p s  de Fhizobim, du 

f a i t  de l a  disprsion des souches dans les 3 classes de C C 0  choisies 

(par exer;rple ; ce falotine, kanqc ine  , q i c i l l i n e  , streptmycine) , so i t  

parce que l a  sensibilité de différents groupes e s t  identique. Par contre, 



(1) OLf expriaée en p / m 1  

. (2) d - d i a d t r e  expriaé en rm 

(3) Dss colonles r8ristantcs a.?paraissent fxéqutrant  dans 1. z m  d'inhîblt lon .WC 1. rulfadlazlne 

-------- 
II.---.-- r .  r.. 

Eq?~.l,tc <k :.W&L%I 2- -L;!L..~L- - ------ 
An~lrl o.. 1clr.i 

TIIBLEAU V r DISTRIBUTICII CXS V A t - U S  DE Ci!: POUR LES 9 5  SOUCIES ZTLnZfES. 

O,?; CC..: < I r >  r '  
Yt:llC:l.Lli: t 16  <L:!I 4 32 

Cf::> 32 

0, 120  <c!!I < 16 
~LI~XCTI.LI:I E I L <  C':I <. ' :O 

Ciil >25G 

0,s < c f : ~  <32 
CEFALM'INÇ 32< C!!I < 2 5 6  

c!!I> 256 

O,ZSG( Cf!l< 4 
S P P Z ~ Y C C I E  4 <Cl:: C 32 

Cttl > 32 

O.OC0 < C::I < 4  
YJh<AKYCIME 4 <ClII (64  

CttI >G4 

1 0  .< d 4 32 x2 
CJ~JTUPICIXL 1 0  c d  < l e  

d $ 1 0  

0,s (Cltl < Li 
CIILORA$'J'tlENICOL 8 <C:!I < 32 

ut1 > 32 
0 , 2 5 < ~ : t 1  ( 1  

TETRREYUISE 1 <C:<I 0 6  
Ct:1 >i6 

O, 1 2 s  ( a i r  < 2  
UISOCICLINE 2 <c:rr < i 6  

CKI > 16  

0,126 <c::r < i 
Lk\*I1IRCXYCINE 1 <C>41 < 6 

CICI> 4 

4 (CUI < 1 6  
K~K?SICCI$ 1 6  <c?!I ( 6 4  

64 (ci31 < 128 

14 4 4  < 22 t2 
POLYXYXINE 8 < d  ( 1 4  

c5 g 8  
0,2<crz1 cl 

WLIWINE r (au (4 
c m > 4  

6 4  <c:?I <128 
s u r s ~ o r ~ z c r t  t3 ize <cm <2io 

CNI > 2 5 0  

4 &sr <32 
ACIDE XALIDIXIQE 3 2  <C:: 4 5 1 2  

cnx) s 12 

14 9 5 12 I I  

O 1 .  O 3 5 4 O 
O 1 O 2 1 O O O 

74 8 O 2 S O 8 11 

7 1 0  1 8 . 4  4 6 5 
Y S  3 5 4 5 O 1 5 
2 O 3 . O  O 1 5 1 

O 5 . 1  11 2 3 S 1 
5 . 4  O 1 3 2 1 2 

1 9  4 8 O 4 O 6 8 

14 I I  1 11 C 3 5 1 
7 1 O 1 1 2 5 2 
3 1 8 O 2 O 2 8 

10 11 5 9 4 2 2 6 
6 2 4 3 5 2 9 5 
O O O O O 1 1 O 

6 7 2 3 0 . 0  1 1 
1 5  6 6 9 8 2 7 6 
3 O 1 O 1 3 4 4 

4 7 1 10 3 5 8 3 
19  5 7 2 6 O 2 8 
1 1 1 O O O 2 O 

1 9  10 6 O 5 O 4 9 
5 3 3 1 2  4 5 6 2 
O O O O O O 2 O 

2 2  11 4 11 6 1 s 7 
2 2 2 1 2 3 4 4 
O O 3 O 1 1 3 O 

O 2 1 O 1 O O O 
2 S 1 11 3 3 4 1 

22 6 7 1 5 2 8 10 

1 S 3 6 3 1 2 1 
2 3  7 6 6 6 4 9 4 

O 1 O . O  O O 1 6 

14 7 2 1 O O O 1 
9 5 2 7 6 O 4 2 
1 1 5 4 3 ' 5  8 8 

1 2  5 2 1 O O O 2 
12  8 3 9 7 1 6 3 
O O 4 2 2 .  4 6 6 

22 9 8 10 5 5 9 7 
2 1 I 2 . 4 .  O 2 4 
O " 3 O O O O 1 O 

3 8 '  4 11 3 2 3 3 
20 5 .  5 1 6 2 7 6 
1 O O O O 1 2 2 



avec d'autres antibiotiques, on peut faire des constatations intéressantes : 

- Pour l a  pénicilline, toutes l es  souches de R. m l i l o t i  

e t  dlAqrobacteriurn e t  un nmbre kp;r'zant de R. t r i f o l i i  e t  de R. Caseo l i  

sont résistantes à des concentrations s@rieures 3 32 /~1g/ml. R. j ap i cum,  

R. lupini, au contraire, sont beaucoup plus sensibles à cet antibiotique. 

- Pour l'ampicilline, l a  majorité des souches de P.. t r i f o l i i ,  

R. lupini et de R. japonicurn sont sensibles, t a n a s  que les souches de 

R. legurr~nosarm, R. rel i lot i ,  R. phaseoli, R. s p  e t  d l~g robac t e r im  sont - 
plus résistantes. 

- Pour l a  streptmycirc, l a  plupart &s scucrhes de R. t r i f o l i i ,  

R. japnim,  sont sensibles; R. meliloti ,  R. l e ~ i n o s a r u m ,  R. lupini  e t  

R. s p ~  smt mins sensibles. R. phaseoli et  Agrobacterium par ccntre, sont - 
résistants : 8 souches sur 11 d'Aqcbacte.riurr. e t  8 sur 9 de R. phaseoli ont 

une CnlI supérieure à 32 pg/ml. 

- Pour l a  kananycine, R. rrieliloti, R. t r i f o l i i ,  R. japonicum 

sont mnxqxblenwt sensibles, tandis que R. phaseoli, R. l e m h - c s m ,  

R. lupuii, - R. spp e t  Agrobacterim sont rroyennement sensibles. 

- Pour l a  gentanycine: toutes les souches de Rkizobium et 

dlAgrobacterium scnt variables dans leur sensibilité. 

- Pour l e  chlorâmphenicol, R. japmicum et R. lupini  sont 

plus sensibles y& l a  ra jor i té  des souches des autres groups.  

- Pour l a  tetracyciine, l a  majorité des souches de R. mliloi-I 

R. t r i f o l i i ,  9. phaseali, R. legcrmincsm e t  Agrcbacterim sont sensfiles ; 



par contre, R. j a p n i m ,  R. lupini e t  R. SPP sont m i ~ s  sensibles. - 
- Pour l a  minocycline : R. mlilcti, R. t r i f o l i i ,  R. j a e  

nicm. e t  Aqrcbacteriun sont sensibles ; par contre, R. phaseoli, L s p p ,  

R. lupini, R, lequminosarum l e  sont mins. 

- Avec l ' e r y t h x ~ c i n e ,  l a  majorité des souches de ri. m l i l o t i ,  

R. phaseoli, 3. spp e t  Aqrobacterim sont résistantes, tandis que les  sou- - 
ches des autres groupes l e  sont mins. 

- Pour l a  novohiocine, l a  seule remque intéressante mcer- 

ne 1'Aqrohacterium : 6 souches sur 11 sont résistantes à l a  concentration 

de plus de 64 pg/ml ; p r  a n t r e  l a  majorité des souches des autres groupes 

mt  une CMï de plus de 16 q/&. 7 
- Avec l a  polysrxine,la mjor i té  des souches d1~gmbacteriurn, 

R. spp, R. lupini sont fisistantes e t  ant une zone d'inhibition inférieure à - 
8 m sur r i l i eu  gélosé, tandis que R. m l i l o t i  p résa te  le groupe le plus 

sensible vis-à-vis des autres groupes, dont 1 4  souches ont une zone d'inhibi- 

tion entre 14 e t  22 m. 1 

- Pour l a  colistine, la plupart des souches d'Agrcbacterim 

et - R. spp et R. lupini sont résistantes et cnt une C11IiI plus de 4 g / d  ; l P 
par contre, l a  majorité cks souches des autres groupes sont variables dans i 
leur sensibilité. l 

- Pour l a  sulfûdiazine : la majorité <es souches de Rhizobium ' 
et Ci'Agrobacterim sont sensibles à l a  concentration pluç de 64 g /d .  P 



- Pour l 'acide nalidixique, seul l e  groupe de R. japnicum 

mntre  une sensibil i té  intéressante ; 11 souches sur 12 ont  une C2II infé- 

rieure à 32 g/rrl. Par contre, l a  majorité des autres groupes mntre une r 
sensf i i l i t é  variable. 

3 - @partiticpl des souches résistantes : 

Dans l e  but de détecter l'existence de polyrGsistance chez 

certaines souches, il s'est avéré nécessaire de f ixer des valeurs de CMI 

au-delà desquelles les souches peuvent être cansidérCes canne résistantes ; 

3 défaut d'autres cri tères,  les  niveaux des &sistances retenues sont ceux 

h a b i t u e l l m t  u t i l i s é s  dm? l e  dcariaine médical : ils ficprrent dans l e  

TABLEAU VI en g/ml lorsque la QU a pu être détermuiée, ou a? m quand r 
cette valeur n'a pu être calculée. 

k TABL~EAEJ VII indique p u r  chaq-w groupe le n&re de sou- 

ches résistantes à chaque antibiotique. 

T- mindique p u r  chaque souche l a  résistance ou 

la sensibi l i té  aux 16 antibiotiques. 

Wutes les souches de R. m l i l o t i  sont résistantes 3 l a  @ni- 

c i l u ,  à la cefalotine et à la l i n q c i n e .  Sur les 24 souches étudiées, 

21 smt résistantes à l 'acide nal idixicp,  23 à l a  novobfocine, 22 à 



Valeur  de l a  CM1 en ~ g / m l  / 
- 

P e n i c i l l i n  e  16 

Ampi c i l l i n  e  16 

C e f a l o t i n e  3 2 

Streptomycine 32 

Yaamycin e  64 

~ b . l o r a m ~ ~ ~ e n i c o 1  3 2 

T e t r a c y c l i n  e  16 

filinocycline 16  

Erythrorcycine 4 

Novobiocine 16 

C o l i s t i n e  4 

Su l f ad iaz in ,  128 

Acide na l id ix ique  3 2 

Valeur  diamètre  en mm 

L 

Gen tamycine 10 

Polymyxine B 8 

TABLEAU Vf : NIVEAUX DE RESISTANCES CHOISIS. 



- Asaobactcr-itm . O r. t t i d o f i  a. p ~ t c ~ ~ c ~ l i  i?. jopnicun P. t<gilmiilobmn P. t i i p i i ~ i  R. b p p  - 
' 

biotiques 24 13 9 17 9 =, 12 11 

l 
P e n i c i l l i n e  24  9 8 4 6 O 8 11 

~ n ~ i c i l l i n ,  17 3 8 4 5 1 6 6 

Ce f a l o t i n e  24 8 8 1 7 2 7 10 

S trcptonycine 3 1 8 O 2  O 2 8 

Kannmycine O O O O O 1 1 O 

Ctn t.amy cine 3 O 1 O 1 3 4 4  

Cnloram~~l~enico l  1 1 1 O O O 2 O 

Tetracycline O O O O O O 2 - O 

tiinacycline O O 3 O 1 1 2  O 

Ez-y tliromycine 2  2 6 7 1 5 2  8 10 

t!ovobincir.e 23 8 6 6 6 4 10 10 

Polymyxire 1 1 5 4 3 5 8 8 

C o l  i s t i  iIc O O 4  2 2 4 6 6 

Sulfadi,iz?n= 2 4 1 2 4  O 3 4  

Acide nal idix ique 2 1 5 5 1 6 3 9 8 

Liricomycin e 2 4 13 9 10 9 5 12 ' 11 

i 

TABLEAU VI1 :DISTRIBUTION DES SOUCHES ~ S I ~ ï ' E s .  



Peni- Ampi- Cefa- Strepto- Kana- Genta- Chloram- Tetra- Mino- Erythro- Novo- Poly- Colis- Sulfadia- Acide 
c i l l i n e  c i l l i n e  l o t i n e  mycine mycine mycine phenicol cyc l ine  cyc l ine  mycine biocine myxine t i n e  zine nalidixique 

1 M2/1 

2 96 

3 TTIII 

4 zmRA F1 

5 i i R R L  B37 

6 WIZOGENES 

7 NCPP 81771 

8 ZUTRA 3/1 

9 TR2 

10 KERR 38 

11 0362 





71 hW 290 

72 NU 95 

7 3  CC 2480 a 

74 TA 1 

75 TRIF 3 

76 TRIF 5 

77 TRIF 1 

78 TRIF 37 

79 TRIF 41 

81 Tl55 



TABLEAUVIII r Sensibilité ou résistance de chaqw souche. 



Pour R:trifolii, toutes les souches sont résistantes à l a  

lincomycine, tandis que 9 souches sur 13 sont résistantes à l a  pénicilline, 

8 à l a  cefalotine, 8 à la novobiocine, 6 à l'erythm~~ycine, 5 à L'acide 

nalidixique e t  4 à la  sulfadiazine. 

Pour R. phaseoli, toutes les souches sont résistantes à 

l a  linorrycine e t  8 souches sur 9 sont résistantes à la  finicill.ine, l'anpicil- 

line, lacefalotine, la  streptanycine, 7 souches résistantes à l'ery-- 

cine, 6 à la novobiocine, 5 souches à la polymyxinc e t  à l'acide nalidixipe. 

Pour R. japonim, l a  majorité des souches de R. japnicun; 

sont sensibles aux antibiotiques étudiés sauf à la l i n q c i n e  vis-à-vis de 

laquelle 10 souches sur 12 sont résistwtes. On peut noter que 4 souches 

sont résista~tes à la  p5nicilline, à l'ampicilline e t  à l a  polyqxhe, 

6 souci\es sont résistantes à l a  novobiocine. 

Toutes les souches de R. legudnosarun srnt fisistanes à 

l a  linccmyxine, 7 sur 9 à l a  ce£ alotine , 6 à l a  p.nicillir_e, à la novobiocine et 

à l'acide nalidixiqcle ; 5 à l ' q i c i l l i n e  e t  à l 'e rythm~cine.  

P m  R. lvrini, toutes les souches sont résistantes à l a  linco- 

mine  et à l a  polymyxine, 4 souches sont résistantes à l a  colistine e t  à 

Pour - R. spp, toutes les souches sont résistantes à l a  

lincmycine , 10 sur 12 à la novobiocine , 9 à 1 ' acide nalixique, 8 à l a  paly- 

w, à l ' e w c i n e ,  à la pnicilline, 7 à l a  &falotine e t  6 souches 

à l a  colistine e t  à l ' q i c i l l i n e .  



Pour l'Agrohactcrium, toutes les souches sont fisistantes 

à l a  lincoqcine e t  à la peni~i l l inc~ 10 souches sur * & L cef,lstn, 
11 sont résistantes à la  novobiocine, à l'erythrmycine,~8 sont résistantes 

à l'acide nalidixique, à l a  pl-pyxhe e t  à ia stzeptomycine, 6 à la  

colistine e t  à l'ampicilline. 

Le TABE3U VIII nous mntre que sur la  totalité des souches 

de Rhizobim e t  d'Aqrcbacterium, 70 sont résistantes à l a  penicilline, 

50 à l ' q i c i l l i n e ,  67 à la  cefalotine, 24 à l a  streptomycine, 2 à l a  

Irananycinc, 1 6  à l a  gentarycine, 5 au chlorarrp;henicol, 2 à la tetracy- 

cluie, 7 à l a  minocycline, 67 à 1 'erythranycine, 83 à l a  novobiocine, 

35 à Ict polynyxine, 24 à la colistine, 20 à la sulfaâiazine, 58 2 l'acide 

nalidixiqe e t  93 à la  lincarycine. 

En plus des observations précédentes qui concernent les 

différences de niveaux de résistance entre les groups d'inoculation, il 

apparait que les résistances à la  pénicilline, à l ' q i c i l l i n e ,  à l a  cefa- 

lotine, à 1 'erythrçmycine, à la  novobiocine, à 1 laci& nalixique et à l a  

lincomycine, sont observees f-t. Les résistances à la p l y q x h e  

et à l a  colistine sont mins observées. Les résistances à l a  streptcknycine, 

a l a  gentarrycine, au ChloraqAenicol, 3 la tetracycline, 

à l a  m-line e t  à la  sulfa6iazine sont par contre beaucoup plus rares. 

Çeules 5 souches smt  résistantes au chloraqhenicd, 2 3 l a  linccanycine 

e t  2 à la  tetracycline. 



Au w des résultats intéressants obtenus avec les 

w-tiliotiques, ncus avons voulu les ccrpl8ter en dtuciiant l a  sens ibi l i té  

b nos souches, vis-à-vis d'une autre classe d'a9ent.s antibactériens, 

les antiseptiques. 

1 - Essais préliminaires : 

Avant d'entreprendre 1 'étuck de l a  nensihi l i té  des sou&.es 

aux antiseptiques, il nous f a l l a i t  ègterniner l a  caicentri-tlon des  solutions 

à u t i l i s e r .  Pour cela, nous avons effectué ini essai sur di-férentes dilutions 

6éci~~- l les  des an t i s ep t i qe s  s é l e c t i m é s  sur 6 scucles représentant les 

princi?aux m r p s  Ee Phizobiw. Les résultats smt rsunis &YS le TABLEAU= 

Il a m a i t  dans ce tableau que les m œ n t r a t i m s  intémssantes sont  situées 

entre l a  d i l u t i m  au 1/1ûe et la o i l u t i m  au 1/lC3e. Nous avons dnic ZZciCS -xÿr 

l a  suite de notre travail d 'u t i l i se r  les solutions antiseptipvfs qui nous 

mt  é t é  fournies diluées au 1/50e- 

2 - IIéaiisatim des Antiseptogramnes : 

Les résuitab smt reportés . sur les ?IABLEAm X I  XI, XïI, XII1 

xw et m. Naus y avms classé les souches selon les diamStres des zones 

d'inhibiticn abtenues sur gélose. 



TABU%U 1X : Détamination de la  -centration de l'antiseptique à utiliser en 
millieu solide : les dhdtms des ?mes d'inhibition sont exp&s 

en m. 



Souche 



Le TABïEAU X concernant l e  fonrol mntre que l a  

mjor i t é  der souches de R. m l i l o t i ,  de R. phaseoli, de R. japicum, 

de R. spp e t  de Agrobacterim donnent des diamètres de zone d'inhibition - 
ampris entre 35 e t  55 m. La majorité des souches de R. leguminosarum, 

de R. t r i f o l i i  e t  de R. lupini sont un peu plus sensibles (diamètres entre 

46 e t  66 m) . Remquons que sur 9 souches de R. Fàiaseoli, 6 donnent une 

zme d'inhibition canprise entre 36 e t  45 rmn à cet  antiseptique. Le 

TE--U XI ccnœrne les résultats obtenus avec l e  glutaraldehyde : l a  

majorité des souches de chaque groupe donnent des diamètres des zones 

dlinhibition mnpris entre 20 e t  30 m. Le T-U XII c o n m e  l e  glyaxal : 

pratiquement toutes les  souches donnent des diamètres des zones d'inhibition 

inférieurs à 10 m. 

Sur le TAELEAU XII sont répartis les résultats obtenus avec 

le glucanate de àilorhexidine ; l a  mjor i té  des souches üe chaque groupe 

h e n t  des diamètres carpris entre 10 e t  19  m. 

Le TABLENi XIV CCglcerne l e  d.ilorure dlalkyl d h ~ t h y l  

benzyl m n i m  : les  souches qui donnent des diamètres les plus importants 

amMraennent aux groups R. japonicum e t  R. lupini. Au cantraFre les souches 

d ' Ambacterian &lent beaucoup rrioinç sensibles. 

Le TABiEAU XV enfin ccnzcerne le bmmre de didecyl dixfethyl 

mmnium : les souches les  PILIS sensibles ap-t aux gmupes R. j a p  

nicm e t  R. lupini, les Agrabacterium s&lent les mins sensibles 3. œ - 
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TAiEEAW XlSr et XV : Répartitian cies souches de Fhizcbim et d'Ppbc7cterium en fonction 

&s diamètres &s zones d'inhibition (en mn) en milieu soli&, pour 

le chlorure d'aikyldiniethyl benzyl amnniim et le brconurc de c i i d e q r l -  



Dans l'ensenble, la plupart des souches appartenant à 

chaque groupe d'inoculation ont une sensibilité vis-à-vis des antibioti- 

ques (voir TABïEAU Wl) ; cependant, quelques souches se coqmrtent d i f f é m  

ment de celles ~ s a n t l ' e n s ~ l e d e g m u p e s  et on pourrait se deniander 

s ' il ne s 'agissait pas d'une erreur de dénanination ; c'est pourquoi, nous 

avons étudié ia nodulation pour les quatre principaux groupes : 

- R. t r i f o l i i ,  

- R. phaseoli. 

Parmi chaque groupe, quatre sauches ont été étudiées : deux 

souches correspondant à l a  çençibilité myenne du groupe et deux présentant 

une résistance maquée aux antibiotiques ; il s 'agit  des souches 2011 Se, 

2031 pour R. m l i l o t i ,  M 18, T r i  1 p u r  R t r i f o l i i ,  L 18, L12 pour 

R. leguninosarum e t  P5, Pl5 paur R. phaseoli. Les résultats de ces expérien- 

ces ccxlœmant l ' a m t i o n  àes nodules, ainsi  que l e  temps nécessaire e t  

leur nanbre par plantule sont consignés dans l e  TABWU XVI. . Les photos pagee 

66 bis e t  ter, illuçtrwt une partie de ces résultats. 

Toutes les souches de R. nieliloti ont été sounises à l a  

nodulation sur l a  plantule de luzerne. Nous amis  p u r  R. t r i f o l i i  remarqué 



64 bis 



64 ter 



que les deux souches T18, Tl mntrent une activité ncüulante très basse par 

rapprt aux autres deux souches de R. t r i fo l i i .  Les résultats obtenus avec 

R. phaseoli e t  R. legumlnosarum mLmt une activité noàulante p u r  

les  qua- souches étudiées dans c h a p  groupe. L'ablation chez les grosses grcri- 

nes d'une grande partie des co~lédons ,  nous a mnt ré  une rapidité au niveau 

de l a  nodulation e t  égalemmt un ralenti de l a  croissance de l a  plantule. 

La photo page 66 ter mntre  une activité physiologique de l a  plantule de 

haricot à qui on a retiré les cotylédcais. 

Il apparait donc que les  souches ayant un canporteIrent normal 

du point de vue ck leur résistance aux antibiotiques, appartiennent bien au 

g m u p  dans lequel e l les  avaient été classées. Par ailleurs, si ces souches 

ont acquis une résistance h p r t a n t e  aux antibiotiques, celle-ci n 'a aucune 

influence sur l a  noàulation. 



T-U XVI: : Test de ncdulatim "in vitro". 



RI œ qui cmcerne l a  recherche de plasmide par l a  

technique de l8é lec tmpho~sc  en gel dl~garose écrite par SIM3N et 

WOI3LïJBEN ('1, nous avms étudié 16 souches appartenant aux quatre 

principaux groupes de Rhizobium à croissance rapide : R. meliloti (wu 499, 

2031, 2011 en, 2011 se), R. phaseoli (P 16, CC511, P5, P15), R. t r i fo l i i  

(T r i  35, T r i  3, T r i  1, T r i  18), R. 1eginFnosarum (L 24, L 53, L 18, L 12). 

Nous n'avans pu actuellement mttre en évidence de 1'PDN extra chrcrmsorri- 

que que pour les euches suivantes : R. m l i l o t i  Wu 499, 2001, R. t r i f o l i i  

T r i  3, R. phaseoli P 16, R. leguminosarum L 12. Il faut préciser que l a  

souche 2011 str 3 pst% un plasmide d'un poids mléculaire d'environ 260 

mgadaltan qui a étg mise en évidence au Laboratoire par BECET et GtJïLUmE 

( 72 ) ;Unsi que par SPITZBkRTH et coll. ( 80 ) . 
La résistance aux antibiotiqiles peut être soit  de nature 

chrm>somigue &cela concerne en gWral  la résistance "naturelle" , soit  & 

nature ~lagnia~ et ,  dans ce cas, il s'agit d'une résistance a a s e  e t  

le plus souvent d'une résistance à plusieurs antibiotiques. 

En examhant le TAEXEAU m q  on pourrait se dwÿinàer si 

les souches appartenant aux differents groupes et présentant des caractères 

de polyrésistance par rapport aux autres n&=s de ces gmupes ne portaient 

pas des plasmides de résistance. 

, 





68 bis  

Phohgtrapkie d' un gel! d' agama e coboaé patr be b&ornme d' W d i u m  
e a  ,iUurniné à 302 m. La deux bouches dont la nom &LgwreM 
dont p u e  des  aouched E2udiéa dans ce ~ v ~ .  



DISCUSSION CONCLüSIW GENERALE - - - - - - - - - - - -  ----- 



Les Rhizcbim e t  les Agmbacterium, cmm beaucoup d'autres 

bactéries à @am négatif sont sensibles à de ncanbreuses substances antibioti- 

ques e t  à des agents toxiques organiques came des colorants à des hebici&s 

et ausçi à des honrrmes. Les résultats abtenus au murs de notre travail 

xrontrent que les différentes souches des groqes de Fhizobium e t  l e  groupe 

Agrabacterj-um présentent des c0qo-t~ différents vis-à-vis des anti- 

bio t iws .  Çeule la Lincarycine qui est un inhibiteur des bactéries à Gram 

positif s ab le  inactive sur l a  quasi totalité des souches utilisées. Nous 

poms  envisager l 'ut i l isat im de cet antibiotique dans l e  milieu de culture 

ou il peut être incorporé m%e à dose i r p r t a n t e  (6Cû pg hi) . La p i c i l k e  

Zi faible concentration s&le é g a l m t p o u v o ~  être utilisée clans de te ls  

milieux sélectifs. Ceci confirm le travail de PATTïSCIJ e t  Ç W I R  (34) 

qui recammdmt l'utilisation de cet antibiotique dans l e  milieu de culture 

à faible caioentration (1 üï/nl) car, selon eux, me cmcentration plus 

d'un UI/mï àans le  milieu de aïde a un effet bactéricide t rSs  *tant 

le microorganisne du sol. QlAEM ( 6 ) a é g a i m t  envisagé l 'utilisa- 

tion de la  penicilline dans l e  W e u  sélectif ; l'esythrorycine e t  l a  n a n r  

biodne, toujours 3 très faibie ccncentration, pourraient am^liorer Ggalerrent 

la s6lectiai des milieux de nilture. Les autres substances antibiotiques sont 

activees sur certains groupes d' inoculation e t  mins actives sur d 'autres, rais 

les résultats abtenus au sein de chque groupe ne rruntrent pas l a  liéne haro- 

généite : si R. meliloti, R. japoninan, les Agrobac~rium e t  a 1 'exception 



d'une souche de R. phaseoli apparaissent assez hmgènes, il n'en est pas 

de P& pour R. t r i f o l i i ,  R. legianincsarum et R. spp où les r6sultats sont 

plus variables d'une souche à l 'autre. Pour l e  groupe R. spp, il s 'ag i t  d'une - 
obsemtion banale puisque celui-ci est constitué des souches éloignées les 

unes des autres, efficientes sur des plantes très différentes . Quant 

à R. lupini ; l e  faible n&re de souches étudiées ne p e m t  pas de conclure 

à l'homgénéité ou à l'hétérogénéité du groupe. Fu niveau des groupe, h ~ m -  

gènes, les différences de sensibilité à certains antibiotiques présentent 

un intérêt  taxonomique certain, mais ces substances sont é g a l m t  suscep- 

t ibles  d'améliorer les sélectivités de milieu adapté à ltisolenent des bac- 

tér ies  appartenant à ces groupes. Il es t  classique de distinguzr, au sein 

du genre Rhizobium, des souches à croissance lente et des souches à crois- 

sance rapide et de rapprocher de ces dernières 1- Agrobackerim (1G). Dans 

notre travail, cette distinction peut se faire assez nettemmt à l 'aide de 

l a  penicilline e t  de l a  tetracycline : toutes les  souches dtRgrobacterium 

et  de R. m l i l o t i  étidiées résistant à des doses sqérieures  à 32 pg/mi de 

penicilline, les souches de Rhizobium 3 croissance lente (R. japcnicum et 

R. lupini) sont relativexrmt plus sensibles à cet antibiotique. GRAHAM (39 ) 

o b s e m  des résultats senblables pour R. m l i l o t i  et Agxhctérium, rilais 

les souches à croissance lente étudiées par cet auteur -aissent plus 

résisLmes que les nôtres à l a  penicilline. Les conditions expérirrentales 

et  les souches uti l isées différentes des nôtres, expliquent sans doute ces 

divergences. Cet auteur omstate également que R. le gmimsarum , e t  R. t r i f o l i i  

sont plus sensibles à la penicilline que les souches précédermrrnt citées ; 

nous obsemns les  rrêrres f isultats pour un certain narbre de souches mais 

l'hétérogénéité de ces groqes rend toute généralisation diff ic i le .  Pour les 

constituants tels que tetracycline e t  mdnocycline qui sont les antibiotiqxes 

les  plus ac t i f s  sur l e  Rtlizobiun? e t  1 '~cjmbactérium cette rerrarque est 



observée par VïNTïKA ( 81) a ins i  q . ~  par SKRDLETA ( 82 ) dont les travaux 

sont repris par VINCENT ( 8 ) . Cependant La tetracycline e s t  plus active 

sur les souches à croissance rapide que sur celles à croissance lente. 

L'isolamnt des souches à croissance lente pourrait donc être facilité 

par l'utilisation des faibles doses de tetracyciine. L'isolemmt de R. meli-  

lo t i  e t  des P.grabacterimi purrait être égalenent amélioré par l'addition - 
de penicilline à des concentrations de l'ordre de 32 )ig/ml. 

Les Agrcbacterium e t  le Rhizobiurr ml i lo t i  sont cansidérés 

carare des espèces proches du p i n t  de vue taxonmique (10 (11 ) . Nos 

résultats obtenus avec la  streptcntycine e t  l a  polymyxine présentent à 

ce titre, un intérêt taxonomique évident, puisque les Agrobactgriurn apparais- 

sent souvent camvr résistants aux mcentrations auxquelles sont sensibles 

les R. m~liloti .  

üne &LI& réalisée par M?XER e t  BEZDILEK (46) sur des 

souches de R. leguminosarrn, isolées du sol, m t r e  que les pumatages 

de souches résistantes à l a  pénicilline, stxeptarycine, tetracycline, 

exythratycine, novobiocine, polymyxine, sont assez voisins de ceux obçer- 

vés par n o u s - e s .  Les souches 6tudlées par ces auteurs sablent  par 

cantre plus résistantes au chloranpheniml. Cependant ces souches sont 

différentes des n h s ,  e t  l a  définition de limites de résistance 1 'est 

6gal-t. 

Chi sait que l e  Rhizobium est  p l u  tolérant que d'autres micro- 

organims à 1 'action de diverses substances antibiotiques sbnplemnt du f a i t  

qu'il est en contact direct avec la flore bactérienne e t  fongique du sol qui 

les synthétisent : l e  Rhizobium s'est adapt6 à l'action des métaholites élabo- 

rées par cette microflore e t  est devenu apte à la  ccPrpétition avec elle. 



Les résultats obtenus dans ce travail rrontrent une varia- 

tion h p r t a n t e  dans l a  sensibilite des souches èe Rhizobium e t  d'Agrrbac 

teriun vis-à-vis de l a  penicilline, lincarycine, strepbnycine, plymyxine, 

ooliç'Line, anpicilline, cefalothe, gentanycine, chloranp-b-ienicol. 

Nous n'amns pas marqué une différence significative dans 

1 ' infectivité des penicillines- résistants, cef aldine*sistant, plymyxine - 

résistant, colistine-résistant, streptonycine-résistant. Cependant avec 

les résultatç obtenus, il s d l e  que pour l e  Wiizobium t r i f o l i i ,  les souches 

résistantes à un ou à deux antibiotiques, mt  mieux nodulé que celles 

qui résistent à plusieurs ( 4  ou 5 a n t i b i o t i ~ s )  j nous avons vu aussi qu'une 

souche de R. legminosarum qui es t  résistante à s ix  antibiotiques a nettenent 

mirs nodulé que les  autres souches qui sont résistantes seulerrient à 1 ou 2 

antibiotiques. 

Plusieurs travaux concernant l 'efficience des 

souches résistantes et des souches sensibles ont été er-viçagés : 

-GHAMER et DA~&IRs ( 44 ) n ' ont trouvé aucun changement dans 1 'efficience 

des R. legu~inosarum, R. phaseoli, R. t r i f o l i i  et R. mrli loti  devenus résis- 

tants à l a  penicilline, tandis que HMIATaVA (56) indique que la pénicilline 

a l a  amcentration mrprise entre 10 e t  lOCO ütaugnente l 'efficience çyrrbio- 

tique chez certaines souches de R. t r i f o l i i ,  alors qu'elle n'avait aucun 

ef fe t  sur R. leguminosarum. L'efficacité syrbiotique des mutants résistants 

aux antibiotiques dépend des structures de ces conpsés et de leur mde 

d'action (60, 83, 84) . 
ABDEL (52 ) a mtré que les différentes souches 

de mutmits pénicilline rOsistmts ne présentent aucune différence significa- 



t ive pour l 'efficience avec les souches sensibles ; d'autre part, il a 

mn* qu'avec l e  chloramphenicol, l a  plupart des mutants résistants à des 

doses cmprises entre 10 e t  15 )ig/mi présentent une efficience similaire à 

celle des soilches sensibles. 

Grâce aux résultats que nous avons obtenus, nous avons 

remarqué une augmntation ccmsidérable de l a  vitesse de nodulation chez 

les légumineuses à grosses graines lors de l'ablation des cotylédons : 

dans œ cas, l a  croissance de l a  plantule est plus lente. Notre t ravai l  

amfirm celui de (76 ) pour les grosses graines. 

Au cours de notre travail,  nous amns mis en évidence 

quelques souches ayant un carporbmnt anormal du point de vue de leur 

rés i s t ane  aux drogues par r w r t  a l'ensemble des souches étudiées 

appartenant au m2n-e groupe : on a ainsi trouvé, par exemple, des souches 

polyrésistantes. L'identification de ces souches est d'un grand intérêt 

chez Rhizobium : en effet ,  d'une part, de natbreux auteurs ont é tabl i  des 

relations pouvant exister entre résistance anormale et perte de 1 'efficience 

(40, 55, 85) ; d'autre part, chez l a  presque totalité des souches de Phizobitan, 

on a mis en évidence des plasmides (66, 7 4  71) , mais aucune propriété de ces bac- 

téries n'a pu être reliée à leur présence ; or, il est bien ccmnu que les  

plasmides portent souvent &s gènes de résistance aux antibiotiqcies. 

Dans notre étude, l'existence de plasmides chez certaines 

souches de Rhizobium à croissance rapide a été prouvée. Nous n'avons pas 

misen  éviàence les plasmides pour toutes les souches choisies, car l a  firstho- 

de de lyse et la technique utilisée ne perrriettent de mettre en évidence des 

plasmides cpe pour le R. m l i l o t i  ( 72 ) . 



Pourtant plusieurs travaux ant prouvé 1 'existence èe 

1 'ADN extrachmmscmique chez différentes espèces de Rhizcbium (66,70,71,72) . 
Il s&le donc que l a  lyse n'est pas bien pratiquée, CU qiie l a  technique 

n'est p a r f a i t m t  adaptée à net- en €ividonce l a  présence de plasmides ; 

malgré 1 'existence d ' m  extrachrmscmique chez R. japmicun ( 66 , 
ainsi que chez R. mli lo t i  (72 ) e t  chez R. de lotus (hétérogène) (70 ) 

l e  r61e àes plasmides dans l a  m i o s e  - ~ z o b i m l é ~ e u s e  es t  resté 

anbigü jusqu'à aujourd'hui : l a  présence de plasmides ne parait pzs li6e - 

à l 'activité fixatrice puisque certaines souches efficientes (capables 

de fixer 1 'azote) sont appammmt Uépurvues de plasmides (71,86) . par 

antre, les souches non infectieiees ou inefficientes pssgdent des plamiides 

(69,701 . D 'autre part, d 'autres auteurs, après traitarent par des agents 

curatifs c a m  l'acridine orange, ont pu suppïimr chez R. t r i fo l i i ,  l 'effi- 

cience (87) GU l'infectivité (88, 89). Ie transfert & certains 

plasmides R des autres bactéries au Rhizobiun a €35 réalisée soit par 

conjugatior! (90,91,9;1, soit  par transformtim (93, 94 1. 

Le taux de 1 'AEN plamidique par rapport 1'm total 

peut étre très variable ; en effet, cela -&-d du ncrbre de mpies du 

plasmide par cellule, de l a  tai l le des plasnides et de la fixation à l a  

xmrbrie lors de l a  replication. A ce mmont là, il y a probabl-t liaison 

avec des protéines qui pewent être d é n a t d s  par l'emploi de détergents 

ionique3 d 'où perte de l a  structure super - hélicoïdale du plasmide. 

11 faut pr6ciser que l a  technique cle lyse enployée qui 

donne de bcns résultats avec la  plipart des sou&es de R. rceliloti, n'est 



probablerrrrnt pas aussi efficace du point de vcie de l a  conservation de 

l a  structure ter t ia i re  des plmudes des autres espèces de Rl?izoSium : 

en effet ,  celle-ci est peut être plus sensible au detergent employé (SDS). 

Concernant l a  riirsistance multiple aux antibiotiques p u r  

nos souches étudiées, nous n ' avms pas pu mettre en évidence une souche 

polyrésistsn+.., donc aucune relation ne p u t  être établie en"- les  

souches résistantes et l'existence de plasmides ; par canséquent, ces deux 

ne sont probablerrent pas associés. 03LE et ELPCAN ont observé 

le phéndne dt? polyrésistance chez R. japnicum ( 47 ):selon ces auteurs, 

les résistances alrparaissent fréqwmmt g r o w e s  œ qui p n r e t  de suçpee- 

ter une résistance "plasmidique". - 

J 

En ce qui cmcerne les antiseptiques, nous n 'obsewans à peu 

près a~icune différer.ce de sensibilité entre groupes dlinoculatioa pour 

le glutaraldehyde, le g l ~ m l  et l e  gluconate & chlorohexidine. LR foriml 

danne àes résultats un peu plus variables :les souches les plus sensibles 

&lent appartenir aux groupes des R. lecpdncsanan, R. t r i f o l i i  e t  

R. lupini. Us Agrobacterium, R. rreliïoti et R. japicun!  ont une serisibilité 

noyenne. Les souches les  plus sensibles m a n t  au groupe de R. phaseoli. 

Quant aux m n i u m  quaternaires, chlorure d 'aikyl dimethyl ammnium, les 

Rhizckium à croissanor lente R. jcrpcaticum e t  R. lupini sont plus sensibles 

que ceux des autres groupes. Les Agrobacterim s d l e n t  les plus résistants 

CI ces carposés, mais sont assez peu différents des R. m l i l o t i ,  



R. phaseoli, R. leguninosamm et R. t r i fo l i i .  L'étude de l a  sensibilité 

des Iihizobimn e t  d'Agrobacterium aux antiseptiques n'offre pas llintére't  

que présente l'étude de l a  sensibilité aux antibiotiques. En effet ,  les  

sensibilités aux antiseptiques sont en général assez hamgSnes et ne pr- 

mtten t  pas de faire  ck distinction nette entre groupes d'inoculation. 

Seuls les mmniun quaternaires apparaissent particulièrmmt ac t i f s  sur 

les souches à croissance lente e t  p&sentent A ce t i t r e  un i n t e r ê t  

taxonomi aue , 



A N N E X E S  - - - - - - - - - -  



Les tableaux suivantç dament les vaïeurs (en nan) 

des diamètres de zone d'inhibition mesurés en milieu solide pour 

les diverses souches de Rhiz&imn et dlÀgrobacteriun vis-&vis 

des antibiotiques étudies. 



- 
+ : zcne d'inhibition q i  apparait 

. (mais existence cle peti tes  colonies) 

x : petites colcaies autour du disque 
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