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La premiére manifestation visible de
l'installation de la symbiose Rhizobium-légumineuse est une
accumulation pré&férentielle de la bactérie dans la rhizospheé-

¥e que la seule prolifération ne peut justifier.

Peut-&tre est-ce 13, pour la plante, une fa-
¢on d'exercer sa sélectivité - par le biais du chimiotachisme -

Sur son association avec Rhizobium ?

Avant d'exposer et de commenter nos résultats,
nous ferons le point des connaissances d'une part sur le chimio-
tactisme bactérien et d'autre part sur les aspects de la spéci-
ficité de 1l'association Rhizobium-lé&gumineuse pour y situer le

Ph&noméne chimiotactique.
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I - ETAT ACTUEL DES COMNAISSANCES SUP LE
CHIMIOTACTISME BACTERIEN

Les bactéries mobiles, en contrblant leurs
déplacements, peuvent améliorer leur environnement. Elles sont,
en effet, capables de nager vers des composés, tels des nutri-
ments favorables & leur survie et de fuir ceux qui peuvent leur
8tre nocifs , Elles contrSlent donc les conditions de leur envi-
ronnement selon un processus analogue au comportement “"essai-
erreur" des espéces supérieures, Cette aptitude, répandue chez
les &tres vivants, se retrouve &galement chez un grand nombre

de bactéries qualifiées souvent d'@tres inférieurs (78).

Le chimiotactisme bactérien, ce mouvement
d'approche ou de fuite 3 l'encontre de produits chimiques, a
€t& découvert il y a un si&cle par ENGELMANN (56) et PFEFFER (119)

et fut treés étudié & l'épogque.

Aprés une longue période de silence, un re-
gain d'intér&t est apparu ces dernidres années corme en témoi-
gnent les articles de synthése écrifs par les auteurs suivants,
4 qui 1'on doit, par ailleurs, l'essentiel des connaissances sur

Ce sujet : ADLER (2, 4 ) ; BERG (24) ; KOSHLAND ( 76,77,78);



MACNAB (85) ; SEYMOUR et DOETSCH (129) .

Des récepteurs situés a la périphérie de
la bactérie regoivent des "signaux". Ceux-ci sont alors trai-
.tés par la "machinerie" chimiotactique. L'"information" est
ensuite transmise au flagelle, provoguant sa rota&ion inver~
se et une volte-face rapide de la bactérie, appelée "culbute"

(tumble en anglais).

C'est la régulation de la fréquence de ces
culbutes, en relation directe avec la présence de certains com’
posés du milieu, qui détermine le déplacement de la bactérie :
attirance ou chimiotactisme positif (par diminution de la fré-
guence des culbutes), €loignement ou chimiotactisme négatif

(par augmentation de la fréguence des culbutes),

Cette apparente simplicité ne recouvre pas

moins de six problémes fondamentaux

- Comment se meut une bactérie dans un gra-

dient de composés attractifs ou répulsifs ?
| - Comment la bactérie détecte ces composés ?7;

- Comment se fait la transmission de l'infor’

‘mation au flagelle ?
o | - Comment le fléger produit-il le mouvement

- Ccmment le flagelle répond-il & l'informa-




tion sensorielle pour provoquer un changement approprié de
direction ?
- Dans le cas d'informatiors sensorielles

multiples ou contradictoires, comment se fait 1l'intégration ?

Une réponse a ces questions exige l'emploi
Simultané de techniques bactériologiques, biochimiques, géné-

tiques, microscopiques et cinématographiques.

I. 1, ETUDE DU CHIMIOTACTISME:LES DIFFERENTES
TECHNIQUES.

Les travaux antérieurs i 1965, bien que tou~-
jours valables, présentent un caractére assez subjectif. ADLER
et son équipe de chercheurs ont mis au point deux techniques
Principales permettant la définition des conditions de mobilité
€t de chimiotactisme, ainsi que 1'évaluation quantitative de
la réponse chimiotactique, '

\ .

La premiére de ces méthodes appelée "méthode
de migration en boite de Pétri" (Plate Method, expression anglai-
Se d'ADLER ( 148) se déroule en milieu semi-solide. Pour la
Visualisation d'une réponse chimiotactique positive (attraction),
Un inoculum bactérien est déposé au centre d'une boite de Pétri

Contenant un milieu minimum de croissance faiblement gé€losé et
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la substance attractive choisie. En consommant cette substance,
les bactéries créent elles-mémes un gradient "qu'elles pour-
sulvent"., Il est alors aisé& d'observer l'anneau bactérien se

développant autour du point d'inoculation (FIGURE N° 1 ).

Le principe de mise en évidence d'une répon-
Se négative (répulsion) est lé&gérement différent (FIGURE N°2 ).
Les bactéries sont incluses dans un milieu semi-solide et l'en-
Semble est coulé en boite de Pétri. Des disques fortement gélo-
S€s contenant la substance répulsive'y sont insérés. Rapidement
les bactéries "fuient" les environs des disques et des zones
limpides auréolent les disques ; les figures observées rappellent

Un peu celles des antibiogrammes.

La deuxiéme méthode est appelée "méthode de
Migration en capillaire" ("Capillary Method", selon ADLER (1) ).
Elle consiéte en un dénombrement des bactéries ayant migré dans
Un capillaire contenant la substance 3 tester. Elle permet donc

l'&valuation guantitative de la réponse chimiotactique.

Grice 3 ces deux techniques complémentaires,
ADLER a pu établir l'essentiel de ce que l'on connait sur la
"Perception" bactérienne. Le comportement chimiotactique de
n'importe quelle souche de bactéries peut &tre &€tudié aisément :

la d&finition des conditions physicochimiques du chimiotactisme,
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1'&valuation quantitative de la réponse, la détermination des
concentrations optimales et liminaires, 1'é&tude du comporte-
ment bactérien en présence de deux substances actives se font
Par la technique en milieu liguide (migration en capillaire) ;
la méthode en milieu semi-solide sert 3 1l'étude systématigue de
Substances variées, permet une premiére estimation du domaine
de concentrations appropriées, et l'isolement de diverses

Classes de mutants.

On congoit qu'elles soient toutes deux trés

Utilisées dans l'analyse du comportement chimiotactique (3,8,

36,82,91,92,94,95,115,139,140,150,151) .

Les autres techniques ne présentent pas cette
facilité et cette souplesse d'utilisation, mais deviennent né-
Ceéssaires pour une meilleure connaissance du phénoméne chimio-
tactique., Ainsi, 1'&tude de la distribution d'une population
bactérienne au\sein d'un gradient défini se fait gr8ce au dispo-
Sitif d&crit FIGURE N° 3 que l'on doit 3 DAHLQUIST (40). En
Mesurant la dispersion d'un rayon laser par les bactéries, il
€st possible de comparer les comportements de-diverses souches
€t de leurs mutants, dans un gradient préformé& dont on peut par

a8illeurs modifier les caractéristiques.
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Actuellement, le déplacement d'une bactérie
peut étre éuivi et enregistré graphiquement. Le premier dispo-
Sitif "pisteur" (Tracker) a €t& congu par BERG (22), Une sus-
Pension bactérienne est p}acée dans une chambre rendue mobile
gr&ce a un systéme électronique de compensation : & chaque dé-
Placement de la bactérie correspond un déplacement inverse de
la chambre. La bactérie, pour l'observateur au microscope,
Semble immobile tandis que les mouvements de la cellule d'obser-
Vation sont enregistrés. BERG et BROWN (26) puis LOVELY et ses
Collaborateurs ont perfectionné et édapté le systéme pour suivre
Plus aisément la trajectoire de bactéries trés rapides telles

les salmonella (84).

Congu 3 l'origine pour établir si le systéme
bactérien de détection était réellement temporel (sensibilité
4 une concentration différente de celle régnant antérieurement),
MACNAB et KOSHLAND (86) ont imaginé un appareillage (semblable
4 celui utilisg en cinétique enzymatique) qui se révéle actuelle-
Ment utile 3 1'étude du coTportement chimiotactique. Suspension
bactérienne et solution & tester sont rapidement mélangées et
€nvoyées vers une cellule d'observation d4'un microscope
(FIGURE N° 4 ). La concentration en substance attractive (ou
répulsive) est 3 ce moment 13 isotrope. Etant donné la rapidité

du mélangé (de l'ordre de 200 millisecondes), on peut considérer

Que les bactéries regoivent un stimulus équivalent & celui
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qu'elles rencontreraient en nageanf'soit dans le sens d'un
gradient, soit & contresens , En réglant correctement le

temps de pose d'un appareil photographique et en disposant
d'un &clairage stroboscopique, on obtiendra les clichés repro-

duits en FIGURE N° 5 .

Il est & signaler que de tels gradients tem-

Porels peuvent également &tre instaurés par voie enzymatique

(35 ),

Les expériences de SILVERMAN et SIMON (131)
Sont les plus 'spectaculaires"., Cultivés sur glucose, les E. coli
Ne synthé&tisent gu'un seul flagelle, A l'aide'd'anticorps anti-
flagelline les bactéries monoflagellées sont "piégées" par leur
flagelle sur une lame de verre., Au microscope, on voit alors la
bactérie tournoyer autour d'un point fixe eonstitué par le fla-
9elle, C'est ainsi qu'il a &té& possible d'expliquer le mouvement
d'une bactérie en fonction du sens de rotation du flagelle, en

l'~'=1bser1ce et en présence d'une substance attractive (131,83,137),

1.2 - MECANISME GLOBAL DU CHIMIOTACTISME

S ————

En l'absence de toute stimulation (c'est-3d-dire
®n 1'ahsence de substances attractives ou répulsives 3 moins que
C® ne soit A4 concentration constante) une bactérie telle que

E§E§§richia coli ou Salmonella tvphimurium exécute une course"'
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aléatoire (FIGURE N° ¢ ) : elle effectue de courts déplace-
ments en ligne droite (pendant 1 s en moyenne) entrecoupés de
brusques changements de direction qui durent 0,1 s (22 ).
Vrai;emblablement, ces culbutes sont constituées en fait d'une

Succession de courses bréves et de volte-face (23 ).

Par contre, dés que la bactérie rencontre des
Concentrations croissantes en substances attractives, ses cul-
butes sont moinsvfréquentes (autrement dit les courses en ligne
droite deviennent plus longues). Si les concertrations en at-

tractif décroissent la fréquence des culbutes augmente (26 , 86

En ce qul concerne les substances répulsives,
l'inverse se produit : des bactéries soumises 3 un gradient
POsitif de répulsif culbutent plus souvent,tandis qu'en présen-
Ce d'une diminution de concentration la fréquence des culbutes

baisse et tend méme vers zéro (147),

La FIGURE N° 7 résume les effets des varia-
tions de concentration en substance chimique sur la fréquence -

des culbutes d'une bactérie .

Il est & signaler que la suppression des
Culbutes est consécutive & de plus faibles variations absolues
de Concentration que celles prcvoguant une augmentation de

fréquence des culbutes (26 , 76 ).
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Tout ceci s'appligue non seulement & un
gradient spatial (par exemple, concentration & droite supé-
rieure 3 celle de gauche) mais aussi & un gradient temporel
(concentration actuelle supérieure a8 celle régnant antérieure-
ment) . Gr&ce 3 leurs dispositifs MACNAB, KOSHLAND (86 ),

BROWN et BERG (35 ) montrent que les réponses chimiotactiques
sont traﬂsitoires : aprés quelques secondes les bactéries re-

trouvent leur comportement "normal”.

Le fait gu'une bactérie se "souvienne" de
ce gque la concentration antérieure &tait différente de celle
d laquelle elle est soumise, laisse supposer l'existence d'une

"mémoire bactérienne" (86 , 87,76).

L'hypothése d'une comparaison entre les con-
centrations régnant aux pdles de la bactérie n'a pas &t& compl?
tement &cartée bien que la différence doit &tre trop faible po

8tre détectable (86 ;76 ).

-Quoi qu'il en soit, la caractéristique princi-

pale du chimiotactisme est cette régulation de la fréguence

des culbutes (FIGURE N° 7 )., Le déplacement apparemment fortul
des bactéries est "orient&" : les trajets rectilignes sont pro-
longés lorsque la bactérie évolue vers un environnement favora~

ble, raccourcis dans le cas contraire,
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I.3 - PERCEPTION DES MODIFICATIONS DE L'ENVIRONNEMENT

A priori, on peut admettre gque dans leur
milieu les bactéries reconnaissaient les substances elles-
mEmes ou des produits du métabolisme de ces substances tels

le pyruvate ou 1'aATP.

ADLER ( 2 , 4 ) a clairement &tabli que

les bactéries reconnaissent les substances elles-mémes :

(a) Des composés chimigques hautement méta-
bolisables ne sont pas attractifs ;

(b) Des composés chimiques non métabolisa-
bles sont attractifs : les analogues non métabolisables de
Métabolites attractifs attirent les bactéries et des mutants
inCapables d'utiliser une substance attractive sont malgré
tout attirés par cette dernidre (2,10,11);

| \ (c) Des composés attractifs sont actifs
M€me en présence de substances métabolisables par ailleurs
Non attractives ;

(d) Des attractifs & structure voisine en-
trent en compétition les uns avec les autres mais non avec
Ceux de structure différente ;

(e} Des mutants présentant une déficience
de la fonction chimiotactique mais un métabolisme normal ont

€t& isolés
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(f) Le transport de la substance n'est ni

nécessaire ni suffisant pour qu'elle soit attractive (2,10,

67,112,113).

La bactérie, capable de détectgr la substan-
ce.elle-méme, est donc équipé&e d'un systéme sensoriel qui me-
sure les'changements de concentration et répercute l'informa-
tion au(x) flagelle(s). \

(1), et c'est 1la

La réponse est transitoire
un fait particulier pour les bactéries ; en effet, normalement

a une augmentation de concentration en lactose, par exemple,

correspond (dans une certaine mesure) une augmentation du traﬁ

port, du métabolisme du lactose, du taux de synthése de B-gald

tosidase.

Afin de mieux souligner cette caractéristigV
fonctionnelle, ADLER (4 ) a proposé& d'appeler "systéme chimiJ
senscriel” ("Chemosensor" en anglais) le systéme responsable

de la séquence sensorielle de la fonction chimiotactique rése?

vant le terme "chimiorécepteur" (Chemoreceptor" en anglais) av

composant recevant ou se liant & la substance détectée, Ce sy$

(1) A l'image de l'organisation du systéme nerveux des €ires

supérieurs, les bactéries semblent dotées d'un "eystéme

phesique" (& adeptation repide, responsatle de le réponse
transittire) et "d'un syst&me tonique” (& adaptation lente:

responsable de la permanence de la réponse).
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FIGURE N° 8 : SEQUENCE SENSORIELLE DU CHIMIOTACTISME
d'aprés KOSHLAND (78).
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me sensoriel comprend aussi un "transmetteur" ("signaller" en
anglais) qui signale au(x) flagelle(s) tout changement inter-
venu ﬁu niveau du chimiorécepteur occupé par l'effecteur.

La FIGURE N° 8 due 3 KOSHLAND (78 ) illustre la séquence sen-

sorielle de la fonction chimiotactique.

Le métabolisme du composé attractif ne parti’
cipant pas & sa détection, le mécanisme de la réponse chimio-
tactique posifive n'est pas fonction de la valeur nutritive de
la substance pour la bactérie.

De méme, le chimiotactisme négatif n'est pas 1ié & la nocivité

du composé (148) :

- les effecteurs 3 activité répulsive sont
décelés a des concentrations bien trop faibles pour &tre toxi-

ques

- les composés tecxiques ne sont pas obligato

rement répulsifs ; 1

- les substances répulsives ne sont pas obll’

gatoirement toxiques(cas d'acides aminés hydrophobes pour E. ¢

Le fait qgue le métabolisme ou le transport d
. 1'effecteur ne soit pas nécessaire au chimiotactisme signifie
simplement gue les bactéries possédent deux fonctions distinct!
Il ne fait aucun doute que l'intérét de la fonction chimiotac”
tique doit Etre de faire évoluer la bactérie vers un environné

ment meilleur,
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Pipegigy * g L X R

Les effecteurs chimiques ont été& classés
dans divers systemes chimiosensoriels en fonction des critdres
Sulvants

(a) Pour un certain nombre de systémes sen-
Soriels, des mutants, présentant une déficience dans la répon-
Se chimiotactique correppondante, appelés mutants spécifique-
Ment non-chimiotactiques, ont pu &tre isolés (2,8,148,6,66).

(b) Par des expériences de compétition menées
€ntre deux effecteurs A et B : A est utilisé 3 une concentra-
tion suffisante pour saturer les récepteurs correspondants ;
S1 la présence de A bloque la réponse chimiotactique & B, les
deux substances A et B sont détectées par le méme récepteur
(2,148,9,147,11,92).

(c) La plupart des systémes chimiosensoriels
Sont inductibles et chaque systéme l'est par l'effecteur qu’'il

€St 3 méme de détecter,

Le TABLEAU N °®° I présente un recense-
Ment des divers systémes chimiosensoriels présents avec certi-

tude chez E. coli et Salmonella tvphimurium.
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'Récepteurs Autres Existencechez-Attracti

(a)
Effecteurs g E.coli S.typhi- Répulsif

murium (R)

V-Acctylglucosamiae
n-Fructose ,
D-Glucuse. b-Fucose

D-Glucose

Friholose
Aspartate Glutamate
Senne Cysteine. Alanine.

. Glycine \
Acetate | Prapionate, butyrate,

valerate

Msopropanoi Ethanol. isobutianol
Leucine Isolcucine, Vuline
Indole Skatole °
Phenol
Benzoate Sulicylate
H*.OH" .
Mg?* Ca?*,Sr?*, Ni?*

KK MMM HHHAH A MY MM A AKX
~

PWO>PP>P>RNIRNIR B >P>>>>>P>>>>>>

TABLEAU I : RECEPTEURS CHIMIOTACTIQUES CHEZ E. COLT ET
S. TYPHIMURIUM D'APRES ROSHLAND (78 )

s
Litig /
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Les composants protéiques de certains sys-
témes chimiosensoriels ont pu étre identifiés. On pense géné-
ralement que chagque systeme posséde une protéine qui recon-
nait l'effecteur : il s'agit du chimiorécepteur ou composant
de réconhaiésance ou protéine de liaison ("Binding Protein"
€n anglais). Chaque fois que cette protéine a €té identifiée
on a constaté qu'elle participait &galement au transport de
Ce substrat-effecteur. Aussi a-t-on pu établir les types de
Yelation existant entre la fonction‘transport et la fonction

Chimiotactique ¢ FIGURE N°9

Transport et chimiotactisme sont donc &€troi-
tement 1iés mais toutes les substances transportés, ou pour
lesquelles existent des protéines de liaison, ne sont pas obli-
Yatoirement attractives ou répulsivés (2,67,8,148).

\ . o
La protéine de liaison du galactose, située
dans l'esﬁace périplasmique et libérable par choq osmotique,
fut 1a premizre 2 &tre mise en cause dans le processus de

chimioréception. De nombreuses preuves peuvent &tre avancées :

- Des mutants (Type I, FIGURE N°9 ) ne
Présentant pas l'activité de liaison sont inaptes 3 développer
Une réponse chimiotactique et 2 transporter le substrat

Correspondant (67 , 30 )

.....
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Réponse ;
chimiotactique !

S

A////'Systéme centfi}//,

£ _

Composant spécifique
n° 1

Composant spécifique

]
n® 1 .

mutant 11

mutant 111

Protéine de
liaison
Récepteur

mutant'I

FIGURE N° 9 : TRANSPORT ET FONCTION CHIMIO-
TACTIQUE SELON ADLER ( 4 )

—

Transport du

CHIMIOTACTISME

Transport dv

galactose vis & vis du galac- ribose
tose et du ribose

Proté&ine de
liaison au
ga]actose

l ribose

Proté&ine de
1iaison au

FIGURE N° 10

@

\ L’Li{'

v

: TRANSPORT ET FONCTION CHIMIO

TACTIQUE SELON FRERE ( 58 )

Sm : Systéme commun de transmission
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- La réversion de la mutation affectant le
géne de structure codant pour une proféine de liaison s'ac-
Compagne d'une récupération de la fonction chimiotactique,
Para;lélement la liaison du galactose et son transport ont
de nouveau lieu (31 ).;

- L'aptitude de certéins analogues de struc-
ture (le fucose) 3 bloguer la réponse chimiotactique envers
le galactose est directement liée 3 leur affinité pour la
Protéine réceptrice (67); |

- Les concentrations seuil et saturante
(optimale) coIncident bien avec la valeur de la constanté de
dissociation du complexe protéine de liaison~ligand (93 )

- Des chocs osmotiques réduisent l'inten-
Sité ge 1la réponse au galactose alors que celie développée pour

Q'autres composés est peu affectée (‘93) :

- Aprés addition de protéine de liaison &
Une suspension bgctérienne ayant subi un choc osmotique la

fonction chimiotactique est restaurée (67).

Le r8le dans le chimiotactisme de la protéine
de liaison au maltose a &té précisé par KELLERMAN, SZMELCMAN (74 )
©t HAZELBAUER (66 ) et celul de la prot&ine de liaison au

Yibose par ADLER ( 2 ) chez Escherichia coli et par AKSAMIT et

KOSHLAND(lO,ll)chez Samonella typhimurium,
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Les.protéines de liaison possédent donc i
trois sites distincts : l'un pour 1la liaiéon au substrat,
le second pour l'interaction avec le systéme de transport
et le troisiéme pour l'interaction évec le systéme de trans-
mission du chimiotactisme., La FIGURE N° 10 d'aérés FRERE (58)‘
reprend le schéma proposé par ADLER ( 4 ) modifié en fonction
des résultats des travaux de STRANGE et KQSﬁLAND (141) . Ces
auteurs ont méntré récerment qﬁe les chimiorécepteurs pour le
galactose et le ribose utili;ent vraisemblablement un méme
systéme de transmission alors que les systémes de iransport

sont spécifiques.

Les enzymes II du systéme phosphotransferasé
(79 3 80) plus solidement liées a8 la membrane cytoplasmigue |
.peuvent également servir de récepteurs chimiotactiques (cas &

glucose et du mannose chez E. coli ( 6 )

On pourrait donc s'attendre & ce que tous 1€
chimiorécepteurs soient impliqués dans des phénoménes de tran
port. Mais les ions Ca++ et Mg++ utilisent comme récepteurs 1€

complexe ATPase membranaire (160).




25

I.4 - FONCTIONNEMENT DES FLAGELLES

—

La logique voudrait que l'on traite main-
tenant de’la tfansmiésion de l'information vers les flagelles
€t du contrble du fonctionnement flagellaire. Mais cette sé-
quenée du chimiotactisme étant mal connue il nous semble
Préférable de décrire le mouvement du.flagelle'pour mieux
Comprendre ensuite les différenteé théories émises & propos

de la transmission et du contréle.

Une information détaillée est donnée par
SOKATCH (133). Les flagelles bactériens sont des fila-
Ments hé&licoldaux de 5 & 10 um de long et de 25 nm de diamétre,
Ils sont composés d'une protéine, la flagelline, dépourvue
A'activité enzymatique connue. Ils ne semblent pas contenir de
Systame enzymatique permettant la transformation de l'énergie

Chimigue en énergie mécanique,

Pendant de nombreuses années, deux.mécanismes
€taient susceptibles d'engendrer le mouvement :‘soit une onde
8¢ propage le long du flagelle 3 l'image de ce qui se passe chez
les Eucaryotes, soit les flagelles propulsent la bactérie en
tournant sur eux-m&mes dans un mduvement de rctation semblable
8 Celui d'une hélice rigide ou semi~rigide (25 ). SILVERMAN et

SIMon (131) en piégeant des bactéries par leur flagelle ont
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montré que seule la seconde hypothése est correcte.

On ignore le mécanisme qui entraine ce

mouvement de.rotation, mals les travaux de DE PAMPHILIS et
ADLER ( 52 ; 53 ; 54 ) ont montré que les'fiagélles présentent
au niveau de leur point d'insertion dans l'enveloppe cellularé
re, une §érie d'anneaux : deux chez les bacﬁéries a Gram po- ‘
sitif et quatre chez les bactéries & Gram négatif (FIGURE N°12
Chez E. coli, il est &€tabli '‘que l'anneau le plus externe.est ¥
attaché a 1a.membrane paroi externe.et le plus interne a la

membrane cytoplasmique (53 ). Le corpuscule basal assure l'en’
crage du flagelle dans les enveloppes cellulaires et le con-

tact avec la couche externe de la paroi et le plus interne & )
rée. Seuls les deux anneaux les plus internes participeraient;
.au mouvement, les deux autres, seulement'présents chez les P

bactéries & Gram négatif, permettraient l'insertion du corps

basal dans la couche externe de la paroi.
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GRADIENT CHIMIOQUE

SYSTEME CHIMIOSENSORIEL

TRANSMETTEUR

\

ROTATION ANTIHORAIRE
DU FLAGELLE

Fe \
TRAJECTOIRE
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CULBUTES
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" NORMAL "

FIGURE N

°© 12 : SCHEMA DU FONCTIONNEMENT CHIMIOTACTI&

Fc : fréquence des culbutes.
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Culbutes et chimiotactisme

L'observation directe des bactéries montre
que leur mouvement est constitué d'une course linéaire inter-

rompue de culbutes.

Des bactéries monotriches (aprés croissan-
Ce sur glucose) piégées par leur flagelle (131) tournoient
dans le sens antihoraire, ce qui correspond au sens de rcta-
tion antihoraire du flagelle d'une bactérie libre s'éloigrant
d'un observateur (convention physique internationale). De
temps en temps, une inversion du sens de rotation se produit,
Suivie d'un retour au sens antihoraire. A 1l'addition de subs-
tances aﬁtractives correspond un sens de rotation antihoraire
Pratiqﬁement constant tandis gue le sens horaire prédomine'en

Présence d'un répulsif (83 ).

v Par ailleurs, des mutants qui ne culbutent
Jamaisg présentent une rotation antihoraire alors que celle de

Mutants qui culbutent constamment est horaire (83 ).

Ces observatiocns associées 3 celles démon-
trant que l'augmentation de la concentration en attractif
faVorise les trajectoires rectilignes en supprimant les cul-
buteS, et que, 3 l'opposé, l'addition de répulsifs les provo;
e permet d'affirmer gu'au sens antihoraire de rotation du
flagelle correspond une trajéctoire en ligne droite et au sens

h°raire une culbute ( 26 5 35 : 86 ).
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Chez les bactéries péritriches telles E. coli

1
i

ou S. typhimunium, les flagelles tournoyant en sens antihoraire

)
s'organisent en un faisceau qui propulse la bactérie : celle-ci|

se déplace alors en ligne droite. Une pirouette s'accompagne
d'une désorganisation totale du faisceau, chague flagelle ;

"tirant de son cbté" par rotation horaire (88 ).

Chez les bactéries monotriches ou a flagel- ;

laticn polaire (144), la rotation horaire du (ou des) flagelle({

'
1

conduit plutét é un mouvement de lé&ger recul. _ 1
: i

t
D2s que la pirouette ou le mouvement de recul

a &€té réalisé, la bactérie nage & nouveau en ligne droite, ced!
suppose donc 1l'existence d'un systéme de contrble de la fré-

guence des culbutes par conséquent du sens de rotation flagel-%

laire (FIGURE N°® 12). ;

I.5 - CONTROLE ET TRANSMISSION

Le contrdle : ]

| ASWAD et KOSHLAND (17 ) postulent l'existencé
d'une substance régulatrice dont la concentration contrcleraiti

le sens de rotation des flagelles : au-dessus d'un certain seuﬂ
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la rotation serait antihoraire. La chute de la concentration
sous le seuil provoguerait la rotation horaire et la culbute.
En temps normal la concentration en régulateur oscillerait

autour du seuil expliquant par 1l3d l'alternance : trajectoire

rectiligne / culbute / trajectoire rectiligne...

Chez les mutants & culbutes constantes, la

concentration en régulateur serait toujours inférieure au seuil,

L'addition d'une substance attractive entrai-
nerait une augmentation rapide de la concentration en régula-~
teur, provoguant un blocage des culbutes pendant un certain
temps, suivie d'un retour plus lent 3 l'&tat normal. Ce méca-
nisme - augmentation rapide suivie de relaxation - peut expli-

Quer cette "mémoire" & court terme dont disposent les bactéries,

MACNAB, KOSHLAND (86 ) et SPRINGER et Coll.

(136) proposent le schéma explicatif suivant :
. N

A
napide Lent
++ , +
k1 T k2 ) 1)
Précurseur — régulateur Produit d'inac-

tivation
Enz 1 Enz 2
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La valeur du rapport des constantes de
vitesse =————— détermine la concentration du régulateur T
a 1'état normal,

L'addition d'une substance attractive (2)
active les enzymes des réactions 1 et 2 mais l'effet sur l'en-
zyme 1 est plus rapide tandis que l'effet sur l'enzyme 2 est
plus lent.lLa concentration de T va donc s'accroftre rapide-
ment puis revenir plus lentement & l'é€tat initial par 1'in-
termédiaire de la réaction 2. (Ce phénomene d'hystérésis enzy-

matique a &t& décrit par ailleurs par FRIEDEN (59 ) ),

En 1967, ADLER et DAHL (5 ) travaillant sur
une souche d*E. coli auxotrophe vis-3-vis de la méthionine
. constatent que la privation en méthionine blogue la réponse
chimiotactique vis-a-vis de toute substance attractive. Il
ne peut s'agir d'une absence de synthése proté€ique puisque
la privation en un autre quelconque des amino-acides indis-
pensables n'a aucun impact sur le chimiotactisme. De plus, la
privation en méthionine provogue une baisse de la fréquence

des culbutes chez les bactéries auxotrophes non stimulées.

ASWAD et KOSHLAND (16 ) dé&montrent chez

S. typhimurium que le r&le de la méthionine est de maintenir

da un certain taux le régulateur,
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ARMSTRONG (13 ) sur E. coli et ASWAD et

KOSHLAND (17 ) sur S. tvphimurium &tablissent cue la méthio-

nine agit par l'intermédiaire de la S-Adenosyl-Methionine
(S.A.M.,) quil serait indispensable & la dégradation du régu-
lateur. Par ailleurs, KORT et ses collaborateurs (75 ) iso~
lent une protéine membranaire dont la mé&éthylation est fonction
de 1l'état de stimulation de la bactérie, voire nulle chez des
mutants non chimiotactiques., Cetﬁe protéine est-elle le régu-
lateur ? FRERE (57 ) reprenant:l'idée d'ASWAD et>KOSHLAND sui-
vant laguelle lé méthylation intervient dans l'inactivation

du régulateur propose que la ptotéine méthylée de KORT soit le
produit d'inacﬁivation de ce régulateur (FIGURE N° 13)

Des travaux récents de SPRINGER et Coll.( 135
et de STOCK et KOSHLAND (138) suggerent gue méthylation-démé-
thylation ont un r8le clé dans le chimiotactisme, et & l'heure
actuelle, 1l semble difficile d'aller plus avant dans 1l'élabo-

ration d'un modéle définitif (FIGURE N° 13)

Les diverses classes de mutants (outre les
mutants dont le flagelle est absent ou non fonctionnel) inca-
pables de répondre 2 une substance donnée, inaptes & é&laborer

toute réponse chimiotactique ont permis de dresser la carte
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génétique de la région chromosomique responsable du chimio-

tactisme (14,15,117,118,17,18,156,132)

Si, gr8ce a3 l'existence de ces mutants, on
a pu déterminer qu'aprés la liaison effecteur-chimiorécepteur
intervenait un premier composant, on ignore le mécanisme de
transmission entre le complexe effecteur-chimiorécepteur, la
concentration en régulateur, et le fonctionnement flagellaire.

ADLER envisage trois possibilités

1 - Des interactions de type protéine-protéi-
he pourraient influer sur la structure des enzymes contrflant
le taux de régulateur, mais alors seuls les chimioré&cepteurs

situés 3 la base des flagelles seraient efficaces :

2 - La diffusion d'un messager chimique de
faible poids moléculaire assurerait la transmission & l'image
de ce qui se passe entre neurones ou entre neurones et fibres
musculaires, Cependant, ce type de diffusion semble trop lent

Pour expliquer la rapidité de certaines réponses.

3 - Une variation de polarisation membranai-
re comme dans les phénoménes de transmission de 1l'influx nerveux

le long des axones des cellules nerveuses,

SZMELCMAN et ADLER (143) ont montré l'exis-

tence d'une phase d'hyperpolarisation membranaire de 15 secon-
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des environ contemporaine d'un flux ionique calcique

et pour laquelle la méthionine est indispensable (7,110,

111,114,142 )

De nombreux auteurs travaillent sur ces

variations de polarisation et flux ionique, mais actuellement
on ne peut toujours pas expliquer avec certitude ce qui se é
passe entre "les chimiorécepteurs, les génes du systéme centrag
et les flagelles qui constituent pour la bactérie les yeux et i
les coreilles, le cerveau, ses bras et ses jambes", selon une

métaphore empruntée 3 KOSHLAND (78 ),
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Il = COMPORTEMENT CHIMIOTACTIQUE DE RHIZOBIUM

L'intervention du chimiotactisme dans la
§ymbiose Rhizobium-l&gumineuse semble €tre une hypothése
raiéonnable. Nous nous proposons de tralter de la symbiose
et de la spécificité de l'association afin de mieux situer

1'&tape chimiotactique.

IT.1 - GENERALITES SUR LA SYMBIOSE ET LA SPECIFICITE DE

[ S—

L'ASSOCIATION RHIZOBIUM-LEGUMINEUSE

[ —

La plupart des organismes vivants voient
leur croissance limitée par manque d'azote. En effet, qui n'a
Pas observé que le rendement des récoltes est nettement amé=-
lioré par 1'emploi d'engrais azot&s ? Qui n'est au courant du
déficit mondial\en protéines ? Cela semble paradoxal quahd on
Songe a la répaftition et & l'importance quantitative de 1l'azo-
te atmosphérique (80 % de l'air que l'on respire). Ceci vient
de ce que plantes et animaux sont incapables de 1l'utiliser comme
Source d'azote. Seules guelques espéces bactériennes sont 3 méme
de rompre cette triple liaison, par ailleurs trés stable, qui

Unit les deux atomes d'azote.
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Parmi ces bactéries, Rhizobium, en associa-~ :

tion symbiotique avec les lé&gumineuses matérialisée par la

formation de nodules racinaires, fixe directement l'azote

o

atmosphérique.

Le groupe des Légumineuses ne compte pas

PR pep

moins de 13 000 espéces trés diverses (154) et les symbioses .
. . :
entre Rhizobium et Légumineuses sont responsables de prés de |

la moitié de l'azote £fixé annuellement par voie biologique (54H

La complexité de ces assoclations rend nécessaire une é&tude

du réle de chacun des partenaires au cours des_difﬁérentes

R A ST

Etapes de la symbiose, l'infection spécifique, la formation dez
nodosités puis leur fonctionnement. Pour une inforﬁatidn sur é
l'ensemble des problémes soulevés par la symbiose, on pourra i
consulter les articles de synthése dans les &ditions de QUISPEQ
(120), BARDY et SILVER (65), ainsi que ceux de BROUGHTON @34)

de BRILL (33 ) et de DENARIE et TRUCHET (51).

Depuis trés longtemps une spécificité d'hctef
pour la formation de nodosités (infectivité) et la fixation |
de l'azote (efficience) a &té mise en évidence (19). Il exisﬁ
de nombreuses preuves de la contribution de la bactérie (3145 ri

50 ,128 ) et de celle de la plante (100 73 + 68 ! 69 );

l
3 la spécificité de la symbiose (99,100,102,104,105,109,98,154
4

J

On a méme découvert des Légumineuses résistantes 3 toute souch

bactérienne ( 100 ; 103 ; 48 ) et des bactéries non infectie
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Cette Spééificité a conduit & la constitu-
tion de groupes d'inoculation croisée pour les Légumineuses
et 3 la définition des espéces de Rhizobium correspondantes

R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. leguminosarum,

'R, japonicum, R. lupini et Rhizobium du groupe Vigna infec-

tieux pour de nombreuses L&gumineuses tropicale (154).

Des études systématiques fondées sur la
taxonomie numérique (3149 et l'hybridation de DNA (60 ) ont

Montré que les Rhizobium & croissance lente (R. japonicum,

R, lupini et Rhizobium du groupe Vigna) éonstituent un groupe
homogéne., Chez les Rhizobium & croissance rapide les souches

de R, leguminosarum et R, trifolil sont difficiles & distin-

Juer par ces techniqgues, mais R. meliloti constitue un groupe

4 part. Il est 3 signaler qu'aucun critére biochimigue ne
Permet la caractérisation avec certitude des espéces de
Rhizobium, C'est 13 un fait remarquable en lui-méme et un
inconvénient expérimental de taille. Cette classification des
Rhizobium sur un critdre de spécificité (1549 est généralement
&dmise, Elle pourrait &tre remise en cause par la déoouverte
Y*écente d'un contrble extrachiomosomique de ce caractére par
JOHNSTON et ses collaborateurs (72 ) qui ont réussi & rendre

Infectieuses des souches,qul ne le sont pas,par transfert de

Plasmides. (21).
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Mo it rexna

Il est habituel de distinguer huit &tapes

e e et R e S

condulisant &8 la formation de nodosités fonctionnelles :

Rl sas ity el

1 = Prolifération des Rhizobium dans la

rhizosphére ;

bt Rt o P

2 - Courbure des poils absorbants de la

racine ;

3 - Formation et progression des cordons

infectieux 3
. \

ot AR s el LT AR AT

4 - Différenciation des cellules corticales |
et situation du méristéme nodulaire ; ‘

5 - Lib&ration de bactéries hors des Cordon{
d'infection : . :

6 - Multiplication des bactéries dans le cyﬁ
plasme des cellules hétes ; ' ;

7 - Différenciation dés bactéries en bacté-i
roldes ; E

8 - Etablissement d'une nodosité capable deL

" fixer et d'assimiler 1l'azote.

Le pourcentage de cofdons infectieux condui”
sant &8 la formation de nodules est relativement faible : de '

1,5 % & 32 % selon les associations symbiotiques (42, 43, 34
104, 106, 108), | | |

/

D'autre part, des mutants de R. meliloti sont incapables de s¢
)

des cordons d'infection pour &tre libérés dans le cytoplasme |
J
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du tissu nodulaire pourtant existant ( 50). Ces mécanismes doi-

vent sans doute participer au contrfle de la spécificité,

Cependant, l'essentiel des travaux sur la
spécificité porte sur les &tapes antérieures & la formation du
cordon infectieux et surtout sur la phase d'adhésion de la bac-

térie ou poil racinaire, par l'intermédiaire des lactines.

Des &tudes microscopiques quantitatives ont
montré qu'il existe une spécificité dans 1'attachement du
Rhizobium 2 la surface des poils absorbants ( 46 ). Plusieurs
travaux sugg@rent qu'une glycoprotéine de 1'h&te, une lectine,
Jouerait un r8le dans cette liaison spécifique (29, 20, 45, 44, 47).
L'essentiel de ces travaux consiste en un "marquage" 2 l'isothio-
Cyanate de fluorescéine soit des lectines, soit des polysacchari-
des bactériens et porte sur 1'inhibition par un hapténe (le

2-desoxyglucose, le D-galactose, la N-acétyl-galactosamine)

de l'agglutination bactérie-lectine,

L'existence de mutants de R. leguminarum

déPourvus de matériel capsulaire et non virulents (127) semble
Indiquer que les exopolysaccharides jouent un r&le dans 1'infec-
tion, Cependant, les lectines réagissent &galement avec les
liPopolysaccharides des parois (i57) et des mutants non viru-

lents ge R. japonicum,présentant une altération de leur paroi

38U niveau des lipopolysaccharides,ont &t& isolés (89 ).
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Que les lectines puissent jouer un r&le
dans la spécificité de l'association cela semble raison-
nable, mais le d&bat n'est pas clos ; la lecture des comptes
rendus, concernant les lectines, publiés dans "Cell Wall
Biochemistry" &dité& par SOLHEIM et RAA (134), et surtout la
lecture des "empoignades verbales“ faisant suite 3 chaque
communicaéion sont riches d'enseignements.

\

En ce qui concerne le facteur d&terminant
la courbure des poils racinaires, la publication de YAO et
VINCENT (159) fait le point sur ce sujet. Tout d'abord, pour

ces auteurs, i1l est nécessaire de bien préciser ce que l'on

S

entend par "courbure" des poils absorbants : trois degrés sem-

blent exister, allant jusqu'a la réalisation d'un angle de
360° provogué par la présence des cellules viables de Rhizo-

bium virulents. Dans ce dernier cas, le facteur peut étre

retenu par dialyse. Les filtrats stériles de culture bactérien’

ne n'induisent qu'une légére courbure. Ces phénoménes sémblent_

spécifiques car 1ls sont nettement moins margqués lorsgque les

facteurs inducteurs sont issus de souches ne eorrespondant pas

au groupe de Lé&gumineuses considéré.

Il semble bien, en fait, que la spécificité

des interactions entre les Rhizobium et leurs plantes-hbtes

intervient, 3@ des degrés divers, au cours des différentes é&ta”.

pes de la formation de nodosités fonctionnelles. Ainsi, la

toute premiére €tape, celle de la cclonisation de la rhizos-



Phé&re par les Rhizobium, englobant la prolifération et les
Phénoménes de compétition entre les Rhizobium eux-mémes
et les autres microorganismes, est le support elle-aussi d'une

certaine spécificité.

On entend par rhizosphére, le volume en-
veloppant les racines et pouvant s'€tendre de 10 & 20 mm
au-deld du systéme racinaire (123, 41 ). Dans cette zone, de
nombreuses bactéries proliférent, parmi elles les Rhizobium
( 107, 124, 125 ) qui se multiplient mieux dans la rhizosphére
de légumineuses ( 123) . Cette accumulation est vraisembla-
blement due & la présence, dans les exsudats, de substrats et
de vitamines (thiamine et biotine) souvent indispensables 3 la
Croissance de Rhizobium ( 62 ; 126 3 125 ; 153 3 154 #155 ).
La nature méme des substances stimulatrices n'est pas connue,
la composition des exsudats varient en fonction des plantes, de
leur sge et de leur &tat infect& ou non ( 121, 124, 125, 126 +152
Les exigences bactériennes variant &galement, on peut donc rai-
Sonnablement envisager que l'ensemble de ces phénom@nes consti-
tue pour la Lé&gumineuse une fagon de sé&lectionner ou présélec-
tionner 1a souche de Rhizobium. C'est dans ce éadre que le

Chimiotactisme (attraction ou répulsion) peut &tre &voqué.
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II.2 - COMPORTEMENT CHIMIOTACTIQUE DE RHIZOBIUM ET SYMBIOSE

Le chimiotactisme n'a &té envisagé comme
phénoméne susceptible de concourir & la spécificité de
l'association Rhizobium-L&gumineuse que récemment par CURRIER
et STROBEL en 1976 (37 ). Il n'est d'ailleurs éité que dans
un seul des derniers ouvrages généraux sur la symbiose (34 ).

\\
Les travaux sur le chimiotactisme chez
Rhizobium révélent deux aspects : CURRIER et STROBEL ( 37 ; 38
39 ) et GITTE et ses collaborateurs (g1 ) concentrent leurs
activités sur la relation pouvant exister entre le comporte-
ment chimiotactique de RhizobTum vis-3-vis d'exsudats raci-
naires et la spécificité symbiotique. AMES et ses collabora=-
teurs ( 12) et NAPOLI et ALBERSHEIM ( 96) é&tudient l'impact
que peuvent avoir des mutations rendant les Rhizobium immo-
biles et non chimiotactiques sur l'infectivité du micro-sym=-
biocte. Pour ces auteurs, fonction chimiotactigue et mobilité
ne seraient pas li€es & l'infectivité du Rhizobium et ne cons”
tituent qu'une des é&tapes peu spécifiques de la phase &'inva-

sion et d'infection.
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I MATERIEL BACTERIEN ET VEGETAL

I.I. LA SOUCHE BACTERIENNE ETUDIEE

Toutes les expériences ont &té faites sur Rhizobium

meliloti souche Ve 26 regue de OBATON, Station de

Recherche de Microbiologie du sol (DIJON).

Cette souche a été choisie pour sa mobilité.
Son efficience sur plantulesaseptiques de luzerne, Medi-

cago sativa, a €té vérifiée.

Elle est conservée sur milieu solide de WRIGHT ( 158 )
en tubes inclinés, 3 4°C. Par précaution, un repiguage est réa-

lisé tous les six mois environ.

I.2. LA LEGUMINEUSE

Les graines de luzerne, Medicago sativa variété "Magali",

Proviennent des Etablissements de HODEBOURG de VERBOIS produc-

teur grainier a Angers.
. \

11 MILIEUX ET TAMPON

II.I. MILIEU W. de WRIGHT (158 )

Ce milieu gélosé& could& en tubes de 16 mm et solidifié
en position inclinée est utilisé pour la conservation de

la souche de Rhizobium meliloti Ve 26.
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Sa composition est la suivante : ,
HPO4....' ..... o @ 0o & 0o 0 0,5

K, g
Mg SO,, 7 HoO vovennnen 0,2 g
=T 0,2 g
Ca SO4,v2 HZO B A 0,1 g
CaCO3.................. 0,1 g
Mannitol ...cccees ceces 10 g
Extrait de levure fraiche 100 ml
Eau distillée QSP 1000 ml

Le pH est ajusté &8 7 avant l'addition d'Agar Difco a ra{
; !
de 15 g par litre. 1

1

!

100 g de levure de boulangerie sont mis en suspension gs

L'extrait de levure fraiche se prépare ainsi :

1 litre d'eau distillée. Cette préparation est autoclavée per”
20 mn & 120°C, puis filtrée 3 chaud sur papier filtre jusqu'aj
colmatage de ce dernier. Le filtrat, autoclavé & nouveau penf%
dant 20 mn 3 120°C, constitue 1l'extrait de levure fraiche.

II.2. MILIEU TY (Tryptone Yeast ( 27 )

La composition de ce milieu est ainsi définie :

Bacto-tryptone Difco ..... 5 g
Extrait de levure Difco .. 3 g
CaClz, 6 HyO vovvenannnnns 1,3 g
Eau distillée QSP ...covse 1000 ml

Le pH est ajust& a 7,2 avant autoclavage (120°C, 20 mn)

- Le_milieu TY ligquide permet de "relancer" et de cult

la souche de Rhizobjium meliloti. Une conservation de la soucw

dans un tel milieu est possible pendant trois semaines 3 4°C:

Les dilutions nécessaires aux dénombrements des bactérd

ayant pénétré dans un capillaire sont réalisées &galement aar’
ce milieu TY liquide.

- Ce_milieu TY gélosé 3 3°/e avec de l'agar Difco €°

utilisé pour la mise en é&vidence de la mobilité de la souch®

bactérienne.
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au dénombrement des colonies bactériennes qui permettra le

calcul du nombre de bactéries ayant pénétré dans un capillaire.

II.3. MILIEU RC (Rhizobium complet de LAIRD ( 81 ),

modifié par DELATTRE ( 49 )

Composition :

KyH POyuvecnennns | l1g
Mg SO,, 7 HyO.... 0,2 g
Extrait de levure Difco lg

Eau distillée QSP 1000 ml

Le pH est ajusté & 7,2 avant stérilisation par autoclavage
d 120°C pendant 20 minutes.

Ce milieu riche de culture de Rhizobium est utilisé ici

g6losé & 3°/,0 pour la mise en &vidence de la mobilité de la
souche &tudiée.

II.4. MILIEUR H B1 (49 )

Cbmposition‘:

KyH POgucenoennnn ) ‘ 0,59
NH4 NO3--oooooo.o . | . Olzg
Mg SO, 7 Hy0.... 0,2 g
Fau distillée QSP ' ' 1000 ml

Aprds stérilisation par autoclavage & 120°C durant 20 mn
Oon ajoute stérilement les vitamines (Thiamine et Biotine) et
une source de carbone (glucose ou fructose) de fagon a ce
Qque les concentrations soient respectivement de 5.10"4 g/l,
lO-Sg/l, et 10 g/1.

Ce milieu synthétique ligquide permet la culture de Rhizo-
bium ; des.expériences de mise en &vidence de la mobilité bacté-

rienne ont &t& réalisées sur ce milieu gélosé 3 3°/eo.
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IT.5. MILIEU M9A {149

KH PO v v 3 g

'Na H PO,, 12 H,0 5,8 g |
NH,Cl.ooeununns - " 1g !
Mg SOgevranness 0,12 g

Eau distillée QSP 1000 ml

" Le pH est ajusté 2 7,2..
La stérilisation est réalisée par autoclavage 3 120°C ﬂ

dant 20 mn.

Avant l'utilisation de ce milieu, il est nécessaire d'd

ter stérilement de la biotine et une source de cérbone (ici 3
fructose) 38 raison de 3.10-39/1 et 2 g/1. - j

)

Ce milieu nous sert spécifiquement & la culture de RhiZ
\ : i
meliloti Ve 26 en vue de la mise en évidence et de 1'é&tude dV

"chimiotactisme en milieu liguide. ‘
!

II.6. MILIEU N.T.DE NICOL et THORNTON (97 )

La culture des plantules de luzerne se déroule sur le

milieu de NICOL et THORNTON ( 97 ) de composition suivante : |

|
|
i
i
!
i
1
i
|
i
|
H
|
i
i
|

KyH POyuvunnnsen. ' 0,5 ¢
Mg SO,, 7 H,O0.... ‘ 0,2 g
NaCl..eeeeeooooes . O,1 g
Fe POjevueanannss ' 1 g |
Cay (PO,) 2...... . 2 g |
FeClyivuearnannns ~ 0,01 g g
Eau distillée QSP 1000 ml

Le pH est ajusté & 7 avant stérilisation par autoclé

ge & 120°C pendant 20 mn.

II.7. TAMPON C.W. (Chem'Wash (3 ) ‘ j

Il s'agit d'un tampon phosphate 1072y de pH 7, additioﬂ
d'EDTA (acide éthyléne-diamine té&traac&tique) 3 la concentraﬁ
de 1074, ,

Le r6le de 1'EDTA est d'éliminer toute trace de métau¥

lourds pouvant persister dans l'eau bidistillée.
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Le tampon C.W. est utilisé d'une part & la réalisation
de la suspension bactérienne et d'autre part & celle des solu-
tions de substances & étudier dans les expériences de chimio-

tactisme en capillaire.

Gélosé 3 3°/,, et fructosé & 2°/,,, ce tampon sert de
milieu de mise en évidence d'une réponse chimiotactique de

Rhizobium melilotl vis & vis de disques de C.W. gélosés & 6°/,,

[}

contenant une substance attractive.
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IIl COLORANTS ET AUTRES SOLUTIONS

. III.1. COLORANT DES FLAGELLES POUR PREPARA-
TIONS OBSERVABLES EN MICROSCOPIE OPTIQUE ( 90 )

Le colorant doit étre préparé extemporairement de la

fagon suivante :

5 ml d'une solution saturée de K Al (SO4)2
2 ml d'une solution saturée d'acide tanniqué

2 ml d'une solution saturée de chlorure mercurique.

0,8 ml d'une solution saturée de fuschine basique
\

alcoolique filtrée sur filtre\Millipore 0,22 um,

ITII.2. SOLUTIONS UTILISEES POUR LES OBSER- |

VATIONS EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE ( 70 ) f

Nous avons utilis& pour les préparations a observer en

microscopie &lectronique les solutions suivantes :

KC1l 0,1 M
Acétate d'uranyle a 3°/,, de pH 7

Phosphotungstate de potassium & 0,5°/, et 0,2°/, de pH7f

III.3. DESINFECTANT POUR GRAINES DE LUZERNE

Nous avons retenu, pour son efficacité, le chlorure

mercurique 3 2,5 °/,, comme solution de d&sinfection des graiJ

IV TECHNIQUES D'OBSERVATION DE LA CILIATURE
IV.1l. EN MICROSCOPIE OPTIQUE

Nous avons adopté la technique de MAYFIELD et coll. ( 90"

sans autre précaution que celle de réaliser de nombreux exem”
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plaires de la préparation.

Une goutte de culture bactérienne est déposée sur une
lame et fecbuverte d'une lamelle. Deux gouttes de colorant
déposées le long de la lamelle diffusent et se mélangent 3 la
—suspension. La préparation est observée au microscope a

contraste de phase.

IV.2. EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

La technique de"coloration négative“ suivie est celle
de HUXLEY et ZUBAY (70 ). Syr une grille porte-objet membra-
née au parlodion a 1°/, dans l'acétate d'isoamyle on dépose
successivement une goutte de KCl 0,1 M et une goutte de sus-
" pension bactérienne. L'excds de iiquide est €liminé a l'aide
d'un papier filtre. La "coloration négative" est obtenue par
addition d'une goutte d'acétate d'uranyle ou de phosphotungta-
te. Aprés un temps de contact s'&tageant de quelques secondes
.4 cing minutés, on essore la grille sur un papier filtre et

l'on examine la préparation aprés dessication compléte.

\

V TECHNIQUES D'OBSERVATION DU DEPLACEMENT BACTERIEN

Pour une simple vérification de la mobi}ité de la souche ,
la préparation classique d'une goutte de suspension bactérién—
ne entre lame et lamelle suffit.

L'observation des séquenqes du mouvement d'une Sactérie
dans ces conditicns est mal aisée,: de nombreuses bactéries

adh2rent par leurs flagelles soit & la lame soit & la lamelle ;

l'espace entre lame et lamelle é&tant réstreint, les bactéries
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ne peuveht évoluer librement. Par contre, dans une goutte de |
suspension bactérienne déposée sur une lame non dégraissée,
les bactéries se déplacent sans contrainte et leur mouvement
est plus facilement observable. Il est préférable de faire
cette observation avec l'objectif moyen (40) d'un microscope
muni d'une bague multiplicétrice (x 2,5) plutdt gue d'utili-
ser l'objectif 100. En effet, la profondeur de champ reste
suffisante pour que l'objectif ne touche pas la goutte

(communication personnelle (SZMELCMAN) .

VI TECHNIQUES D'ETUDE DU CHIMIOTACTISME

Les deux techniques utilisées dérivent de celles

décrites par ADLER (148, 1, 3 ).Que ce soit en boites de

Pé&tri ou en capillaire, la préparation de la souche de

Rhizobium meliloti Ve 26 est analogue.

VI.I. PREPARATION DE LA SUSPENSION BACTERIENN?
—

. i
La souche de Rhizobium meliloti Ve 26 conservée 3 4°C

sur gélose inclinée de WRIGHT (158 ) est mise en culture
dans le milieu riche TY liquide. Aprés une incubation de
six heures 3 30°C sur table d'agitation, la suspension préseﬂﬂ
te une densité optique de 0,4 & 0,5 3 la longueur d'onde
de 600 nm (3 une densité optigque de 1 correspond environ
109 Rhizobium par millitre).
Cette culture peuf étre conservée trois semaiﬁes a4°c
sans probldme de souillure ni de perte de mobilité. Elle consf

titue une réserve que nous utilisons au fur et 3 mesure des

besoins.



53

Pour chaque expérience, d@ partir de ce stock, nous réali-
sons une culture sur milieu minimum MgA fructosé & 0,2 %. Un
inoculum de départ assez important permet de passer de la
densité optique 0,05 - 0,06 a 0,2 - 0,3 en 5 & 6 heures de

culture & 30°C sous agitation.

Cette suspension est ensuite centrifugée & 3000 g pendant
15 minutes 2 température ordinaire. Le surnageant est €liminé
stérilement. Nous laissons le culot se remettre seul en suspen-
sion avant de procéder & la dilution nécessaire dans le tampon

C.w.

V1.2. TECENIQUE EN BOITE DE PETRI (148 )

Un inoculum de 0,02 ml de la suspension bactérienne obte-
nue précédemment (densité& optique théorigque & 600 nm &valuée
d 6) est déposé au centre d'une bolte de Pétri remplie de
20 ml de C.W. gélosé & 3°/,, et fructosé 3 2°/... L'incuba-
tion & 30°C doit durer 10 & 12 heures afin de bien visualiser

le halo de migration témoin de la mobilité de la souche

L'étude du chimiotactisme peut &tre réalisée de deux
fagons :

- soit un disque de méme composition (C.W. fructosé)
Mais gélosé 3 6°/00 et contenant la substance 3 tester est
déposé a qguelques millimé&tres du halo de migration. Aprés
Une incubation d'une dizaine d'heures & 30°C nous apprécions

la déformation du halo vers le disque contenant l'attractif
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- soit, avant de procéder a l'inoculation, on inclut de|
fagon homogéne dans le milieu gélosé la substance a é&tudier
a une concentration donnée. Aprés incubation & 30°C, pendant i
une vingtaine d'heures, autour 4'un premier halot de migratiw|

apparalt un anneau témoignant d'une réponse chimiotactique.

|
Dans le premier cas, le gradient est crée par diffusion}
de la substance a8 partir du disque-source, tandis que le deuxﬂ
me cas se produit lorsque la substance est &8 la fois attractﬂ
et métabolisable : en effet,, la population bactérienne en
métabolisant la substance, uniformément répartie au départ,
crée un gradient : la concentration au large du point d'inocd}

tion est de ce fait supérieure et les bactéries se dirigent

vers elle. . !

Cette technique en milieu semi-solide permet une

premiére appréciation du domaine de concentration optimal.

VI.3. TECHNIQUE EN CAPILLAIRE ( 3 ) FIGURE N° : 14 '

Nous rappelons briévement le principe de cette méthode%
décrite en premiére partie : des bactéries en suspension danf
un réservoir migrent, sous l'effet du chimiotactisme, dans un
capillaire contenant une substance attractive (cas du ch1m101
tactisme positif). Le gradient s'instaure ici par diffusion .
de la substance hors du capillaire.

Les réservoirs sont en fait constitués de pipettes de
10 pl courbées en U dont les branches font environ 2,5 cm et

l'écartement 1 cm. Posés a8 plat et recouverts d'une lamelle
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ces dispositifs ont une capacité de 0,2 & 0,3 ml.

Disposés sur une platine chauffante dont la‘température
est réglée a 30°C (i 1°C) ces réservoirs sont remplis de
la suspension bactérienne dont la densité optigue & 600 nm
doit étre comprise entre 0,05 et 0,1 (se référer 3 1'étude

des conditions pour une réponse chimiotactique optimale).

Des micropipettes de 1 Pl’ scellées 3 une extrémité
et passées plusieurs fois & la flamme, sont plongées dans une
solution de la substance a teéter: en se refroidissant, ces
capillaires se remplissent ; ils sont ensuite glissés un a
un dans chacun des réservoirs. Des éapillaires témoins ne

(1)

contenant que le tampon C.W. sont préparés pour chaque expérience.

Ces dispositifs sont recouverﬁs d'un couvercle de bolite
de pé&tri pour éviter tout choc thermique et laissés ainsi
une heure. Cette durée a été& d&terminée expérimentalement
(se référer 8 1'étude des conditions pour une réponse chimio-
tactique optimale).

Les capiliaires sont alors prélevés et rincés extérieure-
Mment par plusieurs jets d'eau distillée stérile. Leur contenu
est dilué dans un TY maintenu & 4°C et le dénombrement bactérien
Se fait en plague de TY gé€losé 3 12°/,.. La lecture est effec-
tuge aprés 48 heures d'incubation & 30°C.

Les résultats sont exprimés en nombre de bactéries ayant

Migré dans un capillaire en une heure. Chacune des valeurs pré-

Sentées dans ce travalil est la moyenne de 4 mesures.

(1) pour 1'étude d'exsudats racinaires, le tampon C.W. a &té
remplacé par le milieu de NICOL et THORNTON filtré.
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Lamelle Tube en U Capillaire

Suspension bactérient

Couvercle de’

de Pétri

FIGURE N° : 14 Schéma du dispositif utilisé pour
la mise en évidence du chimiotactiﬁ

par le technigue en capillaire (3)

518
LiLee 4
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N est le nombre moyen de bactéries ayant pénétré dans

un capillaire témoin (du fait de leur seule mobilitég),

N est le nombre moyen de bactéries présentes dans le

capillaire contenant la substance & tester,

La différence N - N° représente le nombre de bactéries
ayant &té attirées en une heure par une concentration donnée
d'effecteur.

Le rapport R =N  est une estimation de l'activité

Cchimiotactigque d'un effecteur & une concentration donnée.

VII PREPARATiON D'EXSUDATS RACINAIRES

Nous appelons exsudats, le milieu de culture dans lequel
se sont développées des plantules de 1ﬁzerne pendant un
temps déterminé.

Dix millilitres de milieu de culture de NICOL et THORNTON
( 97 ) dans lesguels ont s&journé aseptiquement 10 plantules
de luzerne sont qualifiés arbitrairement d'exsudats‘"pauvres"

250
de 5 ml de milieu de culture dans lesquels ont sé&journé

Elo' par opposition aux exsudats dits "riches" E constitués
aseptiquement 200 3 300 plantules de luzerne.

VII.1l. DESINFECTION DES GRAINES

Les graines de luzerne (Medicago sativa) sont immergées -

Cing minutes dans une solution de chlorure mercurique (2,5°/;;):
g
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Bandelette de papier

Watman N° 3

Plantule

Milieu N. T.

FIGURE N°® : 15 DISPOSITIF UTILISE POUR LR CULTURE
DES LUZERNES IN VITRO ET POUR

L'OBTENTION DES EXSUDATS ElO'
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Il est nécessaire de rincer une dizaine de fois les graines
3 1l'eau stérile; Cetfe opération doit &tre scrupuleusement
respectée,car.toute trace de mercure nuit aux expériences
de chimiotactisme menées ultérieufemeht avec les exsudats

des plantules.

VII.2. PREPARATION DES EXSUDATS "PAUVRES" ElQ

Aprés désinfection et rincage, les graines sont transfé-
rées aseptiguement sur un milieu TY gélosé & 12°/.0 COUlé
en boite de Pétri (vingt graines par bofte). La germination

se déroule & l'obscurité et & température ambiante.

Les graines germées, choisies poﬁr leur asepsie et leur
'état physiologique, sont transplanfées sur le repii d'une
bandelette de papier Whatman n°® 3 trempant dans 10 ml de
milieu de culture NT. (FIGURE N°15 ). Les plantules sont
mises d cultiver en serre (photopériode de 16 heures, tempéra-
tures réglées & 25°C le jour, 18°C la nuit).

Les exsudatsIEloélaborés pendant une période déterminée,
sont obtenus ainsi : un ringage des plantules en tube par
dix féis 10 ml d'eau distillée stérile est suivi d'une addition
de 10 ml de milieu NT ; les plantules sont 2 nouveau placées
en serre. La période choisie &coulée, le milieu de culture |
est récupéré et passé sur filﬁre "Millipore" de porosité

0,22 um, Ce filtrat constitue les exsudatsElocyn.sont conser-

Vés a -20°Co
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VII.3. PREPARATION DES EXSUDATS RICHES Eqcp |

Deux cents a trois cents grainesdans une boite de Pétrif
sont d'abord désinfectées puis correctement rincées. Un ringaf
supplémentaire par 10 ml de milieu NT est ensuite effectué. .
Aprés un contact de 15 mn, le milieu est aspiré a 1l'aide 4' um

J

pipette Pasteur stérile branchée sur une pompe & vide. L'humd

résiduelle permet la germination des graines. La croissance
des plantules se déroule normalement jusqu'au 108me jour ;
au-dels, 1es plantules se génent, soulé&vent le couvercle de

bofte et la stérilité n'est plus effective.
\.

La méthode d'obtention des exsudats riches'Ezsoélaboréﬁ

pendant une période donnée est analogue a celle décrite pourg
les exsudats E,5, ¢ des lavages & 1l'eau distillée stérile son;
suivis d'un dernier ringage avec le milieu N T. L'excds de .
milieu est aspiré afin de ne conserver gu'un film de liquidef
Les plantules sont placées en serre et au moment choisi} .
5 ml de N T sont ajoutés.Aprés un contact d'une heure env1roﬁ

le milieu est ré&cupéré et passé sur filtre "Millipore" 0,22 M

le filtrat représente’ les exsudatsEzsodfune'période détexrmi?

VII1 DOSAGE DES ACIDES AMINES

Le dosage des acides aminés a été effectué sur un

analyseur Beckmann Multichrom 4255,



000000000

RESULTATS

000000COOO






61

I - ETUDE DE LA MOBILITE DE RHIZOBIUM MELILOTI VE 26

La réponse chimiotactique de toute bactérie &tant fonc-
tion de sa mobilité&, une &tude préalable de celle-ci s'impose.

En effet, nous avions prévu de travailler sur la souche

Rhizobium meliloti 2011Strymutant streptomycinorésistant isolé
par J. DENARIE 3 partir de la souche SU 47 de P.S. NUTMAN ,
Mmais i1 s'est avéré que le nombre de cellules mobiles par plage
observéeau microscope & contraste de phase &tait pratiquement
hul; a l'opposé, les autres souches sauvages de la collection
he présentent pas cette déficience. Notre choix s'est donc fixé
Sur la souche Ve 26 qui,dans les conditions habituelles de cul-
ture et de conservation, présente un trés grand pourcentage
de cellules mobiles.

Avant l1'étude des conditions de mobilité&, nous donnons

Un apergu du support morphologique de cette fonction : les cils.

I.I. CILIATURE DE RHIZOBIUM MELILOTI Ve 26

0b4enuat§on en micnoscopie A4 contraste de phase

Les diverses techniques de coloration se révélent trés
drastiques pour les flagelles de Rhizobium. Dans le domaine
de concentration en colorant optimal pour la visualisation
des flagelles, la plupart des préparations présentent deux
20nes : 1l'une occupée par les corps bactériens, l'autre par les
flagelles entrainés par le courant de la solution colorante.
Entre les deux, il est possible de voir les corps bactériens
flagelies.

La ciliature de Rhizobium meliloti Ve 26 est de type

Pe€ritriche : le dénombrement des flagelles n'a pas été& possible.
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PLANCHE I : CILIATURE DE R.Meldloti Ve 26

Photographie a ¢+ X 56000

b
\

c

X 166500
X 177000

La fléche souligne l'emplacement du

corpuscule basal



PLANCHE N°
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Obsenvations en michoscopie ELectronique

Les photographies ont &té prises sur des préparations

aprés coloration négative (1)

¢ la ciliature est péritriche ;
l'insertion du flagelle apparait sous forme d'un granule basal
bien visible. ( PLANCHE I)

Le mouvement chez Rhizobium meliloti

Gr&ce 3 ces flagelles, Rhizobium nage en ligne droite,
Pirouette sur lui-méme et poursuit sa course dans une nouvelle

direction.

I.2. CONDITIONS DE MOBILITE

A) En milieux_faiblement gélosés (3°/,.) (PLANCHE II)

Le halo de migration est nettement visible au bout de
2 3 4 heures sur milieux riches TY et RC gélosés & 3°/,., (Photo-
Jraphie a).

La mise en évidence du halo de migration sur milieu mini-
Mum est délicate et demande une certaine habitude. Cependant,
Qu bout d'une dizaine d'heures, l'observation est aisée (Photo-
Sraphie b ). L'importance du halo observé dans ces conditions
Semble montrer que la vitesse de migration de la population
bactérienne est la méme que celle appréciée en milieu riche.
La mobilité de la souche est effective quelle que soit la nature
du milieu minimum de migration (RHBl, MgA, C.W.) gélosé a
39/60. L'addition d'une source de carbone (Fructose) a la
Concentration de 0,02 % permet une meilleure visualisation
dy phénoméne : en effet, la multiplication bactérienne renforce

l'°p~':1cité du halo de migration.

(1) Nous nemencions vivemenit M. BERTOUX de £fUER de Biologie de
L'USTL poun son aide'eﬁﬁicace et son adimable collaboration.



64

PLANCHE II :
Photographie a : Halo de mobilité

b : Densification de la population

bactérienne (————e ) au voisinﬂt
\

du disgue attractif.
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La composition des milieux (TY, RC, RHB1 fructosé a
0,20 %, MgA Fructose d 0,2 %) utilisés pour la culture préalable
de la souche n'a aucune influence ni sur la taille ni sur la
Vitesse de formation du halo de migration.

B) En milieux_liquides

bk kRt ity

L'observation directe en microscopie confirme les résul-
tats précédents : quel que soit le milieu de culture (TY,

"RC, RnBl, Mga) la Ve 26 garde sa mobilité.

Cependant, il semble que deux cultures successives
Sur milieu minimum ont un impact (sur la solidité de l'inser-
tion des flagelles et (ou) sur leur nombre de flagelles(Cf

infra).

Les -expériences de migration en milieu faiblement gélosé
Ou en capillaire se font apfés centrifugaﬁion de la culture
bactérienne. ADLER ( 3 ) préconisant depg lavages par centri-
fugation avant toute manipulation,inous avons procédé de méme .
et vérifié a chaque étape,'au microscope, la mobilité de
Notre souche. Il s'avere que deux centrifugations successives
affect-;ent trds fortement la mobilité. De méme, deux cultures
Consécutives en milieu minimum,suivies d'une seule centrifuga-

tion diminuent sensiblement ie nombre de bactéries mobiles.
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Une mise en culture sur milieu riche de ces bactéries

pPermet l'obtention d'une population mobile.

L'ensemble des résultats présentéé dans ce travail
a €té& obtenu avec des bactéries n'ayant subi gqu'une culture
en milieu minimum et gu'une seule centrifugation & 3000 g

Pendant 20 minutes.

. e - o - -

Des expériences de migration, en capillaires remplis
de tampon C.W. sont réa;isées avec la souche cultivée sur
MgA frucfosé d 0,2 %, centrifugée et remise en suspension dans
du tampon C.W. (densité optique de 0,08). Le nombre moyen de

bactéries par capillaire est de No =(2,23 b 0,62)104.

Des expériences semblables menées en milieu NT filtré
font apparaitre un nombre moyen No voisin : (2,64 : 0,56) 104

bactéries par capillaire.
' \

Les courbes présentées en FIGURE n° 16 démontrent que le
Nombre de bactéries pénétrant dans un capillaire mobile est
fonction de 1'état physiologique des cellules, l'optimum se

Situant en phase exponentielle de croissance.

111 - COMMENTAIRES

Les déplacements en ligne droite de Rhizobium interrompus
Par ges culbutes, caractéristiques des bactéries a ciliature

pél‘itriche, sont conformes & ce qui est décrit dans la littéra-
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ture  ( 4, 131, 78, 12).

Les difficultés rencontrées dans la mise en évidence
de la migration de la population baétérienne en milieux pauvres
et faiblement gélosés sont dues en grande partie au temps de
génération (2 H 30 en moyenne) de Rhizobium comparé & celui

nettement inférieur de Escherichia coli (20 mn).

Etudiée en milieu liquide,la mobilité de Rhizobium

peut &tre estimée et comparée 3 celle d'autres genres bactérien®

Le nombre de bactéries (No), pénétrant dans un capillaire,dont
Ve \

le contenu est dépourvu de toute substance effectrice,est sen-

siblement du méme ordre que celui d'autres bactéries ainsi :

~ Rhizobium meliloti (Ve 26) = No = 2,23 (¥ 0,62) 10% bactéries
par capillaire)

| )
- Rhizobium spp = No est de l'ordre de 104 bactéries par capil¥

selon CURRIER et STROBEL ( 37)

E. Coli = No = 103 bactéries par capillaire ( 3 )

4 4

_ T |
Salmonella No = 1,4 10" & 2,5 10" bactéries par capillaire C)

Bacillus No = 103 bactéries par capillaire (115)

3 4

Pseudomonas No = 10~ 3 10 bactéries par capillaire (94'95)

Streptococcus No = 1,8 103 bactéries par capillaire (151

_ l
Comme la plupart des fonctions bactériennes, 1la mobili®

dépend étroitement de l'état physiologique de la population

bactérienne. Au début de la phase de croissance de méme qu'en

phase de déclin, la mobilité bactérienne est sensiblement plusi
|
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faible que celle observée en phase exponentielle, comme en té&moi~-

gnent les valeurs de No.

Le comportement de la souche Ve 26 se distingue essentiel-
lement par la sensibilité de la mobilité aux centrifugations
éuccessives. AMES et ses collaborateurs ( 12 ) soulignent
implicitement ce phénoméne dans une publication récente :

"la mobilit& de Rhizobium meliloti 2011 Str. persiste aprés un

3
Seul lavage par centrifugation”.

Ces auteurs signalent de plus que cette souche perd
Sa mobilité en présence de tryptones (sans fournir d'explications
4 ce phénoméne) .

C'est pour des raisons du méﬁe ordre que nous n'avons
Pas utilisé cette souche (sa faible mobilité nous a &té& confir-

Née par SZMELCMAN) .

La souche Ve 26,dont la mobilité n'est que peu affectée
Par le conditions de culture, présente en outre l'avantage

d'atre une souche sauvage au potentiel génétique intact.
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Il ETUDE DE LA REPONSE CHIMIOTACTIQUE EN
CAPILLAIRE

I.1. INFLUENCE DE DIVERS PARAMETRES SUR LA REPONSE CHIMIOTACTIQUE

La lysine est une substance attractive pour la souche .

Rhizobium meliloti Ve 26. La réponse chimiotactique est opti-
3

male 3 la concentration de 2,5,10 °M en lysine (FIGURE N°® 38 p 93).
Cef acide amin& nous a servi d'effecteur—témoig dans 1l'étude

des facteurs suscepfibles de modifiér la réponse chimiotacti-

que.

2A) Influence_de_l'é&tat Ehysioldgigue

‘La FIGURE N° 17 rend compte de l'intensité de la ré-
Ponse chimiotactique en fonction de 1l'évolution de la densité

optimale (3 600 nm) d'une culture de Rhizobium meliloti.

Pour des dehsiﬁés optigues comprises entre 0,3 et
1,6, le rapport\R =_ﬁg__' est maximal et constant : la féponse
chimiotactique est optimale en phase exponentielle de crois-
Sance.En dehors de cette phase exponentielle, le rapport

R=en est nettement plus faible.
No

Les ré&sultats de l'effet des variations de températures
Sur la mobilité et la fonction chimiotactique sont représentés

Sur les courbes de la FIGURE N° 18,
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FIGURE N°® 18 INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA
REPONSE CHIMIOTACTIQUE A LA LYSINE(2,5.107°M)
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La réponse chimiotactique & la lysine & la concentration
de 2,5. 10-3M est constante et optimale pour une gamme assez
large de tempé&ratures (20°C & 35°C environ). De part et d'au-
tre de cet intervalle, l'attraction induite par la lysine s'es-
tompe sensiblement jusqu'da s'annuler (N = 1 pour 4°C et

No
45°C.

Nous avons simplement vérifi& ici que de faibles varia-
tions de pH sont sans action sur le comportement chimiotactique
de Rhizobium. Des pH allant de 6 3 8 réalisés en tampon phosphate

0,01 M, ne modifient pas l'action attractive de la lysine.

Des capillaires témoins et expérimentaux sont laissés
au contact de la suspension bactérienne pendant 15, 30, 60 et
90 minutes.

Les'courbes de la FIGURE N° 19 démontrent gu'un maxi-
um de bactéries\pénétrent dans les capillaires en une quin=-
2aine de minutes.

Cette rapidité de la migration a &té confirmée par des
Observations au microscope inverse, d'un capillaire plongé
dans le réservoir contenant la suspension bactérienne : en
Moins de dix minutes les bactéries occupent la totalité du

Contenu du capillaire (PHOTOGRAPHIES N° a et b PLANCHE III ).

E) Influence de la_concentration en bactéries ﬂamh¢

e R e C e e - o e = - e ——

L'accumulation des bactéries dans un capillaire est

fonction du nombre de cellules présentes a l'extérieur du
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PLANCHE III :

a ¢ Capillaire au temps tp ( X 1800)
b : Capillaire au temps t = 3 mr ( X 1800)
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FIGURE N° : 21 INFLUENCE DU NOMBRE DE BACTERIES (vde 107 a

108 bactéries/ml) en suspension dans le tamp¢®

- C.W., SUR LA REPONSE CHIMIOTACTIQUE A LA LYSINE

(2, 5.107°M).
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capillaire.

Dans une premiére expérience, la gamme de concentration
en bactéries couvre un domaine allant de lO6 a 109 bactéries
par ml (FIGURE N°20 ). Le rapport R = N/No est constant et
maximal lorsque la concentration est comprise entre 5.107 et

lO8 bactéries/ml. (Densité optique 3 600 nm de 0,05 & O,1,

Une deuxiéme expérience (FIGURE N°21 )précise cette étu-
de et fait apparalitre un optimum pour une concentration de

8 a9 1o7

bactéries par millilitre de suspension bactérienne
contenue dans le réservoir (correspondant 3 une densité opti-

que de 0,08 & 600 nm).

I1.2. COMMENTAIRES

L'influence des divers paramétres expérimentauk sur la
réponse chimiotgétique suscite un certain nombré de-commentai-
Tes, | |

Les profils d'action de la température et du pH sont
tras semblables 3 ceux rapportés dans la 1ittératuré pour

d'autres genres bactériens (3, 94, 91, 151, 115, 82 ).

Comme toute fonction biologique, le chimiotactisme
dépend de 1l'Sge de 1'individu concerné. Il n'est donc pas

€tonnant que l1l'intensité de la réponse de Rhizobium 3 un

Stimulus attractif soit optimale en pleine phase exponentiel-

le de croissance bactérienne et que l'effet attractif de 1la
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lysine se fasse moins sentir en dehors de cette zone.

Cette technique de mise en é&vidence de 1la migrétion'
des bactéries met en jeu l'action d'un gradient de diffusion
de la substance au voisinage de la lumiére du capillaire.

La morphologie du gradient varie trés peu au cours du temps
(ADLER (3). Ce¢i explique l'existence dfun plateau apparais-
sant au bout de 15 minutes de contact entre la suspension

bactérienne et le contenu des capillaires (FIGURE N° 19).

\'.
Les tracés de réponse chimiotactique d'autres genres
bactériens en fonction de la durée de l'expérience de migra-
-tion~publiés par divers auteurs sont tous analogues (3, 91,

94, 151, 115, 82 ).

Les COnéitions de mise en évidence du Rhizobiuml
meliloti Ve 26 ne semblent pas jusqu'iei trés différentgs
de celles utilisées pour d'autres geﬂres de bactéries. Ce-
pendant, l'action de la concentration en bactér;es présentes
dans le réservoir fait apparaltre un phénoméhé non é&voqué
dans la littérature. Il n'est plus possible de mettre en
évidence l'activité attractive de la substancé'testéé
(ici la lysine) & partir de concentrations de 1l'ordre de
5.108 bactéries par ml, alors que la mobilité&, que l'on
peut suivre par 1'intérmédiaire des valeurs de No, n'est
pas du tout affectée dans ces cénditions.

"Tout se passe comme si" la fonction chimiotactique
&tait bloquée, comme s'il n'y avait plus de gradient.

En fait, on constate qu'en extrapolant la courbe d'accumu-
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lation des bactéries sous 1l'influence d'un stimulus attractif
pour une concentration bactérienne de 5.108 bactéries par ml
on obtiendrait environ 2.106 bactéfies par capillaire corres-
pondant & une concentration de 4.109 bactéries par ml soit

10 fois plus que celle du réservoir. Un déséquilibre entre le
nombre de molécules de substanée attractive et le nombre de
bactéries sollicitées semble &tre une explication avec

comme corrolaires l'encombrement 3 la lumiere du capillaire
et la création d'un gradient opposé& en oxygéne qui blogue-

raient la réponse chimiotactique.

En conclusion & ce chapitre concernant l'influence
des paramétres expérimentaux sur la mise en é&vidence du chimio-

tactisme chez Rhizobium meliloti, nous résumons lés conditions

optimales d'une expérience de chimiotactisme :

- le pH du tampon CW servant & la mise en solu-
tion des substances 3 tester et & la réalisation de la

Suspension bactérienne est égal a 7.

- la densité optique de la suspension bactérien-
he réalisée aprés une seule centrifugatioh doit se situer

aux environs de 0,08 & 600 nm,

- la température de l'expérience est fixée &
30°C, température utilisée par ailleurs pour la culture

de la souche.

- la durée de chagque essai a été fixée pour des rai-
8ons de sécurité 3 60 nm, ce qui permet de plus, une comparai-

Son de nos .résultats avec ceux obtenus dans d'autres travaux.
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I11 COMPORTEMENT CHIMIOTACTIQUE DE RHIZOBIUM
EN PRESENCE D'EFFECTEURS SIMPLES

III.1 - REMARQUES PRELIMINAIRES

Le principe de détermination de la concentration seuil
"Cs" 3 partir de laquelle la mise en évidence d'une réponse chimio-
taCtique par la technique en capillaire est possible, est emprun-

tée 3 MESIBOV et ADLER ( 92).

Des dilutions au_ 1 de la substance & étudier sont tes-
t&es pour leur activité chigiotactique. Le nombre de bactéries
qyant pénétré dans un capillaire, obtenu sur au moins deux déter-
Minations, et la valeur des diverses dilutions testées (c)

Sont portées respectivement en ordonnées et en abscisses en échel-
le logarithmique.

Loquqe la substance est effectrice, log N est un fonc-

tion lin&aire de log C, dans un certain domaine de concentra-

tions 1'&quation de la droite de regression est de la forme :

\
log N=alog (c) +5b

a pente de la droite

b ordonnée 3 l'origine

L'intersection de cette droite de régression avec la
"ligne de base" représentée par No, nombre moyen de bactéries
ayant pénétré dans un capillaire témoin, conduit 3 la détermina-
tiOn d'une concentration seuil Cs & partir de laquelle la
"thode d'stude de la migration en capillaire perﬁet la détec-

tion d'une réponse chimiotachtique.
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La concentration optimale CM est celle pour laquelle

le nombre N est le plus élevé.

Nous rappelons ici que les notions de concentrations
(seuil et optimale) sont relatives : les bactéries ne répondent
pas & des concentrations mais a3 des gradients, s'établissant
ici par diffusion 3 partir de ces concentrations. La méthode
de mesure de la migration de bactéries dans des capillaires
est un artifice expérimental de mise eh évidence du chimiotach-

tisme bactérien.' \

Chimiotactisme et mobilité &tant deux fonctions

. distinctes, l'expression de l'activité d'un effecteur sur les
bactéries ne peut se faire sous la forme d'un rapport

R =N . Par contre, l'expression _N_  appelée facteur multi-
pliggteur dans laguelle Ns représen§3 le nombre de bactéries
pénétrant dans un capillaire contenant la substance effectrice
a8 la concentration seuil permet d'apprécier et de comparer

l'activité de divers composés sur les bactéries ét les

comportements bactériens entre-eux.

L'activité chimiotactique d'un certain nombre de molé”
cules "simples" telles certains sucres et dérivés de sucres,

des vitamines (biotine et thiamine) et des acides aminés, a &té

testée par la technique de migration en capillaire (et vérifiée

par la méthode en milieu faiblement gé&losé),

o
Les résultats de 1'é&volution de N en fonction des corf¢
trations sont présentés successivement et sous forme de grapheS
tracés sur papier bilogarithmique. Pour chagque substance la

droite de régression linéaire est représentée, les concentra-
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tions seuil et optimale signalées, le facteur F = N/Ns évalué.

Les commentaires concernent principalement la réponse
de Rhizobium 3 la substance considérée et au groupe biochimique
augquel elle appartient. Le comportement chimiotactique de

Rhizobium est comparé & celui d'autres genres bactériens. La

Confrontation de nos résultats avec ceux obtenus par d'autres
duteurs sur Rhizobium sera rapide, attendu que 1l'&tude de son
Comportement vis 3 vis de molécules simples et connues n'a fait
l'objet 4@'aucune publication & ce jour, seuls quelques résultats

Partiels sont signalés.
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FIGURE N° : 23
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II1.2. ACTION DE CERTAINS SUCRES ET DERIVES

Le L-arabinose, le D-fructose, la D-glucosamine, le
gluconate de sodium et le 2-céto-gluconate de calcium ont

été gtudiés.

Les résultats de l'activité chimiotactique de chacun

de ces composé&s sont présentés dans les FIGURES N°

Les valeurs des concentrations seuils, des pentes des
droites de régression, les paramétres caractérisant la réponse
Optimale : concentration Cy et facteur correspondant F = N/Ns

(TABLEAU II) font ressortir l'action du gluconate (F = 24,5).

Le gluconate est utilisé& comme source de carbone en
association avec le mannitol dans certains milieux de culture
¢ Rhizobium (93) - Une conclusion laissant supposer que_Rhizo-
éigm est attiré par les substances qu'il est A méme de métaboli-

Ser est trop hative ; en effet, le fructose, principale source

de carbone des milieux de croissance de Rhizobiuh, n'‘est gue peu
Utractif (F = 3)." La méme ébservation peut &tre faite pour le
L‘arabinose et la glucosamine qui érésentent une faible acfivité
“himiotactique (F ='4,5 et F = 1,63) et sont métabolisés par

&Hﬁgbium.meliloti Ve 26(63 )

Le 2 c&to-gluconate, prodgit du métabolisme du glucose

Par Rhizobium est préjudiciable 3 sa croissance (69y) . Il n'es't;

Bag pour autant un répulsif (N/Ng = 3).
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Les principes du comportement de Rhizobium meliloti

COrrespondentba ceux énoncés dans notre chapitre introductif :
l'attraction ou la répulsion d'une bactérie n'est pas liée 3

la valeur nutritive ou la nocivité de la substance effectrice.

Une comparaison de la réponse de Rhizobium & celle
de E. coli( 8 ) fait apparaitre l'extr@me sensibilité de
Ce dernier et la quasi indifférence du premier aux sucres et
dérivés (TABLEAU N° ITI). La divergence comportementale est
Maximale en ce qui concerne le gluconate : indifférence pour

E. coli, chimiotactisme positif pour Rhizobium meliloti Ve 26.

D'une maniére générale, les bactéries dans le comporte-
Ment chimiotactique vis & vis de ces sucres a été testé, montrent
Une nette "affinité&" pour ces molécules(129,151,91)alors que
Rhizobium est peu ou pas attir& méme par des concentraticns

Yelativement importantes (M/4).

\
III.3. ACTION DE LA BIOTINE ET DE LA THIAMINE

Les courbes de réponse 3 ces deux vitamines sont
Yeprésentées FIGURES N° 28, et 29,

Les Rhizobium présentent une certaine exigence de
eroissance. en ces vitamines ( 62 ), par ailleurs pré&sentes
Qans 1es excrétats‘racinaires de vé&gétaux 28, 12,.6): nous
vons test& 1'activité de la biotine et de la thiamine. ggigg-
éigm meliloti Ve 26, dans nos conditions expérimentaies,est
lndifferent d'un point de vue chimiotactique 3 la présence

% la vitamine B, ; il n'est que peu attiré par la vitamine H.
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III.4. ACTION DES ACIDES AMINES

Les courbes de réponse chimiotactique de Rhizobium
meliloti Ve 26 aux acides aminés de la série "L" sont présentées
par ordre alphabétique de la Figure 30 & la Figure 46,

Les paramétres permettant d'appfécier l'activité chimio-
tactique de ces composés sont regroupés dans le TABLEAU IIT p 96,

La méthionine se distingue de l'ensemble par une con-

Ccentration plus faible & l'optimum de la réponse : CM 10-4M.
Le rdle prépondérant de la méthionine dans le mécanisme du
chimiotactisme, notamment au niveau de processus de méthylation,

expliqde peut-&tre ce ph&noméne ( 135)

Nous observons (TABLEAU III) que Rhizobium meliloti
N'est pas indifférent aux acides aminés (N/Ns = 3, en général)
qu'ils permettent ou non une croissance. Des essais, en milieu
faiblement gélosé, avec des sels d'ammonium, réalisés dans
notre‘laboratoire ( 63), montrent que la fonction amine libre
N'est pas la cause principale de l'attraction exercée par
les acides aminés.

Le TABLEAU III fait apparalitre en outre que les acides
aminés 3 chaine polaire sont plus attractifs que ceux & chaine
hon polaire pour.lesquels le facteur F ne dépasse pas 6.

Nous avons &galement testé 1'activité chimiotactique
d'un mélange équi-moléculaire des principaux acides aminés
Tencontrés dans les exsudats racinaires (FIGURE N° 47 ).

Ilsemble qu'il y ait des phénoménes de synergie entre
Certains acides aminés puisque la comparaison des paramdtres
(pente = 0,33 ; Cs = 6,7 10_7, N/Ns = 66) avec ceux d'une
Courbe moyenne (pente = 0,28, Cs = 4,2 1070 N/Ns = li)
fait apparaitre une plus grande activité chimiotactique.
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TRTE b LA "
acipes  pENIE DE . OPTIMUM DE LA REPOXSE
NATURE} AMINES REGRESSION M t F = N/Ns
Alanine 0,15 [1,7 10®| 25 1074 4,38
w Valine 0,14 1,9 1079 2,5 10°¢ 4,19
[+ 4
< Leucine 0,11 5,49 10| 2,5 10°° 3
s .
= Methionine| 0,27 2,03 1077 2,5 10°% 5,9
=
Phényl-ala- -7 -3
Phén 0,23 2,5 1077 2,5 10 4,6
Tryptophand 0,25 5,88 1078 2,5 1073 4,75
Proline ND ) ) ND ND
Glycocolle| 0,165 |1,23 107/ 2,5 10°° 8,6
Sérine 0,28 6,7 1077 2,5 1073 8,6
o i
% Thréonine 0,275 1,54 1079 2,5 1¢°3 6,5
2 -7 -3
5 Cystéine 0,276 |7,50 10”7 2,5 10 9
I&J -4
=2 Tyrosine 0,23 2,46 10°% 2.5 1073 4,7
-
= Aspargine KD ND ND ND
o)
= Glutamine MD ND ND MD
® 27
E Arginine 0,26 2,29 10 2,5 137" 10,7
2 Glutamique | 0,36 |5,62 1077 2,5 10°%] 5,88
3 -5 -2
> )  lA.Aspartiqud 0,55 4,5 1079 2,5 10 54
[}
<] [Histidine 0,32 1,33 1079 2,5 1073 9,92
Lysine 0,39 2,22 1009 2,5 1073} 17,7
Ornithine 0,205 |1,2 1077 2,5 1073 7.5
e ———ac

TABLEAU III : PARAMETRES D'ACTIVITE CHIMIOCTACTIQUE DES
ACIDES AMINES

C?us
LILiE
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Une comparaison du comportement de Rhizobium avec
celui d'autres bactéries telles que E. coli ( 92t), Strepto-
cocus ( 151), Salmonella ( 91 ), Pseudomonas ( 94 ), Bacillus (95)
(115), suscite les remarques suivantes

- la plupart des bactéries, y compris Rhizobium
semblent attirées par des acides aminés 3 chaine polaire non
chargée :

- cependant, Rhizobium et, curieusement, Salmonella
marquent une nette "préférence" pour les acides aminés 3
chaine polaire chargée alors que l'ensemble des autres bacté-
ries sont plutdt sensibles & la présence d'acides aminés
hydrophobes ;

- enfin, Rhizobium se singularise par le fait qu'au-
cun acide aminé testé ne présente d'activité répulsive (exercée
en général par au moins un acide aminég).

III.5. COMMENTAIRES

A l'issue de ce tour d'horizon du comportement chimio-
tactique de Rhizobium en présence d'effecteurs simples, nous
sommes amenée d faire un certain nombre de remarques d'ordre
général. \ '

La différence dans l'importance des réponses de
Rhizobium (facteur F maxiumum pour l'aspartate = 54) par rap-
pPort & celle de_E._coll par exemple (F = 450 &€galement pour
1'aspartate) peut surprendre. En fait, les &tudes chimiotacti-
Ques se font en général sur des populations bacté&riennes
"Spécialement entrafinées" par sélections successives de variants
dont la réponse est exacerbée. Afin de nous rapprocher du
Comportement "naturel" d'une souche sauvage, nous avons tenu
8 travailler sur un matériel aussi peu modifié que possible, :
&t cela peut expliquer la faible intensité& des réponses
Chimiotactiques de Rhizobium.
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Mais il s'agit peut-&tre 13 d'une caractéristique
du genre Rhizobium. En effet, nous avons constaté dans les
travaux présentés par CURRIER et STROBEL (37, 38, 39) ,
que les valeurs des réponses chimiotactiques sont é&galement
faibles(N/Ns de l'ordre de 20).

Nos résultats peuvent &tre comparés avec ceux rapportés
de ces mémes auteurs CURRIER et STROBEL (37, 38, 39),
Ils ont testé l'action d'effecteurs simples (sucres, amino-

3M sur différentes souches

acides) a:la concentration de 10~
de Rhizobium trifolii. Deux souches sur 13 présentent une
réponse chimiotactique positive : l'une 3 quelques sucres
(maltose - mannose - ribose), l'autre 3 l'aspartate (N/Ns = 9)°
Ils signalent, sans autres précisions que Rhizobium japonicum
serait attiré par gquelques sucres. Ces auteurs concluent que
les bactéries du genre Rhizobium ne semblent pas répondre

aux molécules simples, mais plutdt 38 des molécules de

taille plus importante & l‘image de la glycoprotéine qu'ils

ont isolée d'exsudats racinaires.

En cequi concerne l'action des molécules complexes nous avons
également constaté lors de la mise au point des technigues
d'é&tude du chimiotactisme en milieu faiblement gélosé& que

la gélose (des disgues té&moins) exerce une attraction en
relation avec la puret& de l'agar utilis& ( 63).

Quant a8 l'action des effecteurs simples, les résultats que
nous présentons ici ne peuvent nous amener 3 la conclusion
que font CURRIER et STROBEL ( 37 ). Le gluconate (N/Ns = 24),
l'acide aspartique (N/Ns = 54), pour ne citer que les exemple®
les plus marquants, présentent une activité chimiotactigque
irréfutable sur Rhizobium meliloti. De plus, GITTE et Coll.

( 61 ) -bien que leurs travaux concernent des effecteurs
présents 3 faible concentration (lO-GM) dans des exsudats

racinaires de Cicer arietinum- montrent que Rhizobium est

attiré par des acides aminés et quelgues oses.

Méme si 1l'intensité& de réponse est plus faible
gue celle observée pour d'autres populations bactériennes,
Rhizobium est sensible 3 l'activité chimiotactique de mol&cule’®
simples.
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L'évolution du nombre N en fonction des concen-

trations présente deux types de "morphologie".

Type 1 . : . Type 2

——m . . ‘ _Afzgx
o) : C "Q;)

Le déclin observé aux fortes concentrations sur la

Courbe de type n°® 1 peut s'expliquer par :
- une qugmentation de la concentration'en impuretés

Qui exercent un effet répulsif qui ne se maniféste pas en

2 (3 ),
- une saturation des récepteurs bactériens concernés-

Par les molécules effectrices : les bactéries sont alors de

MWins en moins sensibles au gradient de concentration. Par

COntre, pour les courbes de type 2, d'autres.récepteurs

(Peut-atre moins spécifiques) seraient sollicités aux fortes

Concentrations ( 93 ).
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- une vitesse de pénétration dans le capillaire dimi-
huée aux fortes concentrations; diminution provoguée par
1'encombrement consécutif 3 l'accumulation des bactéries 3

la lumiere des capillaires (effet de foule) (FIGURE N° 48)(3) .

L'existence de ces types de réponse, outre 1l'impor-
tance qu'elle revét en soi, explique que nous ayons fait figu-
rer dans nos résultats et la pente de la droite de régression
et les paramétres de la réponse 3 l'optimum, données qui

Pouvaient a priori paraitre faire double emploi.

Parmi les substances &tudiées, il semble que les
cides aminés soient plus attractifs que les sucres. Si l'on
Veut aller plus avant dans la discrimination et le "classement"
des effecteuré surgit le probléme de la désignation du criteére
décisif de 1'estimation de l'activité, de la puissance d'un
Composé attractif. ’

La notioﬁ de concentration seuil voit sog importance
diminuer lorsqué l'on considére parallélement les autres carac-
téristiques'de la réponse chimiotactique. Ainsi, par exemple,
Pour le leucine, Cs est de l'ordre de 10-7M—valeur relativement
basse - par contre, la valeur de la pente, ia valeur de CM'
Celle de F = N/Ns = 3 ne permettent pas de qualifier la leucine
de "chimjotactiquement puissante".

De méme, considérer la pente ou le facteur F comme
Critéres primordiaux aménerait 3 désigner 1l'acide aspartique
Comme le meilleur effecteur puisque la pente (0,55) et le

faCteur F (54) ont les valeurs de loin les plus élevées.
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c 01 02 03 6A dS Valeurs de la pente

( Sérine

Cystéine
Méthionine

Arginine

Phénylalanine

10°7m <

Ornithine

A.glutamique

" Glycocolle

\ \ Leucine

. Lysine
( Histidine

Thréonine

Tryptophane

Gluconate

!O'GAA<

Tyrosine

Alanine

Valine

\ 2-Cétngluconate

F.Aspartique

L.Arabinose

107 5m

Yitamine H

D glucosamine

107Mm

D fructose

TABLEAU 1V ESSA1 DE CLASSIFICATION DES EFFECTEURS TESTES
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Pourtant, cet acide aminé n'est détect& que lorsgue sa concen-

tration est relativement élevée (Cs : 10-5M).

I1 y a donc discordance entre une attitude fondamen-
taliste qul tendrait & accorder autant d'importance & chacune
des caractéristiques de la réponse chimiotactique et une atti-
tude & orientation plus pratique, plus appliquée, qui tend
3 considérer en premier lieu, la concentration seuil puis
la pente. En effet, nous ne devons pas perdre de vue gque l'en-
vironnement naturel de Rhizdbium est le sol. Si les racines
de légumineuses ont uneﬁactivité chimiotactique par l'inter-
médiaire de substances excré&tées dans le sol, les concentra-
tions en effecteurs sont certainement trés faibles et doivent
pouﬁoir attirer un maximum de bactéries.

C'estven fonction de ces critéres que nous proposons

une classification des effecteurs étudiés (TABLEAU 1IV).



104

IV . COMPORTEMENT CHIMIOTACTIQUE DE RHIZOBIUM

EN PRESENCE DE SUBSTANCES D'ORIGINE VEGETALE

Nous avons déjad montré que la souche Ve 26 présente

une nette affinité chimiotactique pour les acides aminés.

Les exsudats racinaires de plantules de lé&gumineuseS
contiennent un certain nombre de molécules parmi lesquelles

des hormones,des vitamines,des sucres, des acides aminés

La complexité de cbmposition des exsudats racinaires
nous a conduit dans un premier temps, & l'&tude de la réponse

chimiotactique aux exsudats bruts de luzerne.

Nous avons tenté ensuite d'é&valuer la part de
responsabilité des acides aminés libres dans l'activité

chimiotactique d'exsudats.

Les expériences de migration chimlotactique en
capillaire sont faites ici en milieu NICOL et THORNTON (g7 !
utilisé& pour la culture des plantules de luzerne. Afin de
nous assurer de l'existence de la réponse chimiotactique
nous avons testé& l'activité de la lysine en solution dans
ce milieu N.T. (FIGURE 49). L'activité chimiotactique de la

lysine est nette en milieu N.T. (elle semblerait méme accen-
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tuée, les valeurs de Cu et de Cs étant déplacées vers les
faibles concentrations, mais le facteur F et la pente ont

des valeurs moins importantes.

IV.I. REPONSE DE RHIZOBIUM AUX "EXSUDATS RACINAIRES"

Les techniques de préparation de ces exsudats ont
&t& décrites dans le chapitre "Matériel et Mé&thodes", nous

précisons ici les sigles employés :

période de végétation

E

nombre de plantules

2-10

ainsi Eio représente les exsudats provenant du sé&jour de

10 plantules, en milieu NT, couvrant une période de végétation

allant du 2&me jour au lOéme jour.

A) Mise en é&vidence

Une premiére expérience de mise en évidence d'une

réponse chimiotactique de Rhizobium a &té& réalisée avec

2-10
des exsudats ElO .

Le nombre moyen de bactéries ayant pénétré dans

2~-10
10

bactéries par capillaire alors que Ns = 2,7 t 0,75)

les capillaires remplis de E
4

est de N = 5,6 (£ 0,84)
10

104

bactéries par capillaire témoin.
Cette différence est trés significative (risque

inférieur 3 10"3);
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. 2-4 4-8 8-10
Er EXSUDATS EYp E1o Elo™

F=N/Ns 2,52 1 1

TENEUR EN 1,57.10 6y
ACIDES AMINES¥

1,06.10~5M

| 1-4 8-9
EXSUDATS Ess E2s
F=N/Ns 23 5,35
TENEUR EN |10 o 10-4yl1.18.10"
ACIDES AMINES™

Vb

0-2 | .2-4] .4-6| .6-8] .8-10
EXSUDATS [ Eo50 | E250| E250| E250( Ezs0

F=N/Ns |8,37]17,8|17,5 |18,8 | 8,6

Ve

(%u?) TABLEAUX : V(a,b,c)ACTIVITE CHIMIOTACTIQUE DE DIVERS
s g
TYPES D'EXSUDATS.

AN

(% Teneur en acides aminés calculée & partif
des données du TABLEAU V1 )
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Les TABLEAUX Va Vb Vc  regroupent les résultats
obtenus avec des exsudats différents par le nombre et 1l'Age

des plantules qui ont servi a les prépérer.

IV.II. DOSAGE DES ACIDES AMINES LIBRES DES EXSUDATS =

REPONSE DE RHIZOBIUM A DES MELANGES RECONSTITUES

Les dosages ont é&té effectués sur-E§54, Eias,

EgaloainSi que spr Eégé et Eggg. Les résultats figurent
au TABLEAU VI. |

Les exsudats type E250 contieqnent des quantités
dosables de la plupart des acides aminés 3 1'exception de
la cystéine et de la méthionine. On les retrouve en partie
dans les exsudats ElO : la teﬁéur en amino-aciaes libre
diminue en fonction de 1'4ge des plantules : aprés le 8éme
jour il est difficile de les ﬁettre en évidence.

B) Réponse_de Rhizobjium 2 des_mélanges_reconsti-

Nous avonsreconstitué deux mélanges d'acides aminés
libres présents dans les exsudats en respectant les propbr-
tions données par les résultats des dosages. Ces deux types

de mélanges ont &té& choisis pour les valeurs élevées de

1-4 8-9
250 ©t ERjg5-

F ; par analogie ils sont appelés ER
' Les expériences de chimiotactisme conduisent aux

résultats présentés au TABLEAU VII,
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|

EXSUDATS| Exce | Engg | Edg
ACIDES -4 4 %
AMINES 10°°M  |10™'M - {107°M
l AAsp. || 1,26 o.os;:= 0,76
Thr. 1,04 | 0,078 | 0,41
Ser. 2,94 0,15 0,96
H.Ser. 0,19 | 0,016 | o
Glu. 1,32 | 0,097 { 0,65
Pro. 0,57 | 0,07 | 0 0 0
Gly. 0,46 | 0,064 | 0,51 | 0,48 | 0,30 WI
Ala. 1,19 0,07 0,46 |traces |traces H
I' Cys. traces traces 6 0' 0 “
0,58 | 0,078 |traces | 0 0 “
0,38 | 0,048 | 0,25 | O “
.“ 0,40 | 0,088 | 0,50 |0 0 ”
“ 0,34 0,085 0,60 traces |traces
“ 0,12 0,082 0,62 traces 0
" 0,12 0,033 | traces 0 traces
" 0.31 | 0,07 | 0,76 | 0.24 | 0.19 h
" 0,96 | 0,09 | 0,60 [|traces |traces “
" 0,37 | 0,016 0,38 | O 0 "
traces |traces | traces |traces |traces "

IS
LRI

_TABLEAUVI: COMPOSITION EN ACIDES

" EXSUDATS RACINAIRES *

AMINES LIBRES DES DIVERS
DE LEGUMINEUSES.
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MELANGES £pl- £p8-9
RECONSTITUES 250 250
F=N/Ns 14,9 4,7
_ (23) (5,35)
TENEUR EN 12,5.10" % | 1,18.10"*n
ACIDES AMINES

TABLEAU vII ACTIVITE CHIMIOTACTIQUE DES MELANGES
RECONSTITUES. '

(Valeuns de F connespondant aux exsudats "naturels")

5 ACTIVITE 'OF LA LYSINE TN $OLUTION
s DANS LE XILIEY X T
E. Tog M = 0,187 Y09 C ¢ §,44
3 €y + 3,38 10°7x
L J
s € © 2,810 4 2,5 10°2
- K/s o 4,7
v
-
- \
- .
10, -
.~,l—;‘.
- .
el
-115:::’ \\\\\\\
/"
ooooo ad . ’
LTINS ; .......... :
104 H . v v v
1077 ¢ 1076 10°° 1074 10~?

Conceatrations (M)

FIGURE N° : 49 ACTIVITE DE LA LYSINE EN SOLUTION

DANS LE MILIEU N T

GRS

Utte
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IV.3. COMMENTATIRES

Les exsudats racinaires de luzerne‘exercent, dans nos
conditions expérimentales, une activité chimiotactique positive

sur Rhizobium meliloti Ve 26.

Les valeurs de F pour les exsudats Elg-lo et celles

obtenues par GITTE et Coll. (61 ) sur un autre couple symbio~

tique, Rhizobium sp.= Cicer arietinum, sont comparables.

\
L'intensité de la réponse de Rhizobium est fonction
du nombre de plaﬁtules considérées certainement du fait de
la concentration en substances excrétées par leé racines

(TABLEAU V )
L'4ge des plantules, & partir desquelles sont prépa-

rés les exsudats, influe &galement sur l'activité& chimiotacti~-
que de ces derniers sur la bactérie : la réponse est maximale
du 4&me au 8éme jour, période génfralement conseillée .pour
l'inoculation des plantules (TABLEAUV,; ). La comparaison

des activités de.§g'4 (F = 2,52), §g-8(F = 1) avec celle de

ES_IO(F = 2) mcntre une perte d'activité qui suggére que le
potentiel desubstances chimiotactiquement actives est modifié
dans sa teneur globale et/ou dans sa composition relative,

au cours du temps.

La plupart.des acides aminés sont représentés dans
les exsudats. Les teneurs sont fonction du nombre et de 1'ége
des plantules concernées : aprés le 8&me jour, pour des
exsudats type Ejor seuls quatre amino-acides sont dosables.
Les valeurs des concentraticns globales sont voisines de
celles citées par GITTE et Toll. (61 ). La composition rela~

" tive, par contre, est sensiblement différente ; cette différen’
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ce est certainement spécifique : le composant majeur dans les

exsudats de Cicer arietinum est l'histidine alors que la

sérine prédomine dans ceux de Medicago sativa.

Les résultats des expériences de chimiotactisme
réalisées avec des reconstitutions de mé&langes d'acides
aminés (TABLEAU VII) comparés & ceux obtenus avec les exsudats
"naturels" correspondants font apparaltre le rSle prépondérant
des acides aminés libres présents dans les exsudats. GITTE
et ses collaborateurs font le méme constat alors que le

protocole expérimental est différent.(61).

Nous ne retrouvons que 65 % 3 88 % de l'activité
totale : il est donc trés probable que d'autres constituants

de l'extrait végétal soient concernés.
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La souche de Rhizobium meliloti Ve 26 est mobile

et présente une fonction chimiotactique. Les conditions d'une
expression optimale de sa mobilité et de la fonction chimio-

tactique ont &été& précisées.

Ce premier aspect de notre travail a permis l'é&tude

du comportement chimiotactiquede Rhizobium meliloti Ve 26 en

Présence demolécules effectrices simples. Nous avons pu montrer
que l'intensité& de la réponse n'est pas expressément liée &
la valeur nutritive ou & la nocivité de la substance concernée.
Dans nos conditions expérimentales, les acides aminés et
Surtout ceux & chalne polaire, sont le groupe biochimique qui
Présente la meilleure activité attractrice.
Ce dernier fait est d'autant plus intéressant
Que les plantules de luzerne libérent dans le milieu de cul-
ture des acides aminés qui jouent un ré&le certain dans l'acti-
Vité chimiotactique des exsudats. Qu'en est-il de l'amalgame
symbiose—activitg? chimiotactique d'exsudats de légumineuse
et amino-acides constitutifs ? Il semble hors de doute ( 12, 96)
Que la mobilité et le chimiotactisme ne sont pas nécessaires
q la réalisation d'une symbiose Rhizobium-légumineuse efficace
(bien qu'a la meilleure période d'inoculation corresponde
Une activité chimiotactique maximale). Nous avons nous-méme
Pu constater que la souche 2011 Str3,immobile dans nos condi-
tions expérimentales ,présente une activité nodulante normale.
Cependant le fait que Rhizobium soit mobile et
doté d'une fonction chimiotactique assure certainement au
Yenre un atout majeur dans les phénoménes de compétition

Se développant dans le sol.
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En établissant un protocole expérimental en champ
3-1'aide de bactéries repérables phénotypiquement, nous sauron$

mieux cerner l'importance du phénoméne chimiotactigque.

CURRIER et STROBEL 37, 38, 39! ont identifié dans
les exsudats racinaires d'une légumineuse (le Lotier) une
glycoprotéine & activité chimiotactique positive mais de
faible spécificité. Il est possible que la différence que
nous observéns entre les réponses aux exsudats"naturels"
et celles aux fractions acides aminés libres reconstituées

soit du & cette glycoprotéine.

I1 a été& montré que le rb6le des lectines dans 1'adsor?’
tion bactérienne n'était pas aussi spécifique que 1l'on osait
l'espérer (3134). Cecl a sﬁscité des travaux ( 38 ) sur les
relations pouvant s'instaurer entre lectines et activité chimi®’
tactique bactérienne. Mais les résultats ne sont pas conclu-

ants : la concanavaline A n'attire pas Rhizobium.

Divers types d'étude doivent &tre r€alisés précisant
d'une part le rdle des constituants des exsudats et permettant
d'autre part une comparaison des comportements chimiotactique?®
des autres espéces de Rhizobium. Il deviendra al;rs possible

de situer au sein de la symbiose Rhizobium-l&gumineuse le

chimiotactisme.
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