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La mis&-e et l a  famine sévissent dans certaines ségicms 

du glabe. 

Vraisaklab3;ement, les pmductians agro-alimntaires scpit 

largemnt suffisantes pour pallier cette faim dans le -de. Mais le pro- 

b l b  de base séside dans la répartition in%Jale de œiles-ci. Eh &Set, 

le gaspillage dws la socigté actuelle reflète bien cette injustice qui 

est le résultat des barrisres p o l i t i c o - k m ~ s  instaurées. 

Ainsi dcnc, les p r a b l b s  -ques, les ~rab1èSt.e~ & 

pollution et de amemmtion de 1 'énergie diSpenmait-ils hyermt 3 1 'ave- 

nir des reckr&es dans le dcniaine agrp-alimentai=. 



ün des p rob lhs  fondmrentaux de l'agriculture est d t 6 ~ t e r  

l'epuisenent des sols. L'enploi des engrais chimiques, des pesticides et 

des herbicides pose de plus un grave p n % l h  6cologiq'ue. 

l En effet, il serait vain de ansidé= le sol canrne un as- 

senblage de roches, cpme m sinple résenmir de minéraux àans lequel 

puisent les végétaux. S i  tel etait l e  cas, l e  sol serait rapidenent -6, 

impropm à p m m i r  l a  vie en surfa-. Grâce à sa microflore, le  sol 

peut 6tre coisidéd mme m "taitn, un oryanism vivant q u i  pessede une 

structurie qui respire, assimile, excrèe, peut vieilUr e t  Irênie muYir. 

Les m i c r c r o ~ ~ s  en équilibre e n t a  eux mais égalenent avec les plantes 

e t  les facteurs @piques du sol entrent dans divers groupenmts physiolo- 

si- (cycle du cmbme e t  de l'azote en particulier) qui anfsrent la 

vie à un sol. 

Les sources Chi carbone du sol sont creuses : l e  carbme 

minéral du L, atmsph6rîque e t  &s carbonates telluriqws, le carbone o r  

ganique des végétaux e t  des animaux sous ses formes multiples depuis les 

glucides simples jusqu 'aux substances hautenent p o l ~ r i s é e s  camne la œllu- 

lose, QU de structure aq lexe ,  ocornie la  Ugnine,. 

L1oXYgene e t  les coipos6s hyür0ghé.s scmt gén6-t p* 

sen- drms l e  sol en quantité suffisante. Dans les sols m a i  draines où 

l'oxygène peut faire plus ou mins défaut, certains mic1100-ms sont 

capables d'&tenir cet 4 1 h t  à partir de sels minéraux amre les nitrates 

e t  les sulfates. 



Quant a l'azote, c 'est  un 6lQncntmajeur qui est fixé dans 

l e  sol sous plusieurs fom. Les sourœs d'azote sont diverses. peut 

c i te r  les engrais azctes. Au début, ces engrais n'etaient pas ctiimiques : 

cletaient des ~inéraux natuxels bruts, souvent d'orighe organique, qui 

contenaient des 6 l k t s  utiles aux plantes et parfois en mie dti5priserrent 

dans les terres cultivées depuis des siècles : des craies phosphatées, dss 

os b-s, des sylvinites bnites et toutes W s  de m e s  de diverses 

origines. Ce n'est que plus tKd, une fois l 'industrie suffisament &-op- 

*, - l a  pr@xtion d'engrais "chhbpes" mamença et qu'ils se substi- 

tuSmnt aux engrais mineraux bruts, dans une certaine nesure. 

MainteiLBit, la plupart des engrais miniexaux sont synth6tisés. 

ctest-Z+ciim W-t t r a n s f o d s ,  en usine, et wdus plus rapidmmt 

assimFiables par les plantes en de leur ahmtat ion plus ou moins  forcée. 

il est essmtiel  de cmnaStre l a  difféwœ entre un engrais mineral brut, 

amme le phosphate naturel ou l a  craie phoqhtée, et un engrais b synthese 

carnie le ghosphaate d'amtr~ii+. 

I 

Le p m e r  zeste inerte dans l e  sol en attendant sa Robilisa- 

tion par l ' h m ,  réglée d'une façm au-tique par l e  besoin de l a  plante 

tels que les mphates naturels. Us phosphates naturels uti l ises  par l'agri- 

culture biologique sait insolubles et restent cU le cultivateur les net. Il 

put duic en employer mirs, il en reste quand m&e plus en fin de cul-. 

Lem solubilisatim es t  assurée par un h m  actif que leur présence nourrit, 

alors que les p-ts chimiques l e  dégradent en tuant l a  microflore. 



LR s m d  est  très diffusible dans l e  sol e t  suralinmte 

les plantes : les renàemnts sont augrentés tandis que l'excès s'écoule 

avec les eaux de ruissellerrent pour al ler  polluer lacs, rivières et eaux 

soutemaines. . . passant, il "brdlen l'humus, œ qui f a i t  que les terres 

cultivées aux engrais chimiques deviennent de plus en plus difficiles à 

travailler, e t  qu'i l  leur faut un tarinage de plus en plus grand d'engrais 

d'année en année : il en est  ainsi avec les phosphates industriels dont l e  

taux dans l e  sol baisse rapidement de sorte que : 

X Il faut en niettre plus pour qu'il en reste juçqu'à l a  fin 

de la végétation, œ qui est  coûteux ; 

3E E t  il y en a beaucoup plus imnédiatemmt après l'épandage 

qu'à l a  f in  de la cultue. Les plantes sont àonc successivenient suraïinen- 

tées, puis priv&s, œ qui est pré juàiciable à leur valeur nutritionnelle. 

Il est vrai cfue les engrais chimiques pemttent  une augmm- 

tation du ren-t lors àes premières années de leur utilisation. Cependant, 

après trente ou quarante ans d'épandages répéss,  on canstate bien souvent 

une baisse des r e n h m t s  Cies principales cultures. On est donc obligé d'aug- 

mter les quantités d'engrais pour assurer des rendemnts acceptables. Or ,  

en raisan âe l a  hausse du prix âu pétrole, ceux-ci deviennent de plus en plus 

chers. Rien qw leur transport qui nécessite un coQt astmncanique, à titre 

dtexiemple, il faudrait mbiliser mtinuellemmt environ un tiers du tcmnage 

niaritfme m d i a l  (1 ) . L'excès d'engrais chimiques e n t d n e  aussi dios 

carences en o l i ~ l ~ t s  drms les plantes.  excès d'azo* crée une arme 

en cuivre qui est pour la plante un agent anti-infectieux ; on sa i t  que le 



taux de cuivre dhûnue fortment dans les terrains où l'on pratique 1 'agri- 

culture chhrtque intensive. L'excSs de potasse entraine une carence en na- 

Fplésiun responsable de certaines maladies nemeuses chez les o c o s ~ t e u r s  (21 

L'agriculture biologique, quant a elle, ne eaisanre pas d'engrais codtieux. 

De plus, en revalorismt la flore micrabienne, elle rend la terre plus ire&le, 

plus souple. il faut trois fois mirs d'éneryie p u r  la mmer. Elle pexmt 

d'autre part de réoolter des plankes saines et de bonne quali té pour l a  

-a. 

r4i-s a p a ~  les g ~ a n t i t é ~  d'azote de l'air -S 

dans le sol par la voie physicm-chhique (1- des décharges 6lectriques 

dans l'a-sre par exenple), c'est uniqxznmt 3 quel- miaoerg- 

(pmxryotes : a savoir, cartaines algues e t  -es bacteries) que revient 

ltapanage de fixer l'as* gazeux e t  6 renouveler awsi cmstwment le stock 

azolS indispensable au mahtien de nodelles s y n t h k  vf:tales. la fixation 

biologique d'azote appa+att ccmie l'un des processus fan-taux parmi les 

cycles biogéniques se &roulant dans le sol, 

h effet, œ cunpos6 essentiel de la natiSre vivante, est 

d'origine a tmqher iw et resterait inutilisable p u r  toute fom * vie 

végétale ou animale, sans l'existence des microorganiaoes. 

A CM des microorganisnes fixant, se-, l'azoke atmspMri- 

que, le sol en recele d'autres q u i  sont capables de fixer cet azote au p r e  

f i t  de la plante avec laquelle i l s  entrent en synbiose. L1iPp3rtance agm- 

nanique de ces demiers, avec a leur tête l'association F h i z o b i w c l ~ e u s e s ,  

est ccnsidérable, ce qui  en fit un sujet de prédilection pour rraints 



scientifiques des les débuts des sciences appliquees a la micrcibiologie du 

1 ; aujourd'hui, les cmtributicns de nahreux chercheurs enrichissent 

constaIrm?nt cette étude, 

L'extam inportance  que de la fixation biologique 

d'azote mléculaire ressort bien des calculs deLENAN e t  CCWBmm ( 3 )  : 

ils e v a l ~ ~ t p o u r  l a  surface totale cultivée des U.S.A. que 60 % de l'azote 

fixé par les plantes é ta i t  d& enfait  aux xnicrooqanismeç : en effet, sur  

les 16,45 millions de tonnes d'azote atmsph6rique trmsfonrls en matigre 

biologique, 9,83 ~ i l l i o m  de taws scmt do8 B l'action des mlcrc~rganizames 

dplt 5,46 xrtillions de tonnes attribués aux espèœs du genre Rhizobium. 

L'apprt biologique amté, ai8m celui par le genre Rhizobium seul, &passe 

de beaucnq? l'aplirt dait snt responsables les engrais chimiques e t  fumres 

organiques qui n 'intenrieinient respectivement que pour 0,48 et 2,57 millions 

de tonnes. CepeKknt, l'accord est  encore loin d'&- fait sur de tfls chi*- 

fres e t  un tcn nombre d'auteurs mdemes tendent au contraire B minimiser le 

rûle de l a  fixation biologique, tout au mins par les bactgries non q m b i o -  

tiques, 

Dans les assolaraits cér&les-luzerne, l a  1- (legumineuse 

infectée par Rhizobium m e l i ï o t i )  augmente les rendements Oeréallers en accrois- 

sant l'azote du sol e t  en swimant les mauvaises herbes tout en fournissant 

une nourriture plus abondante e t  m i l l m  au cheptel ( 4 ) . ~ î s  a part soi 

 loi c a m  engrais vert , l a  luzerne contribue 3 lfenrichissemnt du sol, 

soit par excr6tian radiculaire de produits azotés dans l e  sol, soit lors du 

detadmmt des ilorbiles e t  par le reste des radnes laissées au sol. 



Dans les terres d on cultive et où se trouvent n a ~ l l ~ t  

les légumineuses, la  flore bactérienne mrrespandante existe. Qi peut &lie 

rer son efficadte. Mais cette anélioraticn est limitée par les ph&- 

de c x q é t i t i v i t é  entre l a  souche apport& et les bactéries indighes qui 

sont plus résistantes aux agressions dxhiques et biologiques du sol ccmsidézt5. 

Dans les terres vierges ou inaâaptées 3 la culture d'une légu- 

mineuse dwinée, il est nécessaire d'mrter les bactéries symbiotes en quer- 

tite suffisante. mieux adaptees aw ccmditiom blogiques et particuliGmt 

eff leientes. 



Les difficultés moantrées dans les IMnipuiatiom génétiques 

ne p e m t t e n t  pas encore l'obtention de souches t rès  efficientes. 

Des  6tades doivent &m réaiisées sur des souches isolées 

de Rkizobfm. ou de mutants âans le but de détenoiner l e  nabre et les fcnc 

tims &s gènes partidpant a l a  symbiose. 

Des recherches d e m e n t  Stre  égalarent efsectuées sur les 

méthodes de transfert des gènes et d'6tabiissenent de carte génétique afin 

de trouver de. ~oyens qui paxettraient de pa cons^'' une souche souhaitée. 

Des mutants de Rhizobium inbectîeux, mais inefficients, peu- 

vent étre isoles dire- a partir de Iiccbiles radnaires pr6levés dim. 

la nature : cependant, ccnne le g é n b  parental de telles sou&es mstie 

I"PNU, il est iqossibïe de les utiliser dans des etudes génétiques aqa- 

ratiw vlsant 3 la reche- cal ou dos gènes qui ait subi la rmtaticn. 

Par antre, les  réœntes 6tudes par amjugaison ont nniM 

q t ~  œd n'est pas toujours un obstacle parce que des soudie. inefficientes 

peuvent étre croisées avec des souches efficientes et le foncticnnenent des 

gènes importants qui intemiennent dans l a  w i o s e  p u t  etre étudiée chez 

les xecmbbants. Ui autre mym, utilise depuis peu, consiste a isoler des 

mutants inefficienients obtenus en présence d'un agentmtagh et a les tester 

sur des plantules. 



MEXiKE ( 5 ) ont isolé des souches exigean-s 

I en histidine ayant perdu leur pouvoir de nodiilation, leur analyse mntm 

qu ' i l  s 'agit  plutôt d'une caractéristique particulière du mutant. BERïNGER, 

JûïiNSTCN et WELITS (6 ont mstaté que 3 % iles survivants d'une soude 

de Rhizcbfm. legminosarum traitée par la ~IrÉ?thyl-~'-nitxo-N-nitroscguanidhe 

(MG) étaient inefficients. La m i t i é  de ces mutants  originaux, testés sur 

plantes 3 26' C, se sont avérés efficients dans les mémes cc~lditiolls &s 3 

13' C. 

D'autre part, des mutants n m m a n t s  e t  inefficients ont 

étéimlésparMAïERetBRaJt ( 7 )  aprèstraitemntdlmesou&ede 

Rhizabim japcnicum a t ~ c  le rrême agent rmtaghe  : ces auteurs isolent une 

souche inefficimlze intéressante par l e  fa i t  qu'elle I n U t  la foxration de 

I nodules roses dus 21 la présenœ de leghhglabine auljointemwt synthétisée 

par les deux m a i r e s  e t  qu i  &le être une des causes du fmdcicavremont 

préf6rentiel de la nitmghase en symbiose ( 8 ) . L 'analyse du mtant a 

mtré qu'i l  e s t  d é f e c t w ~ ~  au nixeau du caposant II de la nitmghase. Mais 

il s'est a*ré qu'il existe des souches de Rhizabim qui fixent librenwt 

l'azote atmosphérique (9, 10, 11 œ qui  carplique la amp&basion des 

l régulations génétiques existant entre la bac=tZlrie et la plante-m. 

En outire, des études, dmis l e  but d'Ob- de n&rews mtants 

inefficients différents de Rhizobium (12,13,14, 15,16,17,18) et ainsi a-ter 

le "pool" de gènes intervenant dans la qmbiose, sont en cours dans un certain 

ncmbre de laboratoi~5,de &m que leur analyse génétique. 



Certains auteurs ont mmrqd que l'exigence en bases 

nucléiqms (19) ou la  xésistanœ 3 certains antibiotiques, telle la vio- 

-cine (20, 21,22 23,24) pouvaient mtituer des cr i tères  de s6lection 

de mutants inefficients, mais aucune explication génétique n'est mise au 

point. 

Il est maintenant pmbable qcie d'ici quelques armées, nous 

pourrions avoir une idée précise sur le nanbre et l'enp?lacment sur le 

chrocrosane ou sur ie plasmide ou peut être sur les deux, des gbies 3e 

Rhizobium responsables de la  symbiose. 

11 a é e  é tab l i  depuis plusieurs années que le transfe* de 

g è n e s p w a i t  être rESalis6 par transfonmtioai (25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 

32, 33) ou transâuction (34, 35, 36) . A no*r que et DlWAEEE 

(37 ) ont mis en Spidence la  transductioai d'un gène ccatr6lant l'expression 

de la fixation dlazute. L a  crédibilité des résultats peut être -te-rtée 

par le man- de zentrôle au cours cks eq6rinmtations. Cependckit, ces deux 

processus de redinaiscm n'entdnemt le transfert que de petits fragmnts 

de CNA, l ' é t a b l i s e m n t  d'me carte génétique serait délieat;e. 

La cc~ljugaison, q u i  ql iqw la formation de cellules @ellerrient diploPdes 

et le transfert  de fraqents assez wrtants de CNA, est la méthode la plus 

canvenabie pour établir ïa carte génétique. Eh ut i l i san t  des soudies de 

Rhizobium lupini qu i  smt capables de ccmjuguer, HEtPlZm et ses collaborateurs 

(38, 39, 40, 41, 42 ) ont pu établir l 'enplaœmnt d'un certain mre de 

gènes sur le chamsoare. Cependant, leurs sou&es ne s m t  pas ncüulantes e t  

les données génétiques relatives a cet orqanisnie ne sont pas uti l isables 

pour une analyse de la symbiose. 



Ces àernières minées, quatre laboratoires ont pub156 des 

cartes génétiques circulaires pour des souches de Rhizcbirn efficientes. 

Celles-ci ont été obtenues par caijugaism artif iciel le en utilisant C&ls 

facteurs R des groupes d' in- i~te  phsmidiques P (Pl et PZ 1. 

- Par MEXB et SI&R (43) pour l a  souche 2011 de 

Fhizobiun mlilati. 

- Par =Eh351 et mllaborateurs (44) pour l a  SOU* 41 

de Rhizabicnn Il;iérUloti. 

- Par JüLUûT et BûISTAFül (45) pour la souche 2011 de 

F!hizobim n r e l i l o t i .  

- Par BERINGER, H- et J~HNSXN (46) p u r  la SOU- 300 

de Rhizobium l e ~ o s ~  



FXGURE 1 : D'aprss MEADE et S I a R  (1977) 
Les abréviatims rif, nov et 5 fu repr6senten.t respecti-t les fisis- 

tances à la rifanpicine, l a  noMbiocine et la Crfluorotxacile. i;es chif- 

fres M d i a t m e n t  au-dessous des narqueurs représentent le nuAr0 6es 

mtants isolés. Chaque flèche mntre le paurœntac;e nv~yen de liaison 

entre les différents ~~; rqueurs  (déterminé a partir de 1 à 5 croisemmts), 

pec le m q u e u r  sélectiann~ situe la queue de la flèche, et le rrar 
mur ncm sélectionné 3 l a  Ste de la fièche, 

D'après 14EAüZ et SIGWR (1977) 

&présen+aticin circulaire des rrarqueurs ci-dessus 
pamnth6scs scnt à une F i t i o n  approximative. 

ceux entre 



CI4 nrr th# *rlg(rl&L.J ch41 norr i  
e - rn I tif l - 

'PZGUFE 3 D'- ~ E I ,  IUSS, G O R R A X , ~ C Z E  et m P ; L V f  (1977) - *  

Carte @netique Cle Rhlzobim m e l i L o t i  41. Les localisaticsis des 
mrqueurs ont été détexninëes dans des croisemnts à 3 points. 



FIGURE 4 : ~'après JULLIOT et EOISTPRD (1979) 

Les filtres ont été incubés pendant 22 heures. Les bactéries, m e s  en 
suspensim, ont été étalges sur les milieux sélectifs varibs s m  lavage 
préalable. ïes chiffres représen-t la quantite c?e transcon jugants par fiil 

àans le v o l m  final. ï A  où il n'y a pas de chiffre signifie que le ncm 
bre de reambinants n'est pas scrpérieur a celui obtenu avec le RP4 t y p  

sauvage pour le m%e raquem. De ~SXIE, pur la  clareté des fisultats, 
des c r o i s m t s  effectués avec les 12 plasmides, qui ne mbiiisent aucun 

a m e  f d v œ  plus grande que le ROq, ne sont pas mticwies. 

Origine et or ie i i t i cn  des transferts favorisés par &s pl as mi*^ 

hybrides chez Rhizobim z-eliloti 2011 : celles-ci sont traduites 

des résultats donnés cians l e  texte. 



F'ïGURE 6 : D'après BEïUNQR, HOCGAN et JOmSTUY (1978) 

carte génétique circulaire de 3. lGginiinosanmi 300. Les chiffres sur 

les flèches du cercle interne indiquent les fréquences 6e co-trarsfert 

des marqueurs choisis pour niwttrer  la circularit6 en utilisant seule- 

nrint 7 marqueurs avec Cles fré-œs de CO-transfert de 3 3 11 %, 

n. 89. 18.4. S 
*#30 .33 .32 .~  

M. 16 - * 19. II. 14. IO, IO. 3 %. 1 ~ 7 .  33.2. !S - - - 
*.%9e6s9, 5 . 3  11.18 19 - 19. Il, S 

84 ll.S.6.11.6. c.8 
- - 23 - 

C, - 12 - 
15.6 - IO. 7.3 

S t b 6 . 7 . 1 4  
L I  - - 

gén6tique préliminaire pour la souche de R. legmhosarm 3CO. 

ïes chiffres au-dessus des marqueurs représentent les nméros des allèles, 
ïes chiffres sur les flèches,emdesious de la ligne, sont les pourcm- 

tages de -transfert &s ailèles correspondants. Chaw nmbre a été 
abtsnu à m r  d'un croiçenwt diffétent. L'ordre des ~;iarqtlcurs sur 

la carte a été détexniné sur la  base d'une liaison avec d'autre- a mar- 
Wurs, cmm il l'est mntré sur la carte, et aussi l'absence de 
liaisan avec d'autres marqueurs. 



Cependant, auculle indication wnoernant les caractères 

d'infectivité ou d'efficience n'a pl êtxe identifi6e e t  local isk.  1 
gèneç de l'efficience pourraient être situés non pas sur l e  chrcmscn-e l 
bactérien, mis sur un plasmide inaigSne ou sur une &inahon de ces 

deux structures. Us gènes -sables de l a  fixation d'azote (appelés 

g b e s  "nif" : ni--fixation) étaient particulièrerrent étudi;&s sur des - - 

etudes parce qu'ils pewent être sélectim6s -ce a leur résistance aux 

antibiotiques et gr&e a l a  fomation de cellules partiellenient àiploXdes.. 

Chez ces ciexnières , l ' m e m e n t  r é s u l -  ç?u transsert d'un plasmide. dans 

une bactérie qui en est init ialemnt dépourvue. 
. 

On a ccnstat6 que le plamide peut aussi pemettre le tmns- 

Sert  de. tt?A chramsarïique 3 une fréquence de l'ordre de lo3(. 

iXNICAN , O 'GARA e t  TIEZWY ( 52,53) ont transmis, a l'aide du plasmide déréprimé 

R1 drd 19 les  gàieç de la fixatiai de l'azote de m z o b i m  trifolii a 

Klebsiella aemgenes en irradiant aux U.V. la souche b a t r i c e  . ~ucune 

explication n'a été apportée sur l ' i q n r t a n œ  de l'irradiatim. L'avantage 

pratique de ces plasmides, c 'es t  qu'ils pxmttent le transfert d'importants 

fraqentsde DNA : par amséqwnt, plusieurs maqpeurs *étiques ~mt  

transférés en Iri-nr! tenps. Ceci a pu être util- pour positionner un n h *  

de caractt2res relativeraznt faible. A partir de l a  carte gén6tique ainsi établie, 

d'autres gènes peuvent être  placés approxirnativenwt par les méthodes de 

croisefient habituelles. 



Une des caractéristiques importantesdela relation syrbiotique 

entre le Rhizobium et les légumineuses, est l a  spécificité. Il ressort des 

observations de JOHN- e t  BEî?ïNCER (54) sur les mcabinaisans chmmso- 

~~Lques, des possibilités d'analyse gén6tique sur la sec i f ic i té .  A noter que 

50 3 du dmmsanie de Rhizobim t r i f o ï i i  a été transféré pièce par pièce dans 

le Rhizobium legiaairaosarum, maiç aucun des reaxbimnts n ' a aapis la spéci- 

f ic i té  d'hôte du dameur. cependant, un certain na&m de travaux d6crit ï e  

transfert thes gQ?eç de l 'infectivité en- b a d r i e s  qpa rkmnt  à des grouses 

d'inowlatiai diff6rents (55) . XLEIN, JEMISCN et M A ~ ~ Y S S E  (56) et, 

ont d h m t r é  la p+mœ de plasmides de t a i l l e  inprtante dans les souches 

de Rhizcbiuan. En outre, des auteus (59,60) oit signalé que l a  perte  d'un tel 

p laa tde  +z une souche de Rhizabium pha!3eo lit . et aussi de E&imMum 

trifblii, correspond à une perte dlinfectivité de ces bactéries. S i  le plas- 

mide de taille importante es t  mtransf6ré à ces souches à partir de donne- 

infectieux, ils retrouvent leur pouvoir d'infectiai. Donc, au mihs un gène, 

dont l a  fmction es t  de cmtrôler l'infection, doit résider sur les plasmides 

des souches qu'Us ont utilisées. Cegmdant, les g h s  de la çpécifidté 

d'& peuvent ne pas Btre portés par ces plasmides : en effet, lorsque la 

souche de Rhizobium t r i f o l i i  dép0u~n.1 de plasmides a eté misée avec une 

souche efficiente de m z a i m -  - l i t  e l l e  a retmm@ l a  capaciké 

de nodule? le trèfle niais pas l e  pois (59) .Des travaux traitent du fac- 

teur R 68-45 q u i  intervient dans l a  r e d i n a i s c m  entre Rhizohiurn 1ecjuwimsan.m 

et  Rhizobium moliloti ; il a été déjà établi, quoique des remnbinants 

haplordeg arrivaient à peine à des f-ce détectables, que la  fr6gwnce 

des recarbinants devait aupenter avec les porteurs de R.- primes ( 61) . 



C e s  demiers =présentent des plasnides dans lesquels une partie du chro- 

mscm de Rhizobim meliloti a été insérée et par conçQueht le marqueur 

chranosornique (et d'autres liés 3 œ ~tarqueur) pourrait ê t re  transegré 

entre des souches de Rhizobium à haute fréqumce (61) . La capacité de 

formr des diplordes partiels chez RhizQbim poinrait mus guider a campren- 
dre l'organisaticm et l a  fonction des gènes puisqu'ils peuvent p e m e m  de 

faire des étuderr de axpli?mwtation et de daninari<ie. 

A 1 'heure -lie, nous pouvons dire  qu ' i l  existe un systàne 

pour l'établissement de carte -tique de souees de Rhizobium a croissance 

rapide ( W )  qui peut être utilisé pour fa i re  la carte d'une maniez claire 

et rapide des gènes nowe11-t ident i f ik .  

Par ~ ~ - . c . q u o i q u ' i l  soit relativemnt d i f f ic i le  d ' isoler 

des souches dont le pouvoir sybiotique est dé&clxeux, il est certain 

gue leur analyse *&tique pmndra une importance considérable a l'avenir. 

Cependant, il reste beaucoup a faire sur 1 'analyse gén- 

foxmlle de IMzobium ; en effet, aucun systène p u r  é tab l i r  une Me de 

souches de Fhizobiun a croissance lente 1 X) n 'est jusqu'a présent m i s  au 

point. üne analyse de stnicture doit  être effectuée par transformation et  

transduction pour capléter les cartes géngtiques des souches ejil g t u d i k .  

(Y)  Deux genres de groupes de Rhizobium se distinguent selon l eu r  vi tesse de 

croissance : 

Les Rhizobium à croissance rapide, de culture a i s i e ,  sur  lesquels 

on peut f a i r e  assez facilement des études génétiques e t  qui concernent : 

R. leguminosannn, R. nreli loti ,  R.  phaseoli e t  R. t r i f o l i i .  

Les Rhizobium à croissance l en te ,  t r è s  d i f f i c i l e s  à manipuler e t  qui nécessi- 

t e n t  un temps plus long pour at te indre approximativement l e  même développement 

que l e  groupe précédent. Il s t a g i t  de : R. japonicum, R. lup in i ,  R. du ''covpea 

group" . 



BUT DU TRAVAIL ------- 

A l'heure actuelle, il est indispensable de maître 

avec précision les mécanisms permettant l'assimilation de l'azote atms- 

pherique lors de la spbiose plante - bactérie afin àe powoir d l i o r e r  

les mdemnts agricoles. 

Dans ce travail, nous nous samies praposés d'étudier ies 

caractsres génétiques liés à l'efficience. 

Dans un premier m s ,  nous avais préparé e t  isolé des 

mutants inefficients (incapables de fixer 1 'azote atmsphérique) . Panni les 

mutants inefficients isolés au'couTs àe œtte étude, on s'est intéressé en 

particulier aux mutants auwtrophes obtenus par action de la nit-dine. 

Dans un seccaid taps, nous avais chercher à met- en évi- 

dence le transfert de l'efficience. le plasmide RP4 a éte utilise dans les 

croisemnts pour tenter dlanSliorer les fi7equenœs de transfert des caractsres 

étudiés (auxotmphie e t  efficience) . 



M A T E R I E L  
-. - 

M E T H O D E S  



1 - SOUCHES BACSÉRIEWS 

Nous a m s  utilis6 des souches de E7hizcbium m ï i ï o t i  de la 

collection du laboratoire de microbiologie, pour vérifier leur capacité de 

ncxïuler la luzerne (Moarcac~ sativa) e t  analyser leurs prapriékés symbiotiques. 

L'ensenble de la collecticni cmtient des souches samges e t  des mutants au- 

xotxophes issus ibo celles-ci. 

La SO- sauvage 2011 provient de J. ïXWd?ïE (Versailles) . I;es souches 

sauvages %NI, MgS et  M14SN ont été isolées au laboratoire ainsi  que les 

mutants qui ont été abtenus par l'action de la N-&thy1 - N' - ni- N - 
nitros0gunidin.e (NTG). Les exigences des souches mutantes sont résmiks 

dans le tableau savant. 

1  rem^-; 5 E X I G E N C E S  5 
5- - 1  - 5 

5 1 

5 

5 A 
5 

! Isoleucine - valine 
5 1 

5 

5 
5 

! Isoieucine - valfne T- 
5 i 

5 

5 
5 

Ala ! ~soleuche - a i n e  Tryptaphane Arginine 
5 1 

§ 

5 
5 

Alb ! Isoleucine - valine Tryptcphane Arginine 
!3 1 

§ 

5 
5 

1 Isoleucine - valine Tqpkphane Arginine 
5 Alal 

5 
! Glycocolle ou serine 

§ 1 

! AcEnbe 
: 

5 Mg1563 5 ! 
5 
5 

Mg% ! M U  5 ! 
5 

§ 
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'1 4n2 ! Mithionine ou leucine 
5 ! 
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5 
5 

M14m3 ! P ! i n e  
§ 1 

§ 

5 1 

5 
fi 
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5 

I 5 5 2011m4 5 ; Glycocolle 5 
1 5 5 2011% 5 ; Auxotmphe non détermine 5 R 
1 

Auxot.mphe non ! 
1 ; Auxotraphe non déterniin6 
1 
A d & l h  1 

1 ; Pyrimidine 
1 ; Leucine 
1 ; Méthionine Trypîmphme 
I ; Méthicmine Guanine 
1 ; *thionine Isoleucine - vaUne 

; Pyrimidine Arginim 
1 ; Pyrimidine Isoleucine - valine 
I ; Pyrimidine Leucine 
1 ; Pyrimidine Isoleucine - va- 
1 ; Pyrimidine Lactose 
I ; Isoleucine - vaUne 
1 ; Lactose Tyrosine 
1 ; Lactose Adénine 
1 ; Lactose Sstéïne 
1 

Lactose A r g W  ! 
I ; hmtrcphe non détemin6 
1 ; Lactose Adénine 
l 

Lactose Adénine ! 
1 

Lactose RdQrine ! 
t 

Lactose Adénine 1 
I 

Lactose Leucine 1 

l 
Lactose M é t h i c n i ~ - ~  ! 



D'autre part, des trmsam jugmnts des souches de I&L-mhdum 

U l o t i  MgN1(W4) ; 2011 (RP4) e t A l  (RP4) ait et6 sélectionn~s après 

ccpijugaison en utilisant la souche 2011 rqb ( R 4 )  came bactérie ba t r i ce .  

Mur isolrs~lent a été effectué au caurs de ce travail. 

Il s'agit d'une série de bactériophages apprkenant a la 

collection du laboratoire, qui mus ont s e m i  a typr les souches 2011 ( W 4 )  , 
201 1 q d  rif , %Nl W4, Al a s t r  rîi utilisées pendant les c r o i m k s  g&é- 

tiques. Les phages utilisés sant les suivan.tis : 

. 
<Pi, y*, f 3 t  Y 4 ,  $3, (Pst  (P7) <Pgt 9 9 ~ ~ 9  lo t  Y1l8 (412' %3ar 

D e s  essais préliminaires cnt été effectués sur des variétes 

de graines de luzerne (b?&icago sativa) . La variété "~fagali" a ék6 r e t e n ~  

pour son taux de gerndnati.cn e t  son appareil racînaire bien dhlappé. 



I V  - MIL1 EOX DE CUL- 

7 ) MilLeu ---------- c0mple.t --- ( RC) 

Sa cccrposltion est définie camir suit : 

Ektrait de le- ..*......................*....... 1 g  
(Bacto Y e a s t  Exbact Difco) 

Il  est ajusté à pH ocmpxis entre 7,2 et 7,5 ; sa stérili- 

sation s à 120' C pendant 20 m. La source de carbene (glucose) est 

additionnée a la concentratiai finale de 1 % sous fom d'une solutim 
. 

stérile ( los0 C, 30 mn) . 
Ce milieu est util isé pour la précultue et la -ma- 

tian des souches de Wiizcbim meîiïoti. S e  miïieu est éventusllemrnt gélcsé 

( X G )  à l'aide de 12 g/litre de Bacto Agar ( D i f c o ) .  I l  est utilisé pour la 

nucératim *S souches et la sélecticm ües transcxnjuguants après addition 

des antibiotigues indisperrsables . 

Il présente l a  canpositicm suivante : 

% H PO4 . . . . . . . . . . . . * . . . . . . . m . . m . . o * . . o o - *  015 g 

NH4 N-3 * . . . . . . . . . . . . . a . . . . m . . o o e * o * - * . e . . *  015 g 

-4, 7 H20 ..........ii.............i...o.....- 012 g 

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



Le pH est ajusté entre 7,2 et 7,5. Iia stéri l isation se 

f a i t  à 120' C pendant 20 m. 

ïe milieu R est u t i l i sé  courament pur les dilutions. Le 

milieu de cl.oissance est le milieu R auquel cm ajou- du glucose à 1 %, de 

la biotine a O ,O1 pg/rtü et de la thiamine 3 O, 5 pg/a f~~1centrattion. finalCs) . 
Le milieu gélosg co-sponht (RG) est obbnu par addi+- 

ticn de 15 g/l de Bacto Agar (Difco) et est u t i l i sé  pour la sélect.cn de 

xecarbhants après addiecoi des amino-acides e t  des antibiotiques inàhpnm- 

bles. 

Nous a- effectué quelques essais en rempïaçant le 

Nfig NO3 par (NHqI2 S04 paur éliminer les ims n i t x a t ~ ~  et a- n&e essayé 

un milieu sans source d'azote : les résultats &.benus n'ayant jamais 6té  

aussi satisfaisants que le milieu classip,  c'est œ dernier qui a e t 6  uti- 

lisé dans l a  suite de notre travail. 

E l l e  renfenne 7,5 g de Bacto Agar (Cifco) par litre d'eau 

distillée et est -ie a rai- de 4 ml/tube. Sa stéri l isation s'effech~ à 

120' pendant 20 m. Elle est util isée pour les n d r a t i c o ~ s  sur boZ-ks6. 

ïe milieu est utilisé pour détecter l a  lyse éventuelle 

des bactéries par les phages. ccrqositicn est &finie ccaranr suit : 



KN03 .......................................... 
Fk C l 3  ........................................ 
hQCI.2, 6 H20 ............a........................ 

............................................ ca a2 
Mmnitol ...a...........*........................... 

........................................ Agar Difco 

Eau distillée q.s.p-.............................. 

Après ébuïlition, le milieu est réparti en flac- par 

doses de 100 m l .  La stéri l isation s'effectue à 10SO C pendant 30 m. En 

cas d'uti l isaticn pour tester les soudies, le milieu gélosé est liquéfié 

à 60' C, des p r é l ~ t s  de volume égal a 4 m i  sont -6s dans des tubes 

auxquels sont ajoutés 0,3 m i  de l a  suspentim bactérienne ; an coule sur 

boxte cmtenant 2u milieu ICG fructosé (le fructoe est additionné 3 la 

cmcentraticn finale de 1 % sous fonie d'une solution stérile : 105' à 30 m) 

et  on laisse reposer pendant 10 m. û1 ajoute ensuite une goutte àe la sus- 

pension w g i q u e  e t  cn incube dans l'étuve à 25' C pendant une nuit. S i  l a  

lyse est effective, cn voit apparaitre une plage claire sur la bS-. 

& milieu u t i l i s é  pur l a  cultue des graines de luzerne 

présente la cconposition suivante : 



Fe C l j  .................................O......... 1 m l  d'urne solution * a io 911 ................................ Eau de forage (a)  1 1  

(3) obtenue du laboratoire de l a  Rapidase (SECLIN) 

ie milieu de cul- est réparti par 20 m l  en tubes 

de 220 mn de hauteur e t  20 m de d i e  Cians 2esqmls a été introduit 

un support en papier fort (Whatmn 3) assurant le maintien de la g r a b e  

a l a  surface du liquide et pemettant de l u i  gardx une humidité suffisante. 

Ces tubes antenant le suplprt et le milieu liquide sont bouchés a- àe la 

gaze renfermant du cotm et stGxilis6s par autoclavage pndant 30 mn a 105' C 

(car 3 120' C, cm note une variation du pH). 

ïes plantules uti l isées came ttnioins non inaxalés, avec 

azote, sait cultivées sur le mlrre milieu m t e n a n t  en outre 0,5 g de 

m4PJ03 /1 

Ces travaux ont été réalisés dans le but d'isoler des mutants 

de Fhizabium pour étudier les effets  des mutations çur les proprié th  sym 

biotiques ; d'autre part, ce- mtants sont ut i l isés  dans les croismmts 



La stmptanycine est utilisdk a une amcentration de 

4 0 3  ~ g / r m  (0,16 ml de solution stgrile de streptcmyche par flaccn de 

103 ml de milieu). 

La résistance de la v i q c i n e  est acquise a des conam- 

t r a t b m  caracDéristiques utilisées p u r  chaque sauche. IRS SOUCIi&S utiii- 

sées p r t e n t  deja le caractsre S& e t  sait issue6 de la souche mèw 2011 s-. 

La sélection h bactéries Ssistantes l a  vianycine est restrictive a quel- 

ques souches de Wiizcbiwm. Us m i e s  smt cultiv6es en mllim caplet EC 

jipsu'en fin &e phase exponent&elle, puis 0,l ml &? œ t t e  suspension est 

étalé sur des boîtes de PFLW: amtenant du milieu WX aâdîticinnd d'antibio- 

tique a différentes ccnœntratbns. Les clanes appanis sait pudfies  par 

isolemnts successifs sur milieu ICG puis *rifi& sur milieu liquide (E) 

additionri6 de vimydne (a des amcentrations de 50 pg/ml, 103 pg/ml et 

150 pg/rnï selm l a  résistance des souches i so lhs ) .  

Les mtants sent analysés pour leurs ~opriGtés symbiotiques. 

Ce mDde Operatnixe pour l ' isolemnt de rmtants résistants aux antibiotiques 

est valable dans œ qui suit. 

La sékction de œs mutants es t  réalisée par étapes succes- 

sives. La streptarycine est utilisée a l a  concentration de 403  )ig/ml. Ia 



rifaqcine est a jou te  à r a i s a  de 0,5 ml d'une solution & 20 n;igm par 

flaccm de lûû m l  de milieu (concentration finale : 1CO pg/hrl). La 

cine, vue son instabilité, e s t  -lacée par la rifanpicine a l a  m%e dose. 

On a isole des mutants ré-sistants a l a  spectbanyche 

2 ûCûpgm selcm les &mss mdali*. 

Les mutwts résistants à la fois à l a  streptanycine et 

a l a  rifamycine (ou à l a  spectincanycine) sont utilisés : soi t  pour analyser 

leurs propriétés sybiotiques, soi t  pour serPir de -&es réceptrices dans 

les croisexrents génétiquesa. 

VI  - MÉMODE DE FILTRATION 
-- 

a &obi la souche sauvage 2011 S@ qui est caracterisée 

par une sécrétion importante de plysaccharidcs et qui a été rend- résis- 

- tante à l a  streptanycine et a l a  rifcanycine (la guantité de polyosides pro- 

duits par cette souche cultivée sur le m i l i e u  deWRïQiT est de 900 : exp- 

en poids sec en )1g/ml ck milieu de culture) (63) . C'ne des colmies *sis- 

tantes à la streptanycine e t  à l a  rifémiycine a été isolée p u r  sa capacité 

de noduler les senences de luzerne. 

& f a i t  une précuïture de cette souche sur milieu riche conte- 

nant 1 % de fructose. Cn laisse incuber jusqu'à la  phaçe stationnaire et cm 

filtre sur appareil M i l l i p  en utilisant des f i l t res  ayant des pores de 



1,2 p de di*. ûn ajoute au f i l trat  un voltmie égal de milieu EC f-s 

et ai laisse cmrtre les bactéries de noweau jusqu'à ce qu'elles atkei- 

gnent la phase stationnaire tardive. 

Ce processus est r6p6té 10 fo is  pendant un mis. Ces cellules 

sont ensuite diluées et étalées sur milieu solide pour &semer leur moqho- 

On prooéde de la manière suivan* : on porb 0,l ml de la 

suspension de mges darrs un tube cantenant 0,3 ml de la suspensicn bac- 

térienne. ûn prépare ainsi 11 tubes dormt un servira de t h i n .  On laisse 2û 

m sans agitation 3 tenplrahue a i a n t e .  ûn coule par la suite 4 ml àe gélose 

pour bactériophages darrs chaque tube de cette série ainsi  préparée, puis en 

double coudie dans 11 boîtes cantenant du milieu IaX; fructosé f rdchemnt  

coulé. QI incube à 25' C pendant une nuit. Le lendmab, cai gratte, avec un 

Gtahur, la eouche superficielle que l 'on place dans un pot a centrifuger àe 

50 m l  ( 5  boltes par pot). ûn ajoute dans œ pot 7,s nl de FC fructoeé et 

0,s ml de chlorofoane pour éliminer les bactéries prises lors  du grattage. 

@r& agitatian, on laisse reposer pendant 20 m. Qi centri- 

fuge à 12 cX0 g pendant 15 m à 4' c. Ie liquide surnageant est placé dans 

un tube stérile, on y ajoute quelques gouttes de chloroforme. Le stock ainsi  

obtenu est canservé b + 4' C. 



Les souches de Rhizobium meliioti sont précultivées j q ' e n  

phase eqamtielle dans l e  milleu canpht g i u t ~ ~ é  à 1 %. US croisements 

peuvent s'ef iectuer : 

- m i t  imédia- après précultme ; 

- soi t  apr& incuba- dans l'étuve à 32' ~ * t  une 

demi-heure en aérobiose réduite (état satique). 

Les temps de amtact varlent selcm les expériences mid&&s,  

QI @lève 1 ml de chaque suspension ccntenant les  souches a 

croiser et cm prépare un &lange (2 ml) . QI f i l t r e  sur e ~ a n e  (SUüDRNÇ : 

diamètre 35 m, pomsite 0,2 p) stgr i ïe  d m &  sur appareil de f i l t ra t ion 

(SAKtOR.NS réf. : S M  113, 0,625 m de diamètre) 1 m l  du mélange. Une fois 

les bactéries recueiliies sur le f i l t r e ,  celui-ci est dépose stérilenent 

dans une bof- de PETRI c c n a a n t  C5 ROG additi0nr.e de g l u e  ; un cantact 

entre les deux bactéries Si croiser est ainsi établi p ~ d a n t  un t e n p  déter- 

miné. lprès Fncuhation Si 32' C, l a  mwibrane est reprise, p- dans un tube 

a centrifugaticn amtenant 5 ml de milieu R, puis h a m g h ~ i s é e  au vorbex. 

Pgrès centrifugation, le culot est remis en suspension dans 

5 ml de milieu R et recentrifugé pour effectuer un deuxib  lavage. Qi cen- 

trifuge àe nouveau et cn remet en s-ion daas 1 ml de milieu R. Paxallè- 

1-t, cm procède de la rrême manière pour les deux souches filtrées isolt5rnent e t  

qui servent de témins pour le contrôle du taux de réversion et de mutation spontanée. 

ûn ef f e m  des dilutictu du milieu de croisenent jusqu' à 

1od ; an pro&de de p u r  les deux sou&es &-oins. 



Ch @1* une partie alicgma de 0,l ml de la & ~ L T I ~ C X I  

appropriée que l'on incorpore à 4 mi de gélose blanche préalablexent foaidue 

e t  maintenue à 60' C et que l'cm étale sur les difZ61~fnts milieux de sélec- 

tion. k s  le-s sunt faites après 48 heures d'incubation à 32' dans le 

cas dzs transccnjugants et des souches mèri-s, l'apparition de re&inats 

n'intervient qu'après 5 à 6 jm. 

VI11 -  H HO CE D ' I S O ~ M  DES SOUCHES A PARTIR DE NOWLES 

@rès infection de jeunes plantdes de luzerne par &es SOU- 

ches bact6riennes et appariticm des nodules, ai retire la plantule du tube 

e t  cn secticmm les racines de part et d'au- du nodule. Le d u l e  a h s i  

prélevé est introchiit dans un tube ocarteneant 2 m l  d'une solutiun stérile de 

sacchamse a 20 %. ûi écrase le nodule a l 'aide de lsext&mtt6 d'un agita- 

teur stéri le.  C e t t e  suspension ainsi abtenue est hamg6neisée par agitation. 

an p- a série ào a~ iu t i - e t  on 6 t h  0.1 ml ae l a  d i i u ~ a i  10-~ 

sur m i l i e u  riche (IRCG). L e s  clones apparus scmt purifiés e t  leurs carackères 

mt analysés par lnehoik des répliques (64) 

C e t t e  rréW nous p m t  de âétecter les souches infectieuses 

d'un mélange de souches ayant des marqueurs génétiqwes bien définis. 



LR principal int6riêt des Fhizabium réside, non dans les  

propxiétés qui leur smt inhérentes lorsqu'ils çant envisagés seuls, mais 

dans celles qu'i ls  mrmi*estent en présace des 16gunineuses : c'est-a-* 

leur pouvoir de nodulaticai et d u i  de fixation d'azote. La pxemih de ces 

pmpriétés a reçu le nan "d'îxxEectivi.t6", la secande "d'efficAence" ; mis 

l'me ocmnr l 'autre inter-réagissent avec les fackeuxs propres a l'hôte et 

ne peuvent recevoir d'interprétation valable sans considération de ces 

n - - - - - - - - - - - - - - . - - - . - m . .  La steril isatlon des graines de 'luzerne : 

E l l e  s'esectue de l a  &ère suivante : une c e n a e  

de graines préa1abl-t triées est déposée dans me bozte de m. QI 

ajoute me goutte de détergent (Teepol) et cm r e c o m  les graines de 8 m l  

de chlorure mercu~ique a 5 dans l'eau, additiomée de 12 ml d'eau distil- 

l&. CUI laisse agir 5 m en agitant et ensuite on éIlrrdne cette solut- 

stérilement au myen d'une pipette Pasteur branchée sur une tranpe a vide et 

passée la  flaarme. Puis les graines sont rincées 10 fois a l'eau distillée 

skgrile. 

Us graines stéri l isées sont déposées alors sur la surface 

d'un milieu riche (RCG glucosé) afin de contrôler la s t é r i l i t é  e t  l a  geimina- 

t im (20 graines/bofte de PETRI) . 



s Culture en-tube : - - - - -  - 
Ch prend stéri lemnt à l 'aide d'une ose les graines 

germées sur le milieu riche (ayant une racine d'une longueur de 1 à 2 cm) et 

on les plaœ sur l e  supprt dans le tube 3 raism d'une plantule par tube. 

L'incubation est réalisée dans les amditions anbian- du laboratoilie. 

r - - - -  L'inoculgtio~ - be _ lg souche - _ _ _ _ . _ _ _  à teséer : 

Dès que les racines -daims sont appames, on aj- 

1 ml de suspension bactérieme dans le milieu de NICOL et THORWCtJ ; ces 

bactéries sont préalablement centrifugées, lavées et reprises dans ce milieu. 
6 Pour c b q u s  essai, environ 10 bactéries par t h  scmt utilisées pour minjmiser 

le risque d'une réversion. 

Qi dit qu'une souche bactérienne de I&iz&im. est infective 

quand elle est capable d'ingec-kr les racines de aertalnes 16gmheuses et 

d'y pm-r l'apparition de -es. ~e caractère se note I~ I+  ; il se 

dif férencie difficilenient de l a  spécificité d'hô*. 

L ' exmm de chacune des souches isolhs a prté sur la capa- 

cité de fomer ("in vitron) das nodules sur une l ~ e ~ t .  Le principe 

du test est de mttre une 16gunineuse cultivée a s e p t i m t ,  en @sene de 

la souche à étudier et d'obsemer s'il y a f50mation de noâules. Les tissus 

inkexnes des graines etant nonnalenent a e q t s  de bactgries par d6sinfectian. 

L'efficience, c 'es t  l a  qualité de l'association Wuzobim - 
16gunineuse qui aboutit 3 la fixation d' azote moléculaire. Par  extension, 

c 'est  l a  qua l i t é  d'une souche de Mzobium capable d'induire une telle asso- 

ciation. i e  *le àu caract~m est représente par ~fff 



LR ccpltr6le de l'efficience est ri3alis6 dans les candi- 

tions mivantes : ap* inoculation des souches Ci tester, les plantules, 

maintenues en croissance entre 1 mis et d e m i  et 2 mois, sont transferéee 

dans un flacai de 150 ml fermé h d t i q w m n t .  On retire a l 'aide d'une 

seringue 17 m l  d'a i r  du f lacm que l 'on m a c e  par 15 ml dla&tylhe  (qui 

sera ~ t u e l ~ t  réduit par la nitmghase) et  2 m i  de prupane (qui s e  

vira de kémin intenie p u r  le dosage) . Le flaccn est ensui* hamgénéisé 

par agitation manuelle et 1 'cm prélève à 1 'aide d'une seringue un m1um de 

0,5 ml pour 1 'injecter dans le chraretographe en phase gazeuse (intersmat IGC, 

112 F) . ce pileievenient ~ ~ m s p a n d  a la quantite d ' é t h y l k  fox& au beqs 

t =O. 

ïe flaccm contenant la plantule est ensuite placé dans 

l'étuve à 32'. Après 7 heures d'incubatim, on hamghéise de niouveau le 

contenu du flaceai e t  ai injecte la mêrrie quantité de gaz dans le ckmmatogaphe 

pour msurer l a  quantite d ' é t h y l k  éventuelltsment produi-. ~ 
La foaraile appliquée pour déteminer la guantit6 d'éthylène 

foPné ap* injectiai  de 1 'acéwlène dans le f laam est : 

C = Nonbre de p mies de CF8 injectées i h s  le flacan 
C - 1,27 JI mles de C A  injectks dans le fiaam 

K = Coefficient depzcpcrticnnc?it K = 1.5 Four le =GPrt cHA C3H8 
L 4 

Hl = Hauteur du p ic  de C2H4 

H2 = Hauteur du pic de c3H8 
C2H4 = éthylène 

C3H8 = propane 



Q7 = quantité de C2H4 produite au temps t = 7  heures 

Qo = quantité de C2H4 produite au t = O heure 

- Gaz vectieur : N2 
- Teqérat ' i ire du four : 50" C 

- Ten@rature d'injection : 70" C 

- -rature du dgtecteur : 115" C 

- Détecteur : ionisation de flamrie 

- La loigueur de la colme est de 2 &tres et mrplie de sph~rosil X , ~ , 7 5  

- Qiranatqraphe : i n m t  IGC, 112 F 



R E S U L T A T S  

C O M M E N T A I R E S  



1  - R E C H E R C H E  D E S  

S O U C H E S  I N E F F I C I E N T E S  

& test à l ' û ~ 6 i y l h  (65, 66, 67, 68, 69, 70) est u t i l i sé  

danç l'évaluation & l'efficience des souches. Ce test a contribué large- 

rnent aux progrès scientifiques COPicernant la fixation de l'azo* biologi- 

@ce à sa spéci f ic ie  pour la mise en évidence de l'action enzymati- e 

de la nitrogénase qui est une protéine d'origine bactérienne codée par 

les gènes "nif ". 
Dans cette &tude, naus avwrs testé les sou&es dispcolibles 

appartenant à la collection du laboratoire : parmi elles, on trouve des 

soucfies sauvages, des souches rendues résistan- à ce- antibiotiques 

et des mutants à exigences métaboliqms diverses. 

Ce test nous a pemis de savoir si ces souches sont infec- 

tieuses CU non, e t  d'effectuer la mure de leur èfficience. 



D'autre part, à l 'aide de pxo&dés basés sur la f i l t ra t ion et 

le t r a i m t p a r  des antibiotiques, nous avons pu &tenir un certain n-re 

de sou&es inefficientes. Après 1'Btude de souches auxotrophes, notre travail 

a été carq3leté par l'analyse d'une f i l ia t ion e t  des propriétés des x é e r  

tants provenant de rrnrtants a u m w s  inefficAents. 

Les expériences réall-sées sur la luae- avec une série de 

çouches s a t  toujours accacpagnées Z'un -in nc~l inocuL6.. 

Il ne s 'agit  pas de faire une étude statistique de la valeur 

qumtitative 6es mutants &*LES concemant la fixation de 1'- atm* 

phérique (par réduction de l 'acétylbe en é.thy1.h) mais de cherchez des 

clmes net-t inefficienW, 

Les souches sawages v m t  nous servir de h i n s  dans l a  

suite des mations. ïes résultats sont &sur& dans le TABLEW 1 : en parti- 

culier, y sont rapportés les VaLe- des poid4 secs noyens et l e  nmbre de ncdules 

d'une plantule, ainsi qur la quantité en a c é t y l b  transfoxmée en 6 t h y l b  a p S  7 

heures ; œ s  vale- ont été etablies deux mis après l'infection des plantules. 

Il est très net que la quantité d ' a c é ~ l b e  transfo& en 

6thylène mtre une difference ansiderable entre la luaeme infectée par une 

souche sawage e t  l a  luzerne non infectée. La quantite dt6thylène produite en 7 

heures par la souche sauvage 2011 Sms (180.10-~ p mles) est très supérieure 8 

celle fairnie par le témin nm inocule (0,75.10-* p mles) .  Gi caistate que le 

poids sec noyen d'une plantule non inoculée après envircai 8 semaines de culture 

est sensib1-t egal à œlui d'une plantule ingeckée par l a  souche 2011 Snii qui 

est plus e f f i c i ene  que les autms souches sauvage5, 





Par contre, le poids sec moyen des plantules in5ectées 

avec la souche M9S ou la souche M14ÇN est net-t plus important, bien 

que les activites nitmgénasiqws cbservées soient plus faibles. Le narbre 

de nodules ne varie pas beaucoup pour l'enserhle des scuches. 

Sicjnalcns, en outre, que toutes les plantules infectées 

par les souches sauvages de Rhiz&ium mliloti présentent un aspect wr- 

Want e t  mtinuent à crortre jussula la fin de llex#rienœ alors que 

les plantules t b i n s ,  non inoculées, cultivées sans azote, ont cammcé à 

nmitrer des qqt&es de carence azotée. Us q q t & w s  étaient très nets 

a w s  6 semaines : leJ feuilles sait jaunes (chlomse) , les tiges sont 

rouges, la plante est rabougrie e t  la croissance rietardée, aboutissant à 

la mrt. 

On constate dans l'ensemble dia ces résultats, que les 

quantités d'acétylène réduites scmt très différentes selm que les plan- 

tules ont été infectées ou n a  : œ test permet d'affirmer l'efficience 

pour la fixaticn de l'azote. Par antre, les souches efficientes ne provo- 

quent pas toujours une augmntaticn de poids sec des plantules infectées, 

dans nos conditions expérimentaies ; ceci est vraiserrblablmt dû à la  

péride de cmissanœ de la plantule que nais axn. du limiter à 2 mis 

pour des questims de pratiques expérimentales. 

 étude du poids sec ne repssente donc pas un critère 

mvenable d'efficience. hfin, le n&re de nodules est intéressant a noter, 

mais il fait i n t e m i r  l'infectivité e t  ncm l'efficience. 



ïhe première série dteq6yiences a m i s t é  a ten*r 

d'isoler des clones ncn muqueux qui purraient 6tre inefficients a partir 

de la souche sauvage 2011 (rendue résistante a la streptcmycîne et 3 la 

r i fqcine pour des raiscns tedmiques). 

@rGs 5 filtrations successives, on a isoS : 

- d'inrs part, 21 clpies non mupeux (ndmi5s de Cl a CZ1) . ïes résultats 

du dosage de la fonction nitrqbsique par la mWmde de réduction de 

l l ~ l & e  scnt damés dans le TABïERJ II. 

- d'autre part, 3 claies ncn muqueux récol-s après 6 filtrations 

3 claies nm muqueux r ibl tés ap& 7 filtrations 

6 claies nm maqueux ~Scoltés après 8 filtrations 

3 clcnes ncn muqueux récoltés après 9 filtzatims 

3 claies ncn nuqueux récoltés après 10 filtrations 

m t  été étudiés (TABUBU III) canparativemnt 3 certains clcnes q u i  scmt 

~ S % S  après 8 filtratio~ls Cpme le % F8 et le cl- kII F8* 

0i note dans le II que le clme Clg I.Bmtit faibkmmt 

l'acétylène en Gthylène (0,76 loo2 p mles) . Les clones C2, C4, C12 et C14 

présententune quantité d'éthylène faible. I;e reste des clcnes mtxe une 

activité nitmghasique analogue, sinan lég&nmmt supérieure, a celle de la 

souche 2 O l l s t r 3  rif, excepte le clcne Cg q u i  mnifeste une activitg ni-- 

nasique importank. 

11 ~ s S O *  du T A B W  1x1 qUe 1- c h e s  cIII F6 CI= 

gui h e n t  des quantités d'éthylène respecti-t egales a 0.77 10-~ p noles 
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e t  0,3 10-~ p mles,  manifestent une capacite très faible pau &&ire l'ad- 

tyïène. Cette quantité d'ethyïène est faible p u r  les cimes CII F6 et 5 F,. 
Les autres clones dament des quantités d'éthylène sensiblerrient égales ou 

supérieures 3 celle produite par la souche d'origine. US deux clmes muqueux 

s'identifient à cet* série de *es. 

La technique précitée ne noue a pas donné satisfaction p u r  

l'isokment d'un narbre appréciable de mutane nopl muqueux inefficien*. U s  

trois clones inefficients, cl9, CIIX F6 e t  CII Fa, recueillis sur l'enoeable 

des 39 clones nan -UX, ne présentent aucun caractsre mqwur d'auxotro- 

phie, œ qui ne nous peaiet pas de les ut i l i ser  dans des recherches ulerieu- 

rescanœxnant &s moisenents gén6tiques. Pour e t t e  ason, naus avwns crban- 

dcnn6 ce- technique,. 

3 )  EAde des  ouc ch es auxo&oghes ------_------------------ --- 
Dans la l i t t é r a a ,  il a 6495 plusieurs fois mtimé que 

des mutants exigeants peuvent être inefficients. 

Nous avons d'abord éhidié un ensathle de souches &parties 

en trois  s6ries paur lescplles les résultats sont rapprSs dans le 

TAl3ïEAU TV, le TABLEAU V e t  l e  TABLEAU Vï. Ces tableaux tiennent capte d'une 

Isême série de plantules nm inccul6es "téPrPin". 

QI v, dans l e  TABïEW IV, que l a  quantité d'éthylène 

e s t  tmp faible pour etre msurable pour les souches Al, Ala et 2011mge. En 

plus de ces souches netixmnt inefficientes, on note qua les soudies 2011mgb, 

2011 mgc e t  2011 mgd ne réduisent que très faiblenwt 1 'acétylène, conparative- 



n a i t m r n t  &s 1 &, 1 ecc 1 trarsto~i~k en bthyl*.~ & 7 H 1 kanskrmk e.. c . & ~ ~ & w  ! q v n  de 2, 
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1 1 Foido 1 Cu~ntit6 totale d ' o s t y l ; ~ ~  1 0jùn:itb d'a&tylE+r 1 :&zt-?c 5 f T~aitxmmt 6>s 1 Os 1 s w  1 t r a n s ~ o ~  en t*yiirc en 7 ii i transiornie m 6 C y l i k  1 =,TI ci? 
plantules 2c 1 m,pn 1- --1 p ~ r  la nl r rr-nn-c cn I n d ~ l c s  4 j 

5 1UZCrW 1 d'me 1 en )a mks/ 1 en p mlcs/ 1 7 il (en p mlcs, .rq 1 
5 1 i p l n n t u l e ~  fban I mg do poids scs 1 ds pi& sec) 1 plaatdc 
5 1 1 (mp, 1 1 1 1 
-1 - 7 1  1 

f 5,W f 0,75.1o'"2 f 2.12.104 i 1 1 
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1 Poids ! Qur.tl:F tctslo d ' d t y l ~ h e  1 k u K i : t '  C's&tvl~hL? 1 W.tm? 
Tr~iD~sirnt 63s I wpm, &s 1 sec I u ~ c s x c r ~ ~  en b'~.~l&he-en 7 H I trp~fsrm~ cn ~ i h ~ l ~ r e  1 no)zm tp 
p h n i l r r  & 1 nfty.ty.m 1 myn 1--- I par ia z~ tn t - t~ - aw  en ! m l e s  
luz~rn~ 1 ! d'me ! cn JI mies/ 1 en JJ =les/ 1 7 H (a? p nul.%s,xy l p r  

1 IplSvituleI f l k n  1 n~ & pal& sec 1 da p d s  -1 1 plantule 

1 
f -a -  , mt/bu  1 1 9.33 1 1 U,6 . 10m2 1 1 2,U. 10'~ 1 1 2,39.10-~ 1 1 5 9 5 
§ 1 1 1 1 1 t 
-01 I I I  

0 
1 

1 1 
-9 

1 j.-.lc&- M. 1 1 7,s 1 .19,5 .10-~ 1 1 4,33.10-~ 1 4,%.10-~ 1 1 4 5 
§ '54% 1 1 1 1 1 1 

TABW VI : ~ T E M I ~ U T : ~  n L'EFF~CIU~O ns CURES ISSUS n LA SOU OF^ EU sn3 (IE 20U 11 A NUltgl) ; - 
ns ISSOS DE LA SCUME t ; ~  rg~rç) : 

E l  E S  CLUdES ISSUS E LA S W E  ypj% ET 

LE mFr, n PLprtNUS UTILISEES P M  LE ;EST mRPESPCND A 6, 

Tyir 1 Ty?&ine ; p o u  Lec OLStZer d a h v i a t c o ~ ~ .  v o u  tab leu? I V  U V. 



m n t  à l a  souche sawage 2011 smS. Des analyses ultérieures des souches Ala 

e t  2011 mgd confiment clairement leur inefficience ( T P B W  VI11 et  M). 

Les souches nitantes citées dans le TABLEZ.W V sont m u e s  

par une mtatian unique de la souche 2011 d ainsi rendue &sistante à l a  

streptomycine (2011 S e 3 ) .  La qwnti té  d16thylPsie f o d e  par œs mtants  est 

assez importante e t  parfois l é g ~ ~ t  siperieure (avec l a  souche 2011 ml : 

242 10-~ mles) 3 celle produite par la soudie &E. 

Dans le TABïEAU Vi, figurent les résultats obtenus m c  les 

clcnes (2011 il à 2011 mgi)  dérivant de la souche 2011 S t r j  par deux muta t ions  

successives. Ces clmes mantrent une activité nitrogénasicpe relati-t 

mins importante que œlle de leur souche d'origine. Les souches Mg 9 et 

Mg % issues de la souche ainsi que les souches M14 m2 e t M 1 4  % issues 

de la souche M14" dawnt me qwntitg d'éthylène du rd& ordre de grandeur 

que leurs souches d'origine. On mmarque, dans l e  cas des souches inefficientes, 

que les ncüules se forment tarüivemnt, ils sont peti ts ,  parfois nabxeux et 

pâles ou bien peu n&reux mais plus volumineux et d'aspect spongieux. L'état 

des plantules infectées par les souches inefficientes est analogue à celui  

àes plantes tQrr,ins, c'est-à-dire qu'on retrouve les nEmes symptbes &j3 men- 

tionnés pour la luzerne non infect&. 

Devant le faible natdsre de mtants awtmphes  inefficients 

trouvé, nous a m s  tenté de rendre quelques cimes résistants à l a  vicmycine, 

caractère qui salera i t  l ié  à 1 'inefficience, pour augmrnter le degré d'inef- 

ficience. Us résultats obtenus scait indiqués dans le TABLEAU VII. Les mtants  

résistants à l a  vioqcine transforment l1acétyl6ne en éthylène mins bien que 

les souches duit  ils sont issus ; la souche 2011 iZ0 Violm est la  seule 
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exception puisqirle la quantie  d'éthylène obtenw est l a  &ne que p v r  la 

souche 2011i20. 

Carnie l ' isolemnt des rriutants résistants a l a  vi- 

é t a i t  très délicat a p r a t i w ,  naus n'a- pas poursuivi ces études. 

L'befficience très nette de certains mtants awotmphes 

n'est-elle pas due Zi leur exigence en un facteur qui leur mrque au COUES 

d e l e u r d é v e l ~ t d a n s l e n o d u l e ?  

Il est diff ic i le  de ccmparer vahbhnmt l'efficience 

d'une souche pro- avec ses nartants axotrophes, auxquels un fa*= 

peut pour exprimr ses potentiaUt6s à fixer 1 'azcrk. C 'est pamy~i  

nous avcms testé l'efficience de nos mtants auxot-phss "ineffic&entsn en 

présence de facteurs hdispmbles a leurs biosynthèses. 

Le TABIEW VI11 m n t r e  la s tabi l i té  de la souche Ala qui 

re5te inefficiente en présence de ses facteurs Cïe, croissance : les quan- 

tités d'éthylène produi-s par cette souche sont faibles e t  sensiblement âu 

m&e ordre de grandeur en pré-ce de ses exigences (2,81 1oo2 p mîes) aussi 

bien qu'en leur absence (1,ûO 1oœ2 JI moles) . De -, le nutant 2011 nigd se 

C-pOrte de façon identique en présenœ, ou en absence, de ses exigencas : 

les quantités d'éthylhe produites par ce mutant sont iipproximativemnt égales 
-2 en pré-ce de Leucine (1,47 1oo2 p moles) qu'en son absenoe (1,98 10 p m o l e s ) .  

Chi note par antre, pour la souche Al, une aucpentation nette de l a  production 

dté.thylène lorsqu'cm lui ajoute son exigence. 

L'-Le de ces résultats .indique ~ L B  les soudies Ala e t  

r S S m -  2011 p d  restent inef ficientes en présence du m u r  exige pour leur cm' 

œ, alors que cette addition a des effets variables sur la souche Al. 









Dans la  filiation 1, 3 partir de la souche &pl pro*- 
qui est capable da fauniir un taux en éthylène très inprtant, on a isolé le 

cime A obtenu par une première mtatim qui po* sur le caractère isoleucîne 

valine e t  qui est capable de damer aussi une quantite d'éthylène assez hpr- 

tante (46,2 10-~ p noies). Le mtant Al est obtenu à partir de A par une se-- 

de mutatiai sur le ~aractèm tryp-e ; ce mutant mwi- üne m t i t z g  

dt6thylène faible (15,l 10-~ mies) par rapprt a celle da la souche sau- 

vage (103 1oo2 p =les) . 
Les rnutants Ala e t  PPrb sont obtenus 3 la suite d'une troi- 

s i b  nutatic01 portant sur le caract&re arginine. On no* l'inefficience net- 

de la souche Ala ; par amtre, la souche Alb présen* une quanute d'ethyl* 

(.25,2 1oo2 p moles) sq$iriew à œlle produite par la souche Al. Cependant, 

La souche Alal est mins inefficiente que la souche Ala. 

Quant a la f i l ia t ion II, qui caipcete la souche 2011 S t r j  

e t  ses dAsi*s, -in ansta& la ~01- 2011 m d qui ne doDIlle pas une quan- 
9 

tité d'ethylhe nesurable ; elle mnif-es* naûxelïem=nt son inefficience 

es-%vis de la souche 2011 mg (66,6 10-~ p moles) &nt elle dérive -dia- 

Wt e t  qui pliesente une activite nitmghasique du rr;&nie ordre de grandew 

que œiie la so- rière 2011 (93 1oo2 )i noies) . 

A partir de la souche inef ficiente Ala str rif qui est 

mutée sur trois -&es ( isoleucine-vlaline, -me e t  arginine), 

an a isolé en premier lieu des révertants portant sur dacm d'eux (3  clones 

par caractère). 





Cette sélection est réalisée à la suite de cultures succes- 

sives sur milieu riche e t  étalement sur milieu minimum additionné des amino- 

acides correspondants. IR schéma récapitulatif suivant précise les  caractères 

des différents clmes. 

Sc& récapitulatif ------ 

Souche de départ : Ala str r i f  (souche inefficiente : ~ i f - )  

Ekigenœs . - Arginine 

- Isoleucine - valine 

- Tryptophane 

Révertants Aryinine Révertants Isoleucine-valine Révertants Txyptophane 

Révertants Tryptaphane arginine 

+ 
Révertants Tryptopkiane arginine 

Isoleucine - valine 

-3 I lv  CI1hy Arg I l v  CIIITry Ar9 I lv  

1 
 if- 

1 
 if infectieux dm 



h s  clmes testés sur des plantules de luzerne s'avèrent 

inef ficients (TABLEAU X) . Le clone CI$-rg qui a reversé sur 1 ' arginine n 'in- 

fecte pas les plantules. ûn a récolté à partir du clone CITry (réversion sur 

le caractZire tryptcqhane) d'autres révertants où la réversion a porté sur le 

caractère arginine : ai a isolé ainsi trois clones qui ont reversé sur les 

caractères tq@o#mm et aryinine : il s'agit des clones C1Tq Arg, 

Ç I T ~  Arg e t  CIIITry Arg. h e u r  analyse fait toujours apparaitre une incapacité 

de produire l'étt ylène à partir de 1 'acétylhe. 

A partir du claie IIov C I ~  Ary, on a recueilli d'autres 

révertants : cette réversion est localisée sur le ghe Isoleucine-valine ; 

œ retour à la  prototrcphie mtre p u r  les clones C I T q  Arg Ilv et 

CII* Arg Ilv une production d'éthylène très faible attestant leur inefficience . 
Le clone CIIITry Arg Ilv est de plus non infectieux. 

Par ailleurs, trois autres clanes ont été isolés à partir 

de la souche Ala str rif : les résultats obtenus figurent au bas du 'JWXEAU X. 

L'isolemnt a été réalisé sur milieu minimum gélosé additionné des deux 

antibiotiques (sans sélection des étapes intermédiaires) . Ce retour global à 

la prototrqhie nous infonre, excepté le  clcne C$rg Ilv Try non infectieux, 

que les claies CI* Ilv Try e t  C I I ~  Ilv Try  ont une activité de iéduction 

de l'acétylesie n q  rnrsurable, qui reflète bien leur inefficience. 

La perte, par reversion, des différentes exigences ne mdi- I 
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D I S C U S S I O N  

L'efficience caractérise l a  capacité des deux partenaires 

(Rhizobium et légmineuse) à fiduire 1 'azote afnnsph6rique. Cette &fi- 

cience c a r a c t é r i s t i p  d'une souche donnée de E&izobiian n'est pas une pro- 

priété imuable. Caime les caracteres culturaux et phy-siologiquzs, elle 

p u t  être tribu- de phénanhes de variatims. Ces demièreç sont dues 

à plusieurs facteurs liés aux anditions an tales e t  au meriel uti- 

lisé. Us d i f f i cu l s s  d'interp15tation sont dues à l'expérimentation qui 

porte sur l'associaticm de CLeux pabmixes  apprtemnt  à des règnes 

diff 6rer.e. 

Pour cantr6kr de façon précise 18in5&Jité e t  l'efficience, 

il est i n d i s p a b l e  de maîtriser toutes les caiditians Fhysico-chimiques 

requises au bon développenwit de la badr ie  et  de la plante W. Oars 

notre exp6rirnentatiop1, les ccnditictls de milleu senblent être satisfaisantes. 

P a r  contre, les ccnditims physi-s de cultures végétales ont été variables : 

les fluctuations naturelles de la températue, de l'éclairage e t  àe l'humidité 

sont susceptibles d'apporter des changements considérables dans l a  croissan- 

a! de la luzerne. Quand les caiditims de culture sont excellentes, cm cais- 

tate que les plantes se %nolappe;nt ccnmablermt dès la germination des 

graines, la luzerne s'épanouit dans le tube entier et son aspect est verdoyant ; 

après infection par Wlizobim. elle.présente des nodules plus ou mins dévie- 

lappés e t  précccw, selcn que la souche es t  efficiente ou non ; de Ii.iême, le 

poids e t  l a  quantité d'éthylène formée fluctuent en fa ic t im de l a  souche 

utilisée. Par ccaitre, dans de mauvaises cmditions, l a  croissance est mins 

bonne dès le début du dévelcpperent àe l a  plante ; dans ce cas, celle-ci 



peut dépérir avant que l a  syxthiose par inoculation d'urs souche efficiente 

ne se mnifeste : les nodules sont alors peti ts ,  blanchâtres et leur acti- 

vité de réduction de l'acétylène es t  très faible. Dans nos essais, nous 

a m s  toujours réalisé des séries d'expérimentations dans des canditions 

identiques pour powoir ccmparer les d s u l t a t s  obtenus. 

Il e s t  toutefois impossible de détecter l'efficience des 

nodules d'aprés les  différences de croissance e t  de développemmt en- 

plantes inoculées e t  plantes t h i n s ,  d'autantplus que cette croissance 

est limitée dans le tap : nous avcns suivi pendant 2 mis les cultures 

de plantules de luzerne. Il faut signaler que parfois les plantes non 

inoculées en milieu sans azote ont une croissance amparable à celle &s 

plantes inoculées après 2 mis de culture, œ c i  e s t  vraisenblablemesit dû 

à l'importance des réserves azotées présentes dans les graines ( 71 1. 

Un tel phénomène ccmplique l a  détermination de l'efficience d'une souche 

dannée. 

Fh outre, certaines graines manifestent une résistance à 

1 'infection : en effet ,  cn note dans certains cas 1 'absence de fomtioai 

de noclules qui peut s'explicpr par l 'uti l isation de lignées de plantes 

résistantes à 1 'infection (72,73) . IWBilAN a prouvé qu'avec une d r t e  souche 

de Rhizcbium t r i fo l i i ,  le &re de nodules formés sur M f l e  différait  

beaucoup suivant l a  m t i t u t i o n  génétigue dè l'hôte. Il précisa ces notions 

en établissant qu ' i l  existait ,  sur l a  racine, un nmbre limité de lcci Capa- 

bles de dcnner naissance à des nodules (74, 75). Ces é l h t s  de variabilité 

nous c m t  amné à interpréter avec précaution les valeurs de poids sec des 

plantules inoculées ou des plantules t h i n s  e t ,  dans bien des cas, Li ne 

pas en tenir capte cunre critère d'efficience. 



LR test à l ' a c é t y l h ,  qu i  m s i s t e  3 hser une quantité 

d'éthylène fonnée à paxtir d'une quantité init iale d'acéwlène, est sujet 

a des emursd'o* expérimntal. Les erreurs pewent porter sur l a  ~~iermi?e 

des volilmes d'acétylène et de propane ajoutés à l 'aide d'une seringue W 

le flacon ; de mlrno, 1 'hmqhéisation des di- gaz dans œ dender, ainsi  

que l a  nesure des volumes inje-s dans le chmnatographe aux tenps to et 3 
(après 7 heures d'incubation) peuvent ent?dher des erreurs expérimntales. 

En plus de ces variations Opératoi~s,  -un maque de précision s'expliqw 

par la faible sensibilité de œt- r & M  de détemhaticm de quantieés in- 

fines d'éthylène, d'autant plus qu'cm uti l ise  un &re réduit de plantules 

(5 ou 6 en rroqrienne). 

Malgré toutes ces difficultés 3 quantifier l'efficience des 

souches de Wlizobiun -chaque expérience d'inoculation ayant été effectuée 

plusieurs fois-, il s'avère que les souches ineffickn-s scmt en général 

restées inefficientes, excepté les rares cas de réversion vers l'efficience ; 

les souches efficientes ont damé quant 3 el les  des zésultats variables, mais 

toujours p s i t i f s  pour la réduction de lla&tylène. 

Dans l a  recherche de mtants inefficients, nous avoa?s entrepris 

l a  sélecticn de clmes nm piqmux. Le rendermt obtenu, par ie processus 

de fi l tration qui nous a permis d'isoler quelques nutan* inefficients, est 

faible. Ces mutants inefficients ne sont pas utilisabies dans des expéxiences 

de transfert génétique du f a i t  ik l'absence d'un caractère marqueur (par exan- 

ple : 1 'auxotrqhh : incapacité d'utiliser un sucre, etc. . . ) permettant d 'ob- 

tenir des recabinants sur milieu sélectif. 



Parmi les mutants auxotrcphes i n e f f i ~ i ~ t s ,  on a constas  

qu ' i l  y avait deux groupes : 

- ceux qui deviennent efficients quand on leur ajoute leurs 

exigences (cas de l a  souche Al) : pur ceux là, 1 'inefficience vient peut 

être du f a i t  qu' i ls  ne trouvent pas dans l a  plante les substances indis- 

-les (tryptophane) pour faire les  synthèses protéiques nécessaires à 

l a  fixation de l'azote. Cette hypothèse ne parait pas exactie puisque la  

souche Alb présentant les mêmes exigences (en plus de l'arginine) e s t  relati- 

vement efficiente en absence de ces produits. Lie m p h a n e  est un acide 

aminé uti l isé  dans l e  métaboliçme de l a  plante pour la synthèse de l'acide 

indo1 acétique, par -le. On peut interprétier le retour à 1 'efficience 

de la souche Al par le f a i t  que l a  plante détourne le tryptophane endoghe 

à son profit e t  l ' u t i l i s e  pour son d é v e l w t .  

- ceux qui restent ineff icients &m. lorsqu'cn leur apporte 

leurs exigences, t e l l e  l a  souche Ala. Cki pourrait penser que 1 'arginine est 

indispensable pour que cette souche nianifeste son efficience. Cette hypothèse 

n'est pas vraie ; en effet ,  la souche Alb es t  relativement efficiente et 

possède les m&es exigences que l a  souche Ala dcait l'arginine qu'elle est 

incapable de synthétiser, Cette efficience réelle est con£- par les 

révertants redevenus prototrophes e t  qui sont restés inefficients. 

Entre  autre, cm peut expliquer l 'incahémce de cette 

fi l iat ion par les clcnages successifs qui ont été réalisés en vue de la mise 

en collection de chque souche, ainsi que par les mutations effectuées pour 

leur obtention, En effet, l'isolemint de l a  souche inefficiente Ala est obte- 

nu à l a  suite d'une série de clonages au hasard : un premier clonage de l a  

souche Al, puis une natation qui mduit à l a  souche Ala, suivie d'un nouveau 



clcmage pour izester les caractsres isoleucine-valine, trypbphane e t  arginine 

de cette souche ; un troisièsne clonage est  effectué avant la  mise en collec- 

tion. Au cours de ces opérations, an peut aussi bien piquer des clmes effi- 

cients qu'inefficients sans qu'on le sa*, car on n'a pas encore des p h -  

dés biochimiques pour tester l'efficience qui ne peut 6tre &5+ct& actuelle- 

mt que par passage sur la plan*-hôte et analyse par la c3mmatographi;e en 

phase gazeuse. La filiation est daic réellemnt plus ccmplexe qu'il n 'apparait 

sur le s c h b  de l a  page 52 . 



I I  - É T U D E  D U  T R A N S F E R T  

G E  L ' E F F I C I E N C E  

L'efficience est-elle transférable d'une bactérie efficiente 

à une bactérie inefficiente ? les 6-s expérimntaïes réalisées jusqu'a 

présent dans la mchezche du transfert d= marqwurs génétiques (résistance 

e t  auxotm#&) n'mt dannées que des résultats fragrmentaires : les trans- 

ferts se fmt toujouxs à -ce très faible chez % M m . ,  rr&e en 

utilisant ïe plasnide RP* pour une diioratian des con jugaiscms ( 76 1 . 
Peur redzercher un transfert éventuel de l'efficience à des 

mutants inefficients, il faudrait analyser plusieurs milliers de clmes 

afin de détexnîner l'efficience des re&inants, œ qui nécessi* un 

cansiàérable de plantules pour les tester. L'identificatim e t  la sélection 

de tels reccmbinants ne peuvent être mcréti&s que par l'inoculatim de 

la plan* hôte. Nous nous s m s  dmw&s, s ' i l  n'était pas passible de sélec 

ticamer les bactéries efficientes panni les inef ficientes en effectuant l'ino- 

culation du mélange à des plantuies ; on peut alors partir de l'hypothke 

qu'une bactérie efficiente doit avoir un avantage sélectif au niveau des 

nodules par rapport aux bactéries inefficientes. 



On s'est praposé de faire une analyse dans me papulatim 

bactérienne ccsnposée par un mélange d'une dizaine de cellules efficientes 
8 (qui pourraient être, l e  cas échéant, des re&inants) e t  de 10 cellules 

inefficientes : il s'agit  de savoir s i  ces cellules efficientes sont cap-  

bles d'induire des nodules malgré leur ncrrbre zesizeint. Ceci nous a m h e  

à étudier la ca@titicoi entre une souche efficien- et une soi& ineffi- 

ciente. Après 11in5ection mixte (10 cellules infectieuses et efficienkes 

+ 108 oelluïes Mecthuses e t  -ficien-) de la luzerne, cn mzcherchea 

si  les nodules f o d s  contiennent des bact&ies efficientes ou non. 

IRs mélanges ar t i f ic ie l s  qu'an se propose de réaliser 

v m t  naus pemettre de clar i f ier  le phénmène de compétition "in vitro". 

QI évalue l 'activité nitrogénasique des plantules ayant subi une ingec- 

t i c m  mixte de bactéries efficientes et inefficienizes. 

On a sélectianné pour cet essai, les souches suivanizes : 

2011 (RP4) : efficiente, Al (RP4) : inefficiente, Ala str r i f  (Ala.str 

spc) : inef f ici-. 

QI s 'est d'abord int5ressé au dlange fox& par la souche 

efficiente 2011 (mq) e t  ïa  so-e inefficienke Ala str rif. Apres culture 

de la luzerne dans l e  milieu de NICOL et THO-, sans addition des acides 

aminés (dmc dépoumu de toute source d ' azote) , on effectue 1 ' inoculation 

des plantuies par le &lange des deux souches dans les ccolditions suivantes : 



pour chaque essai, l e  nanbre de bactéries inefficientes Ala str r i f  est de 
8 9 

10 ou 10 dans 20 ml de milieu ; par contre, le nanbre de bactéries de l a  

6 souche efficiente varie de 10 à 10 . Us deux souches sont inoculées sirra;il- 

tanérrent. Parallèlenulnt, des essais sont réalisés avec chacune des souches : 
6 pour la souche 2011 (RP4) 10 bactéries dans 20 ml de f i l i e u  e t  pour la 

souche Ala str r i f  108 et 10' bactéries dan. 20 ml de milieu ont été utili&s 

pour l'inoculation. 

Après l'isolement e t  l a  purification des claies obtenus 

a partir de trois nodules provenant de luzerne inoculée avec l e  mélange 1 
8 

(10 bactéries envirm de l a  souche 2011 (RP4) + 10 bactéries de l a  souche 

Ala str r i f ) .  La purification est réalisée sur milieu riche gélosé (RCG) 

addi t i rné  de glucose. On a u t i l i s é  la daode des répliques de LEERBERG 

( 6 4 )  qui nous p e m t  d'identifier les clones purifiés. Dans l e  tableau qui 

sui t ,  on indique les souches bactériennes susceptibles de se &veloppr sur 

les milieux ut i l isés  pour étudier les clones répliqués. 





TBLEAU XI 1 : NmRE DE CLCES FRhWLEMENT PURI FIÉS SUR MI.LIEU R3 CHE __ 
&& (RCG) ET REPI Q&S SUR BI FF&M"S MI.UEW 
(LES c m  SONT I%us LE m L E 5  WRb INFECTION DE P W T U E S  

E WERNE PAR LE t&lJMX 

EIcmf31C) r ~ ~ ~ ~ ~ à p a r t i r : d e ~ C ~ 3 )  
&i plmrntuh ayant subJ:es me Rlixte (voir &ultata3 



La mec le IDmWJe II ~e3n* 

-t los -es de la o~ucti. 2 0 ~  ( 1  ~t 108 - dc la - 
Al s t r  rif. 

a ni~atn* 10 cdlyzeis at 108 c s ! l l ~  ixs&€b*& tau lefa no- 



Il peut aussi s 'agir d'un avantage sglectif du 1 'effi- 

cience de la souche 2011 (RP4) ou d'un avantage de l a  souche 2011 (W4) dû 

à sa prototrcphie vis-a-vis du mutant. 

A la suite de ces résultats, C P ~  a été amené à nm5rer les 

souches présentes dans le nilieu de culture de NICDL et TIIOIWON afin d'étu- 

dier une éventuelle multiplication des bactéries efficientes au CO- au 

avant la nodulaticn. 

QI effectue 6es àilutions a partir de 2 tubes con-t 

une solution mère de NCDL et TElDlWK%ï oii ont B M  cultiv6es des plantules 

de luzeme infecthà par les 2 s a s  2011 (RP4) et Ala str rif. Ims 

neratiopis réalishs pour des p r o p o m  difsxenkes des bact6ries sont 

rapportées dans les TABIEAUX XIV et W. 



-- -- 
5 I ! ! 

! 1 FUX str 
. fi 

§ A * ;~ilutims m~ ! FCG str T= 5 :k! I 1 ! ! 6 
5 1 1 1 ! 

! I !----g 5  IO-^ 1 1 I 356 
§ 

211 52 1 1 ! ! O 
5 

5 !-- ----- 1----- ---- 1--- -------- 1 ------------ l----------- 
5 

1 ! 1 ! ! 
5 

Essai no 1 ! 
§ 

loW5 1 32 O 0 1 30 1 5 1 
f, ------.------! ------------- ------------ 1 --mm-------- 1 --------------- 5 

5 ! 1 1 ! 1 
S 

5 1 
10- 1 3 1 1 1 O ! O § 

5----------- --------- !------ ------ i -------------- ! - -  - - - -  ! - - - - - - - - - - -  5 

5 ! 1 1 ! ! 
5 

5 ! 10-4 I > 1000 1 357 1 14 O 
§ 

5 
! 
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§ 

!------------- 1----------- 1 - - - -  1-------- . 

1 1 ! ! 1 
6 

u s a i  no 2 5 10-~ 1 137 1 32 1 2 ! O 
§ 

§ 1 ------ 1 ------------ ------------ 1 --------- - - ! -  --------- Si 

5 1 1 1 1 1 
6 

5 ! 1 8  ! 1 O O 
17 ! 3 § 

5 1 ! 1 1 1 
O 

- ,  

8 

TABLEAU X I V  : NU.ÉRATION W &LM E S  CEUX SOUCHES INOCULÉES SIMULT/U&MENT DANS LES PRûPûRTIONS SUIVMTES : 
- 20u (p4) (10 BACTÉRIES/~O ML ÇE MILIEU) 
- A 1 ~  STR RIF (~@BA&RIES/B ML DE MILIEU) 
L' IN~CUIATICN A ES - 1 s t ~  2 ~ I S  AUPARAVPM, L 'E~RIENCE A Éa E F F E ~ E  A LA TEMRATURE ~ ' J W E ~  

- POUR LES N&PATIONS, 011 ML DE CHAQllE DILUTION BACTÉRIENWE EST UTILISÉ* 



§ E S  S A I  s iDiluti\f FUX ! IaGTc ! RCG str ! IICG str T~ 
5 ! 1 I 

g 
9 I I 1 ! 

§ 
!V 

1 
E s s a i  no 1 ; 

§ 

1 ' E s s a i  no 2 
§ 

TABLEAU XV : MUUIÉRATION DU &ME DES DEUX SOUCHES INOCUCÉES DANS LES PROPORTIONS SUIVANTES : 
- zou (RP~) (105 BACTCRIESRO ML LE MILIEU) 
- A ~ A  STR R I  F (IO~BPCTÉRI ES/'O ML DE MILIEU) 



Or? canstak,  d' après le TABLEAU XIV, que, dans le cas 

oa 10 bactéries de l a  souche 2011 (HP4) sont introduites dans le tube, 

8 œlles-ci prolifèrent jusqu'à atteindre un nacbre de l'ordre de 6.10 dans 

les 20 ml de l a  soluticni de N i a L  et THOIFJTDN. Par cantre, dans les m5ms 

mdit ions opératoires, pour l a  souche Ala str r i f ,  ai note une stagnation, 

mire une légère diminution du n h  de bact&ies dans le milieu. 

On note égalenient une augmentation du n&re de bactéries 
5 de l a  souche 2011 (RP4) dans le milieu de culture lorsque 10 bactéries 

sont introduites initialement dans le tube (TABLFW XV) . Là encore, on note 

l a  mnstance relative du narbre de bactéries de la souche Ala str r i f .  

Cette étude a po* aussi sur l 'act ivi té  nitrogénasique 

des mélanges de bactéries étudiés pré&demnent. E l l e  concerne les plantules 

infectées par les différents clanes seuls ou en mélange en proportions 

diverses (TABLEAU M) . D'une part, les quantités d'éthylène produites par 

les 2 souches inoculées sé,par9nrnt mtrent bien que l a  souche 2011 (RP4) 

est efficiente e t  la souche Ala str r i f  est inefficiente. D'autre part, 

dans les m6langes effectués, coi note une pmduction d'éthylène analogue à 

celle produite par l a  souche témin  2011 (RP4). 



! i PL?& ! QizmtiW totale d1ac6q1S= 1 Curititi. cJ'acce~Ln-? 1 ? a r c  5 
Traitarc.. .t i.M la,litu 11-TQ de! jrrc 1 transfode en é-:tnc en 7 H ! trar.sf~rri-? en V9,ylew I roz-en clc C, 

be lrilerrr 
Iph-.tubs ! mien !------- I par ln r.:tzc~?:?a~? en ! r d u l c s  5 
1 tert&s ! d'ÿne 1 en 9 ml-/ I ea p m k s /  1 7 H (er. p ;uicr;/rg ! pu 5 
1 i p i k i - h t  f h c m  1 n g & p o i & s o c 1  & y o i & . t i )  1 phnede § 

kicnilée A- 5 f12,09 f 9 , 3 3 . 1 û i 2 f  l , ss .10-~:  1,44.10-~ i ,  O 
2011 CEP4> l0 + AIA S e  =if d 1 

1 - 1 1  1 1 
1 

- 1 
1 1 1 I 1 

?no=ulée avec l lû f15.15 2 6 . 5 9 . ~ - ~  f 1,75.10-~ t 1,64.10-~ 
2011 (m4) 1O2 + Al' str rif 10' - 1 I 

-1-1 t 1 1 
1 

I 
l6 B 

1 1 t L 1 
B 
5 

XncculéQ .vcc 
2011 (Rd 1 9 ~  + AIA ler d f  10' f 7 , 6 9 . ~ - ~  : 1,43.1Oo3 i 1 , 3 2 . 1 0 - ~  7 f 7,66 5 

' 1  1 1 
t l0 5 
1 

1 .1 1 1 1 t 6 
§ 

Ina3~ae Awx 1 8 11,s i 5.u . io-2 6- . io4 j 5.07 . m i  O 
2011 (FP4) 10C + kla stx d f  10' 1 

1 I 
: l2 § 

f-1 1 1 
1 1 1 

5 :- 
xFioGu& A v e c 5  

5 
7 : 9.08 1 6 , s  . 10-' : 2.52 . lO-3 t 2,41 . 10-~ fi 

2011 (m41 10 + Al. stz rif 108 f 
I 1 I 

: l0 § 
I 

1 1 1 1 1 
§ 

XnœUUem 1 6 i 6,113 0,04. lO-~ ' 9,79.104 ~ , A a r i f  109 1 t 1 
n. a 

1 

. * :-:- 1 I 1 I 1 
1 1 1 

O 
5 

Inaul6c avtcj ' 6 f 10.01 17,64 . : 2,93 . 10-3 ' 2 , 9  . 10'3 
2411 (A4) 10 + Ala * rif 109 1 1 l a  1 1 

1-1-1 1 I I 
1 1 1 I 1 1 

5 
§ 



Des résulta.tç des ex@rienœs d6crities au para- pz%&- 

dent, il apparait que la soudie protDtrophe 2011 ( B q )  prend rapidenent 1 lava- 

tage sur l a  souche amtmphe  Ala str r i f  en milieu de NIOZ e t  TROFNCûN tan 

présence de luzerne. Pourtant, on sait que lors de l a  geermination, puis au cours 

de la croissance, les plantules dcmnent &s exsudats ra- 
I 

riches en 

amino-acides, capables de favoripar la croissance des mtants auxotrophes. Pour 

elmider œ point, nous a m  ccmplgté nos recherches en ut i l isant  d'une part 

le dlange de souches u t i l i s é  augaravant e t  d'autre part un autre dlange dans 

lequel l a  souche 2011 (RP4) a été remplacée par le mutant Al q u i  a reçu le 

facteur (RF4) (ce qui permet sa  sélecticri dans un &lange ccntenant la souche 

Ala str rif) .  les dew mutants Al ( W 4 )  et  Ala str d f  sont inefficients e t  

sont issus de la scudie Mg NI. 

ies pmprtîans des mélanges p-s sont les suivantes : 

I 2011 (W4) a rais011 de 10 bactéries üam 20 ml de milieu 

NImL et  TIlOIWm 
filange III 

8 Ala str rif à raison de 10 bactéries dans 20 ml de milieu 
NI- et  TIEOFNTN 

1 Al (RP4) a a s o n  de 10 bactéries dans 20 ml de milieu 
NICClL et TBXWW 

Mélange IV 

Ala str rif à ralsai dtz 1o8 bactéries dans 20 mi de milieu 

NICOLetl?Ixmmm 

Pour étudier l'influence sur la croissance des bactgries au- 

xoLrophes des métabolites excrétés dans le milieu par l a  plante-hâte, nous avms 

effeckué des ninierations de milieu de cul- avec e t  sans plantules. Les numé- 

ratims sont réalisées à l'apparition des premiers nodules, c 'est-h-dire m e  

dizaine de javs après Mectim de l a  plante par la bzctérie ; les milieux ne 

mtenwt pas de plantules smt nudrés  ap* le intenralle de -. 
Les résultats sont rapprtés darrs les TRBLEAUX N I  et  XVIII. 



1 § 
; K G  5 

I I ; str Tc 5 
I I 4 

e A (W4) (10 bactéries) - 
1 1 1 1 I 5 - - - - - - - - -  - - - - -  - - - -  - - - - - -  ------ - -  1 1 1 1 

§ 
5 
5 A agstr rif 7 '  1 7 ! 5 

! 0,40.10 ! ! Ot41.10 ! 
5 (10 bactéries) ! bac./mi ! I ! bac./rnl ! 

5 
5 

9 siange III 1 2 81 lo7 0 ~ 9 4 . 1 0 ~ 1  1 2011 (RP4) : (los bactéries)! &,,/ml ; bac./ml . 
§ A, a str  rif : (10 bactéries) l I 

§ PSiange I I O 46 107 5 Al (W4) : (10~ bactéries) ! . - f 0,35.io7i 
5 

1 ; bac-m ?"l - 5 
§ Ala str rif : (10 bactéries) ! 1 

1 1 I 1 I 
§ 

5 
1 I 1 1 

5 
5 5 

TABLEAU XVI I : N&RATIONS DES DIVERSES SOUCHES AYANT SERVI A L'INOCULATION DE 
PLANTULES (SEULES OU EN !&LANGE) APRÈS APPARITION E S  PREMIERS 

NODULES, 

LES N~&RATI(~~VS ONT h'E FIÉALIsÉEs 10 JOURS APR~S INFECTION, 

LA C U L W  EST EFFECTUÉE A TEMP~ATURE AMBIANTE i 

La numération n o m  bien encore inle fois que la  souche 

2011 (W4) s 'est multipliée dans le milieu de culture ainsi que la  souche 

Al ( Wq) lorsqu 'elle est seule. Par contre, pour la souche Ala str rif , on 
mte une baisse nrnrririque analogue à celle nous a- déjà remarquée 

(TM?LEAAUX XIV e t  XV) . Il faut signaler la non prolifération de la souche 

Al (RP4) dans le méïange effectué ci-dessus : elle est due vraisenblablemnt à 

l'utilisation par les nmbreuses cellules de l a  souche Ala str rif de la tata- 

lité des substrats h@~ensables aux quelques cellules de la souche Al (w4). 
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- 
1 1 1 I ; X- TC + ' 

RCG ! I I G T c  I I l v T q ,  
WJG § 

I i str Tc § 
1 1 1 

5 
1 1 

!----4 
5 7! 7! 1 
§ 2011 (mg) ! 1,62.10 ! 0,54.10 ! I ! 

5 

5 (10 bacteries) ! bac./ml ! bac./ml ! I I 
5 

1 I 1 1 1 
5 

5 - - - -  - -  - -  - - -  ------ - -  
5 1 1 I ! 

§ 

1 1 1 1 
5 

; non réalisée ; 1 I 
5 

1 1 1 1 
5 

5 ---------- ---- ---- ----- ----- ----- 
§ ! ! I 

5 
5 A a8str rif ! 0,10.10 7 ! ! ! ! 0,15.10 7 ! ! 

§ 

§ (i0 bactéries) ! bac./ml ! ! ! bac./ml ! 
5 

1 1 1 I 1 
5 

5 - - - - -  * -  - -  - - -  - -  
5 1 1 ! I ! 

5 
5 *lange III 1 O 79 107! 0,08.107f 1 

5 

5 2011 (RP4) : (108 bactgries)! ! ; 0,07.107~ 5 
--/ml ; ; bac./ml ; - 5 

9 Ala str rif : ( 10 bactéries) ! 
1 1 I I 1 

5 
5 ----------- * ---- ------ * ---- ----O--- 

5- I ! I 
5 

5 Mélange IV 1 I I 
5 

0 , ~ .  10': §A1 (W4) : (108bactéries)!bac./ml; I - ; ; bac./& 0,09.10~~ ; - ' 5  5 
! 5 Ale str rif : (10 -ries) ! 

5 ! I 1 
5 
5 

TABLEAU XVI 1 1 : N ~ R A T I O N S  DES DIVERSES SOUCHES (SEUES OU EN &LANGE) 

CULTIVÉES DANS LE MILIEU DE NICOL ET TH@FdUT@i EN ABSENCE DE 

PLANTULES 

LE MILIEU DE CULTURE EST MAINTENU SOUS AGITATION A TEMPÉRA- 

TURE DE 32' CI 

ûi note bien la proliferation de la souche 2011 (RP4) m&ne 

en absence de plantule. Mais dans taus les cas, un ricanbre de cellules est 

nettement plus faible qu'en présence de luzerne (TAi?UmU XVII)  . 



h s  résultats concernant l 'ac t ivi té  nitrogénasique smt 

indiqués àam le TABïEhU W[ : l a  souche 2011 ( P d )  mtre une activité 

nitrogénasique assez importante ; celle-ci est retrouvée dans le mélange 

III. Par contre, les soudies Al (RPq) et  Ala str r i f ,  c m  auparavant, 

dannent une quantité d'éthylène très faible qui reflète bien leur ineffi- 

cience. Ce résultat est confirxlé avec le mélange N amtenant 10 bactéries 
8 

Al (W4) e t  10 bacteries Ala str rif. 



5 1 1 1 hi& I Ou,intîte to tde  d'ac6 ty lh  1 mut6 d'acftyliinc 1 Scritrr2 5 
5 Traitment & !NIrDrs del Di- dcs 1 sec 1 Cainsfom& ui 6thylèr:e m 7 H t tcansfom.~ en bchyl&s 8 nqai & 5 
5 p h h i l c s  ds +@MWSI SOL&@S 1 myfn 1 1 par la nitrn:ri.wc ai 1 r&u:cs 5 
5 luzerne 1 tes* 1 aumtsqhcr 1 d'me l enp mlcd J en p mled 1 7 H (cn >t rc~ks/q  1 9 

5 1 1 lplantuki f b m n  1 aq Q poids cl 1 & pl& oac) i phntulc 5 
1 1 1 (ms, 1 1 1 1 

§-,I----i--I I I  
5 

1 I 1 1 1 I 5 1 
I ~ ~ l b  1 1 1 22.83 1 0.76 . 10-~ 1 8.33 . IO-' 1 1 ! 

5 - é o a ~ ~  i I 1 t I I I 
1 5 1 I l v h y m  )19,88 1 & 1 1 

O 
5 h str rif II. a 1 8 5  
a i$ -tub 1 1 1 1 I I 1 5 

5 1 1 1 1 1 1 1 
I IrvyulC~ etme 1 1 t 1 1 1 1 
5 B S l ~ g e  III 1 1 1 1 1 1 

B 
5 2011 (W,) 1 10 =WWJ 1 2 4 , ~  1 126 .  IO-^ 1 5 . O 1 ,,CO . lC3 5 

1 19 ç 
§ 10 W./- 1 I I I 1 I I 5 
5 Al. stg d 1 : 11. =Y ArV f 1 
5 l O b a c . / ~ L  1 

TABW IXX : nxmIwTIw ÇE L'EFFICIENQ DES DIYEKies SOUOTS (SEULES OU EN &u~'Q). WJ& ni# mis AP* INFECTZWJ - 
LE PLAKNES n UaERE. 

n. a. I qwurtUL non mu<rtafa& 



Les  exsudats racinaires pemttent-ils la croissance des 

souches awtmphes ? 

On -tate que la croissance dc la souche a ~ t r a p h e  

Ala str df reste faible, que œ soit en présence ai en absence de pian- 

tules (dcnc d'exsudats radmires). Par ceatre. le souche Al (RP4) se eolr 

porte came la soudie 2011 (RP4) en présence des plantules : œci mnbze 

que les racinaires amitiennent suffiswnent de substrats pur 

assuer la croissance d'une scuche auxotropàe. 

Dans le ~ I r m g e  111 qui contient les souches 2011 (R4) et 

Ala str rif (TABIEAU XViI), la ca@tiSicn est en faveur de la souche 

2011 .; œt avantage selectif de la souche 2011 (RP4) par rappxt à 

la sniche Ala str rif est  très probablement lie B la pmtotmphie e t  

peut-être aussi l ié  au caractère de 1 'efficience. 



Les difficultés d'interprétation des expériences prtent 

aussi sur l e  devenir des Rhizobium dans les ncdules. En effet ,  on a cmstas 

qu'raie faible proportion de plantules infectées par l a  seule souche Fneffi- 

ciente Ala str rif étaient bien développés (aspect v e ~ A ~ ~ a n t )  . Le. bacteries 

des nodules de cas plantules ont i5M analysées : cn renarque que les quatre 

clcnes testés sont devenus efficients, sensibles à l a  s t r e m i n e  et ont 

ccnservé leurs caraceres d ' a m t q h i e .  Cela n'est prabablaent pas dû à 

un défaut de stérilisation des g m e s ,  car en aucun cas au cours de ncnb3.e~- 

ses expéxiences réalisées sur l a  luzerne, il n'a été mis en évidence de 

nodule chez des h i n s  NW inoculés. Le TAELEz&U X X  mtre que les  quatre 

clcnes présentent une ac t i v i t e  ni:trog&asAque hgmtan%e. 

Qi a mis en évidence des révertants qui ont retrouvé leur 

prototmphie 51-e e t  -qui scnt lest& inefficients. Ceci explique l'indé- 

pendance de l'efficience et des caractèxes d ' m t r q h i e .  

La réversion vers l 'efficience ne cancerne évi-t qu'une 

8 proportion tres faible de la population bactérieme (inoculation de 10 bac- 

téries pax tube envirm) . S i  quelques révertants efficients scmt capables 
1 

d'entrer avec niçces en mipWUpl avec l'enmable d. l a  population ineffi- 

cien*, cela est en faveur de l'hypothèse selon laquelle une souche efficiente 

a un avantage sélectif imparGut d a s  l a  plan-ee. 



- 
_I 

5 1 1 1 Poids I Quantite totale dtadtylEne 1 Quantité dta&tylbc 1 Narbrc 5 
5 Traitement des 1Narbre de! Bxigerm des 1 sec I transfoniJse en éthylhe e? 7 H 1 trarifonriée en éthqrl&ne 1 myai de 5 
Ij plantuies de !plantules l souches 1 moyen !--------------- 1 par la n i t m E n a s e  en 1 ncdiies 5 
5 luzerne 1 test&s 1 awtlrpks 1 d'une 1 en p noles/ 1 enp mies/ 1 7 H (&*F 1 par 5 
5 1 1 !plantule! flacon 1 mg de poiàs sec 1 de pi& sac) ! plantule 5 
5 ! 1 1 (w) ! 1 1 I 5 
6 1  1 1 1 1 1 

1 1 1 I 1 1 
!A 

3 1 
5 Nm inoculée 1 5 1  117.32 1 0,11.10-~ 1 1.27.10-' 1 1 

5 
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1 5 ,,---- -- 1 I 1 1 -- --------, --- 1 1 
5 1 1- 1 1 

----- --- 
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g 
5 Ala str ri£ 1 8 IIlvTryArg 1 17.76 1 0,37.10-~ 1 2,05.10-~ 1 0.78 . IO-' 5 

1 1 1 
1 8  5 - - - -  - 1 1 

5 1 1 1- 1 
_ _ 1 -  --- 

1 
5 
§ 

5 1 1 resté I I 1 1 a! 
1 4 i suxotrcphe 1 18.1 1 124 . 1ow2 1 17.12, . 10-~ 1 1790 . 10-~ 4 

$ ,lale i 33 5 
1 r ( I ~ V  ~q 1 1 1 1 1 

5 ! 1 I 1 
5 

5-- 
---- 

1-- 1 
- - - 1 - I ~  

1 I 1 i ! 6 

0 ! 1 resté 1 1 1 1 I 
1 5 1 a-tmphel 1 30.5 1 164 , 10-~ 1 10.75 . 1oo3 1 10.73 . loo3 6 : 1 21 5 
1 1 (Ilv Try Arg) 1 1 1 1 I 

5 1 1 1 1 1 1 1 
5 
§ 
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D I S C U S S I O N  

Le prablèrrie est de savoir s i  l a  carpétition dans le 

nodule se f a i t  en faveur de l 'efficience ou de l a  protctrophie. En partant 

d 'me population bactérienne en majorité f o d  par des bactéries ineffl. 

cientes, on a remque, après deux mis de culture sur luzerne, que les 

nodules ne -tenaient que des ba&ries probtmphes et efficientes. C e t  

avantage sélectif en faveur de l a  souche pmtotrophe et efficiente pourrait 

résulter d'une cxqét i t ion réelle e t  effective vis-à-vis de l a  souche 

aumtraphe et  inefficjlente. 

Lorsque l 'on u t i l i se  un faible ride de bactéries efficien- 

tes dans les naélanges des souches pour l ' i n o c u l a ~ ,  on a peut-être une 

aff ini té  plus forte entre celles-ci e t  l a  plante h h .  Les résultats obtenus -. 

par les n d r a t i o n s  de cette population bactérienne inégalerrent répartie 

dans les tubes de culture -tenant de l a  luzerne, mtrent q u ' i l  y a proli- 

fération de l a  souche prototrophe et diminution de l a  souche auxotxphe. 

C e t t e  nailtiplication de l a  souche prototrophe au cours de l a  formation des 

nodules nous W c h e  de se prancncer sur l'exactitude üe l a  *tition. 

En effet ,  les ntaoérations ont été réalisées 10 jours après inoculation de l a  

luzerne par les souches, le mt de llenMe des bactéries après l'inocula- 

tion n 'est  pas déteminable, d'autant plus que cet intervalle de temps carres- 

pond à 1 'apparition des pxmiers noàules. QI ne peut dcnc canclure s ' i l  s 'agit 

d'une coipétition avantageant l a  souche efficiente ou l a  souche probtrophe. 

Ce p m b l h  se cmplique par l'apparition de mutants redevenus efficients. 



NOLIS n'ams pu ci6mn-r avec suffisament de œrtituàe 

que les souches efficientes présentaient un avantage sélectif important 

par rapport aux souches inefficientes pour utiliser praticpmnt œ procé- 

d6 a la séïectiai de reccmbhants efficients au sein d'une papulation 

inef fich*. 



Dmis ce qui suit, nous allons essayer d'étudier s i  le 

caractère de 1 'efficience est transférable ou na. ïes résultats obtenus 

par mjugaison en faisant intervenir des élhents génétiques du groupe P, 

sont prm~tteurs et cnt penniS l ' é t a b l i s m t  de plusieurs ébauches de 

cartes génétiques qui, dans l'ensenble, présentent ?e grandes similitudes. 

Les expériences de conjugaison effectuées avec les facteurs de résistance 

mntrent l'importance qu'mt ces plasmides pour les tmnsferts ghétiques 

chez Rhiz&ium, 

Nous a- -6, par le biais de cette keàmique, en 

uti l isant  le facteur (E4) isolé de P s e u d a m a s  aerugincsa qui  est tr& 

proche de Rhizobium du point de vue phyllogénique, de transférer le ou . 

les marqueurs génétiques qui ont trait à l'efficience. Ce plasmide porte 

les #ries de résistance Zi la tétracycihe (Tc), la karmycine (Rn), la 

cazbénicilline (Cb) et  1 'ampicilline (Ap) . 
ûn a tenté par des croiserents, entre àes souches effi- 

cientes portant le facteur (W4) e t  des souches a u x o t r q k s  ineff icientes, 

de selectimer des recmbinmits et  des transconjugants 6ventuellernont 

efficients . ûn sélectionne les reCQfbinants sur les caractsres d ' wxotrophie 

acquis au murs de la amjugaism par les souches inefficientes réceptrices. 

les deux souches efficientes t%Nl (W4) et  2011 (W4) servent de souches 

donatrices. Les souches inefficientes 2011 mgd rif et Pla str  rif (Ala str 

spc) sont utilisées coime souches réceptrices. 



a) Fréquence de t r a n s f e r t  des caractères  d'auxotrophie 
+++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++ 

I La souche réceptrice 2011 mgd rif est incapable de 

l La s~lection des recarrbinants est réalisée sur les 

-eux indiqués dans le TABEW XXI. 

l 

Wheux ! 1 I I 

FG str 1 
5  

iFG s t r r i f i ~  s t r d f g  
+ m u  ! + P y r  § ! rff Tc . 

! 1 

1 I 1 
5 

5  I ! 1 
§ 

5  Leucine 1 - ..) 1 - . + 
5  

5 ! 1 
5  

5- l 1- 1 -- 5  
5 1 ! 

5  
5  -dine 1 - ! - 1 + 4 - 5  
5  1 1 1 1 

5  
5-- !---!- -1- 

5  
Ci 1 1 1 

5  
5  Leucine - Pyrimidine I - I + 1 + I + 

5 

5  ! 1 1 
5 

5- !--!----!--!-- 
§ 

5 1 1 1 
§ 

5  bucine - Pyrimidine 1 I 4 
5  

5 1 1 1 
5  

5  + 
1 + 1 + ! +  1 1 5  

5  ~&tracycline (facteur Rp4) I 1 1 1 
+ 5  

5  1 I I I 
5  

5  
5  

TABLEAU XXI CARACTÈRES DES RECWINANTS QBTENUS A FART1 P. DE iA SOUCHE 
20u 19 RIF, 

U s  f-ces de transfert mi croisenmt (RE'*) 

x 2011 mgd rif sont décrits dans Le mI.. 



t 
1 Fréquence de transfert par rapport 1 F'rfkpncc cic 

3 la souche h l 1  1 mgd rif 
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On constate que les f&qumœs de transfert  sont 

faibles à l'issue de ce croisenent. C e t t e  fréquence est d l i o r é e  lorsque 

la sélection des reatbinants a é té  f a i t e  en présence de tétracycline. La 

fréquence de transfert  du plasmide, quant à elle, est relativenent peu 

élevée. 

b)  propriétés des recombinants obtenus 
................................... 

On a purifié 11 clones (recarbinants isolés sur mi- 

l i eu  contenant de la Stracycline) e t  on les a testés pour leur efficience. 

La mesure de leur act ivi té nitrogénasique est rappo* dans le TPJ3IEAU XXIII, 

Tous les clones analysés se sont mtrés inefficients 

b c  du même caractère que la souche réceptrice. ïe t ransfert  des deux r r e ~  

gueurs génétiques (leucine et  pyrimidine) n 'est  pas accarpgné de celui de 

l'efficience. Etant dan-& la faible -ce de transfert,  nous a m  vér i f ié  

que les clones étudiés prawiaient  bien de la sou- 2011 mgd r i f  en la typaoit 

par un phage spécifique. 

Pour cela, on a sélectimé parmi les phages de la 

collection un phage ('PU) spécifique des souches %Nl (RP4) et  Ala str r i f  

u t i l i sées  pour les divers croisements que nous a m  étudi6s ( T B W U  XXIV) . 
Il faut  signaler que œ phage a été préféré aux 

phages 9 6, Q7 et <P 12 qui ne dament pas toujours des résultats  repromictibles . 
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On constate que le phage 9 11 ne provoque pas la 

lyse des 11 colonies analysées, œ qui nous amène a conclure que ces clones 

analyses proviennent de la souche 2011 p d  rif. 

Ces recaribinants cmt été isoles sur milieu minimum 

additionnie de t6tracycline œ qui pmnte, d'me part, qu'ils ont reçu le 

fa- (RP4), et d'autre part, acquis les deux caractères à la fois (la 

ieuche et ktbasepyrimidique). C a c m  nous l'avms vu, le test a ï'a&tyïàie 

mtre que ces reaxbhants restent inefficimts mmmAu XXIII) : on peut 

donc dire que le caractsxe d'efficience n'a pas été transmis au toms de œ 

craisenmt, et qu'il est indépendant des caractèxes d'auxotrophie transférés. 



zouche - - -  A g  ztc rif 

Etant damé la faible fréqraence ccnistat5e lors du croisenient 

précédent, nous avons effectué un autre croisement avec la souche prototmphe 

efficiente 2011 (R4) came souche h a t r i c e  e t  la souche awtruphe ineffi- 

c h t e  Ala str d f  (ou Ala s t r  spc) amne souche réceptrice. Cette dt=miem est 

incapable de synthétiser l'isoleucine-valine, le e t  l'arginine. Ce 

croisement a été réalisé trois fois. 

a )  Fréquence de t ransfer t  des marqueurs génétiques 
+++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++++ 

IRs réçultats &tenus sont rappoTtés dans le TAEWBü XXV. 

uI remarqcie dans les deux pmmiers croisenen* que la  -ce de recmbhai- 

son est  de l'ordre de 10-~. Dans le troisieie cmiseirent, la f-ce de re- 

catbinabm est plus faible. Il faut no*r que le transfert àu p l - e d e  (W4) 

est nettemint plus important dans le premier croisement dans les deux autres. 

b ) Analyae des re  combinant s 
++++++++++++++++++++++++ 

A paNr du premier croisarent 2011 (W4) x A1a str d f  

cn a récolté e t  pirifié 8 re&inwts. Ces cl- ont été testés par typage 

phasiqw : ils ont é S  lys& par le me 911, œ qui prouve qu'ils *rivent 

de la souche réceptrice Ale str d f .  Ch rerrarque que les reccmbinants ne se 

hl-t pas en présence de tétracycline, œ qui inpuque qu'ils n ' a i t  pas 

reçu le gàie de résiotanœ la tétracycline du plamide W4. Ils ait aussi 

6té analysés pour leur activlte nitxqénasique (TABUAU XXVI) : les 8 clones 

se sont révélés être efficients. 
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TALSLEW m 8 &amas r~ TRANSFERT O B ~  POUR LES ~ I S E E N B  I 2QU (~PI,) x A ~ A  STR RIF - 
2U (Piil x A ~ A  STR RIF 

X A ~ A  STR WC 





Ici le transfert des caract5res d'auxotropàie est 

accmpagn6 de celui de l'efficience. Mais œ transfert de l'efficiemœ 

peut @tre dû 3 un transfert chrcnosomique (gaies d'auxotrophie et *es 

de 1 'efficienœ) ou au passage d'un plasnide quelamque poz%eur du came 

te- de l'efficience, 

Ceci nous a conduit a isoler des transamjugants 

ayant reçu peut-être un plasmide de œ genre. 

Cet isolemnt a été efSectué sur rdlieu riche (XG) 

-1té 20 c h e s  qui sait tous lys& par le phage '911. IR- activités 

nitrcgénasiques ( T m  XXVLI) mntrent qu'ils sont tous Inefficients 

oemre la souche parentale Ala str spc. Cn constate donc que les 20 clones ~ 
gii srnt issu de la swche réceptrice Ala six spc ont acquis le gère de l 
résistance à la tétracycline du plasmide RP4 et sont restés inefficients. 





h résurré, nous awns dans un premier c m i s ~ t  (%N1 (W4) x 

2011 mgd rif) sélectionné des remrbinants résistants à la tétracycline qui 

mt  acquis les deux caractères : leucine e t   rim midi ne et  qui sont restés 

inef f icients . 

Dans un semd cmisemnt (2011 (RP4) x Ala s t r  rif) , nous 

avons isolé des reccmbinants sensibles à la tétracycline qui possédent les 

caract6res d ' a w t q h i e  ainsi que le caractère de l'efficience. 

D a n s  un tmisièm croisenent (2011 (RP4) x Ala str spc) , cn 
a sélectionné des transconjugants qui sait daic résistants à la tétracycufie 

e t  se sont avérés inefficients. 

En aucun cas, des claies (recmbinants e t  transanjugants) 

ayant reçu le gène tétracycline, n'cnt acquis en rriQnr temps le caractère de 

1 'efficience. 



D I S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N  

G E N E R A L E  



Les travaux rapportés au début de notre étude nous ont 

permis d ' isoler des mutants incapables de fixer 1 'azote atmospherique. Ces 

mutants smt obtenus soit  par des procédés de fi l tration,  soi t  par traite- 

nent à l a  vimycine, soi t  par actian d'un agent mutagène. Nous n'avms pas 

uti l isé  dans l a  suite de nos recherches l e s  claies non mugueux inefficients 

isolés par fi l tration , car ils ne p r é s e n a t  pas des caractères d ' a w t r o -  

phie pouvant servir de niarqueurs üans nos croisemmts. 

L'acquisition du caractsre "résistance à l a  vicanycine" 

n 'entraine pas l a  perte de 1 'efficienœ; il a été cmstaté seulerrent que 

dans certains cas e l l e -c i  est diminuée. Par muta~penèse , nous avcais isolé 

au hasard des mutants auxotrqbes inefficients. Leur analyse d é t a i l l h  nous 

a conduit à distinguer deux groupes différents : 

- IR premier est oanstitué par des inefficients retrouvant 

leur capacité à fixer l'azote en présence de leurs substrats exigés (cas de 

l a  souche Al) COKE l'avaient mntré précédenmnt -R sur une souche 

de Fthizobiiar, t r i f o l i i  ( 77 ) , ainsi  que TRüCHET et DENAPIE sur une souche de 

Rhizobim. m l i l o t i  ( 78 ) . 
- IR second groupe est fomé par des inefficients qui g a r  

dent ce caractère en présence des substrats indispensables pour leur crois- 

sance (cas des souches Ala et 2011 mgd) . Il n 'a pas eté possible d'établir une 

relation entre des caractères d'auxotmphie trowés et les gènes d'efficienœ 

en étudiant la f i l i a t i m  mduisant  aux mutants inefficients (particulièrement 

la soudie Alal. 



Par contre, l'obtention de mutants réverses à partir de 

la souche awotrophe e t  inefficiente Ala (exigente en isoleucinwaline, 

tryptcphane e t  arginine) mntre que le retour vers la  prototrophie totale 

n 'entrahe pas un retour à 1 'efficience. Ces dernières observations dQron- 

trent que les dételminants genétiques de celleri  sont portés par des gènes 

différents de ceux codant pour la synthèse d'mnin~~acides. 

Dans la deuxik partie de notrie travail, nous avons étu- 

dié le tramfert c?e l'efficience. L'analyse des recatbinants (Cl a Cll) 

obtenus après croisenent des souches %N1 (W4) et  2011 rngd rif montre que 

ceux-ci sont issus de la souche &ceptrice utilisée dans œ croisement (2011 

mgd rif) : ceci a été établi par typage au myen de mges. Ces recPrbinants 

devenus capables de se dévelcpper sur milieu minimm ont dnic acquis les 

caractères de prototrcphie de la souche donatrice e t  ont aussi conservé leur 

inefficienœ. k s  ccnclusions de la première partie de notre -il sur 

1 'existence de gènes particuliers mmmdant le caractère de 1 'efficience 

sont dmc c m f ~ s .  

Au caitraire l'étuàe des prapriétés synJsiotiques des rieccan- 

b h t s  CI à k,, provenant du croiseirent entre les souches 2011 (RP4) x 

Ala str rif mtre qu'ils ont acquis le caractère de l'efficience. Il faut 

miarquer que la souche utilisée dans cette ccmjugaison possède des caractères 

génétiques stables dcmt les fréquences de réwrsion cnt eté etablies e t  sont 

net-t inférieures aux fl$quences de transfert : il est donc bien p r o 6  que 

les caractères de l'efficienœ ont été transférés. 



S i  l 'on observe l'ébauche de carte génétique établie par 

MEAllE e t  SIGNER ( 43) qui ont u t i l i sé  l a  souche donatrice 2011, an remar 

p e  que certains de nos manpeurs (isoleucine-valine, tryp- et  arginine) 

se situent à proxinit6 les uns des autres : ceci serait en faveur du trans5er-t 

en bloc de ces &mes gènes d'auxotrqhie au cairs da nos deim pxmiers croise- 

mnts (2011 (RP4) x Ala s t r  rif). Qi pourrait dira que le c a r a c t h  de l'eff3- 

cience qui est transféré en temps que ces catactSms d ' a w t r q h i e  est 

si tué au niveau d'une m&ne région chrarcscdque. Il faudrait alors aàmet- 

s o i t  un transfert d'un secteur du tAmmscm, came l'cnt prouvé HEWMN et 

ail. ( 39, 41  ) pour me souche qui -drait au gmape "Rhiz&im 

lupini", s o i t  des miàiticns de mjugaison telles q u ' i l  y ait passage orLene 

d'un segment relativement l m g  de m. 

Nous a l l a  fMinWant envisager différentes hypothèses 

pour wpllquer les résultats obtenus, accmpagigs des schémas correqmd-ants. 

Celles-ci tiennent corpte de l a  pdsence, dans chamme des souches MgN1 e t  

2011 d'un plasmide indigène dont la fonction est encore inmue (79, 80) et 

qui pourrait pomr les gènes de l'efficience. 

A partir du croisemnt M p l  (Rp4) x 2011 mgd str d f  

(FIGURE 11 a ) ,  nous avons sélectionn6 des mcabinants résistan- à la  

t6tracycline ( I L . )  quL se smt mtrés inefficients. C e c i  doit etre dP à une 

m b i l i s a t i m  des gènes &mmsomiques Pyr Leu situés sur un mOrre fragmnt de 

chrcmosune ch taille incmue.  Le f a i t  qu ' i ls  soient inefficients implique 

deux hypothèses : 



dans l a  région Cyt  - Leu ; 

2) Les g4nes N i f  sontsitués sur leplasmide X d e l a  sou- 

che Y!N1 et ne smt pas tramfer&. 

Dans l a  cellule réceptrice, il y a : 

- Soit recarbinaison au niveau du chmmçoare et le facteur 

RP4 retrauve son aumanie (FI- 11 b ) ; 

- Soit fomation d'un W4-priTne portant œ fragment tram- 

feré, qui est la conséquence d'un manque de zcnes d'hcmlogie -- 
(puisqu'an a affaire à deux souches différentes) errpêdkant la reccprbinaison 

au niveau du chroarosam, ou d'un oxdre diff6-t des marqueurs (FI- 11 c 1 . 

Le croisment 2011 (W4) x Ala str rif (FIGüRE 12 a ) 

cunduit à 1 'apparition de zecambinants tous efficients et etracycline-sens+ 

bles. Ceci n'est pas dû à l a  formation de RP4-prinn puisque ceux-ci sont 

Mtracycline-sensibles ( T ~ ~ )  (cf. sdiéma 11 c ) . Plusieurs  intexpré- 

tations p e m t  être p ~ é e s  : 

a) Le plasmide RP4 induit un transfert génétique de type 

Hfr et n'entre pas dws l a  cellule ficeptrice (ZTGERE 12 b ) ; dars œ cas, 

les gènes Nif seraient localisés a proximité deç gènes I lv  - llcy - Arg. La 

faible fréquence &semée (loo5) serait  due au f a i t  que l a  souche réceptrice 

es t  différente de la souche donatrice et  peut exercer une restriction sur les 

fragtentç tram férés . 



b) Le plasmide Y mbilise le fragment portant les g h e s  

i lv ,  t q  e t  arg, les gènes N i f  se situant a proximité de ceux-ci ou sur l e  

pla9nide Y (dans ce cas, le plasmide Y e s t  canjugatif) (FIGURE 12 c ).  

C) Les plasmides RP4 e t  Y ont fusionné (dannant un plasmide 

co-inlSgr6) e t  ont mbil isé  les gènes étudiés (FIGURE 12 d ) . La formation 

d'un plasniüe mq-Y (ou RPq-Wr-) dans la  cellule est exclue puisque les 

clones smt t6tracycline-sensibles. Il ne peut y avoir que transfert polarisé. 

Si le plasmide Y porte les gènes Nif, il passe dans tous les cas fpuiçque tcm 

les re&inants sont efficients). Cet* demière hypothèse est très peu vrai- 

SeRbiable puis- ie pl&& ** n'est pas transféré. 

En cmclusion, il est d h m t r é  dans ce travail que les gènes 

N i f  sont transférables par ccpzjugaison c i ~ z  Wiizobim m l i l o t i  ; cependant, 

nous n'avons pas bté en mesure de déterrriiner leur localisation au niveau du 

matériel génetique de la cellule ; nos résultats devraient êtze caripléss par 

une étude ulsr ieure  de biologie n o l é d a i r e  e t  de clmage des gènes p*s 

par les plasmides indigènes des souches employées dans nos croisements, afin 

de préciser les màalit&s du transfert des g h e s  Nif chez Rhizobium rneliloti. 
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