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La mis€re et la famine sévissent dans certaines régions
du globe.

Vraisenblablement, les productions agro—alimentaires sent
largement suffisantes pour pallier cette faim dans le monde. Mais le pro-
bléme de base réside dans la répartition infgale de celles-ci. En effet,
le gaspillage dans la société actuelle refldte bien cette injustice qui
est le résultat des barriéres politico-8concmicques instaurées.

Ainsi donc, les problémes démographiques, les problémes de
pollution et de conservation de l'énergie dépendront-ils largerent & 1'ave-
nir des recherches dans le damaine agro-alimentaire.




Un des problémes fondamentaux de 1'agriculture est d'éviter
1'épuisement des sols. L'emploi des engrais chimiques, des pesticides et
des herbicides pose de plus un grave probléme &cologicue.

En effet, il serait vain de considérer le sol comme un as-
semblage de roches, comme un simple réservoir de minéraux dans lequel
puisent les vEgétaux. Si tel &tait le cas, le sol serait rapidemrent usé,
impropre & pramuvoir la vie en surface. Grice 3@ sa microflore, le sol
peut &tre considéré camre un "tout", un organisme vivant qui posséde une
structure qui respire, assimile, excréte, peut vieillir et méme mourir.

Les micro-organismes en équilibre entre eux mais &galement avec les plantes
et les facteurs physiques du sol entrent dans divers groupements physiolo-
giques (cycle du carbone et de l'azote en particulier) qui conf@rent la

vie & m sol.

Les sources du carbone du sol sont nambreuses : le carbone
minéral du CO, atmosphérique et des carbonates telluriques, le carbone or-
ganique des vE€gétaux et des animaux sous ses formes multiples depuis les
glucides simples jusqu'aux substances hautement polymérisées comme la cellu-
lose, au de structure camplexe, comme la lignine.

L'oxygéne et les composés hydrogénés sont généralerent pré-
sents dans le sol en quantité suffisante. Dans les sols mal drainés ot
1'oxygéne peut faire plus ou moins défaut, certains microorganismes sont
capables d'cbtenir cet &lément 3 partir de sels minéraux camme les nitrates

et les sulfates.




Quant & l'azote, c'est un &lément majeur qui est fixé dans
le sol sous plusieurs fommes. Les sources d'azote sont diverses. On peut
citer les engrais azotfs. Au début, ces engrais n'étaient pas chimiques :
c'étaient des minéraux naturels bruts, souvent d'origine organique, qui
contenaient des €léments utiles aux plantes et parfois en voie d'épuisement
dans les terres cultivées depuils des siécles : des craies phosphatées, des
cs broyés, des sylvinites brutes et toutes sortes de roches de diverses
origines. Ce n'est que plus tard, une fois 1'industrie suffisamment d&velop-
pPée, que la production d'engrais "chimiques" commenca et qu'ils se substi-
tuérent aux engrais minéraux bruts, dans une certaine mesure.

Maintenant, la plupart des engrais minéraux sont synthétisés,
c'est~3~dire chimiquement transformés, en usine, et rendus plus rapidement
assimilables par les plantes en vue de leur alimentation plus ou moins forcée.
I1 est essentiel de comnaftre la différence entre un engrais minéral brut,
came le phosphate naturel ou la craie phosphatée, et wn engrais de synthése
comme le phosphate d'ammoniaque. '

le premier reste inerte dans le sol en attendant sa mobilisa—
tion par 1'humus, réglée d'une fagon automatique par le besoin de la plante
tels que les phosphates naturels. Les phosphates naturels utilis&s par 1'agri-
culture biologique sont insolubles et restent ol le cultivateur les met., Il
peut denc en employer moins, il en reste quand méme plus en fin de culture.
Leur solubilisation est assurée par un humus actif que leur présence nourrit,
alors que les produits chimiques le dégradent en tuant la microflore.




Le second est trés diffusible dans le sol et suralimente
les plantes : les rendements sont augmentés tandis que l'excés s'écoule
avec les eaux de ruissellement pour aller polluer lacs, riviéres et eaux
souterraines... En passant, il "brfile" 1'humus, ce qui fait que les terres
cultivées aux engrais chimiques deviennent de plus en plus difficiles &
travailler, et qu'il leur faut un tonnage de plus en plus grand d'engrais
d'année en année : il en est ainsi avec les phosphates industriels dont le

. taux dans le sol baisse rapidement de sorte que :

¥ I1 faut en mettre plus pour qu'il en reste jusqu'a la fin
de la végétation, ce qui est cofiteux ;

¥ Et il y en a beaucoup plus immédiatement aprés l'épandage
qu'd la fin de la culture. les plantes sont donc successivement suralimen-
tées, puls privées, ce qui est préjudiciable § leur valeur nutritionnelle.

Il est vrai que les engrais chimiques permettent wne augmen-
tation du rendement lors des premiéres annfes de leur utilisation. Cependant,
aprés trente ou quarante ans d'épandages répétés, on constate bien souvent
une baisse des rendements des principales cultures. On est donc cbligé d'aug-
menter les quantit@s d'engrais pour assurer des rendements acceptables. Or,
en raison de la hausse du prix du pétrole, ceux-ci deviennent de plus en plus
chers. Rien que leur transport qui nécessite un cofit astronomique, & titre
d'exemple, il faudrait mobiliser continuellement environ un tiers du tonnage
maritime mondial (1) . L'excés d'engrals chimiques entratne aussi des
carences en oligo-€léments dans les plantes. L'excé®s d'azote crée une carence

en culvre qui est pour la plante un agent anti-infectieux ; on sait que le




taux de cuivre diminue fortement dans les terrains oll 1'on pratique 1'agri-
culture chimique intensive. L'exc@s de potasse entrafne une carence en ma-
gnésium responsable de certaines maladies nerveuses chez les conscommateurs (2)
L'agriculture biologique, quant 3 elle, ne consamme pas d'engrais cofiteux,

De plus, en revalorisant la flore microbienne, elle rend la terre plus meuble,
plus souple., Il faut trois fois moins d'énergie pour la remuer. Elle permet
d'autre part de récolter des plantes saines et de bonne qualité pour la

Mises d part les infimes quantit®s d'azote de l'air fixées
dans le sol par la voie physico-chimique (lors des décharges &lectriques
dans 1'atmosphére par exemple), c'est uniquement 3 quelques microorganismes
(procaryotes : 3 savoir, certaines algues et certaines bactéries) que revient
l'apanage de fixer l'azote gazeux et de renouveler .aussi constamment le stock
azoté indispensable au maintien de nouvelles synthéses vitales, La fixation
biologique d'azote apparalt comme l'un des processus fondamentaux parmi les
cycles biogéniques se déroulant dans le sol.

En effet, ce camposé essentiel de la matifre vivante, est
d'origine atmosphérique et resterait inutilisable pour toute forme de vie
végétale ou animale, sans l'existence des microorganismes.

A cOt8 des microorganismes fixant, seuls, l'azote atmosphéri-
que, le sol en recéle d'autres qui sont capables de fixer cet azote au pro-
fit de la plante avec lagquelle ils entrent en symbiose. L'irportance agro-
namique de ces derniers, avec & leur t&te 1'association Rhizobiur-l&gumineuses,

est considérable, ce qui en fit un sujet de prédilection pour maints




scientifiques dés les débuts des sciences appliquées 3@ la microbiologie du
sol ; aujourd'hul, les contributions de nombreux chercheurs enrichissent

constamment cette étude,

L'extréme importance €concmique de la fixation biologique
d'azote moléculaire ressort bien des calculs de LIPMAN et CONYBEARE ( 3)
ils évaluent pour la surface totale cultivée des U.S.2. que 60 % de l'azote
fixé par les plantes &tait dis en fait aux microorganismes : en effet, sur
les 16,45 millions de tonnes d'azote atmosphérique transformé en matigre
biologique, 9,83 millions de tonnes sont dls & l'action des microorganismes
dont 5,46 millions de tonnes attribués aux espéces du genre Rhizobium.
L'apport biclogique azoté, méme celui par.le genre Fhizcbium seul, dépasse
de beaucoup 1l'apport dont sont responsables les engrais chimiques et fumures
organiques qui n'interviennent respectivement que pour 0,48 et 2,57 millions
de tonnes. Cependant, 1'accord est encore loin d'&tre fait sur de tels chif-
fres et un bon nombre d'auteurs modernes tendent au contraire 3 minimiser le
r8le de la fixation biologique, tout au moins par les bactéries non symbio-

tiques.

Dans les assolements cérfales~luzerne, la luzerne (légumineuse
infect&e par Rhizobium meliloti) augmente les rendements céréaliers en accrois-

sant l'azote du sol et en supprimant les mauvaises herbes tout en fournissant
une nourriture plus abondante et meilleure au cheptel (4 ) . Mis 3 part son
erploi comre engrais vert , la luzerne contribue 3 l'enrichissement du sol,
soit par excrétion radiculaire de produits azotés dans le sol, soit lors du
détachement des nodules et par le reste des racines laissées au sol.




Dans les terres ol on cultive et oll se trouvent naturellement
Jes légumineuses, la flore bactérienne correspondante existe. On peut amflio-
rer son efficacité, Mais cette amélioration est limitée par les phéncménes
de capétitivité entre la souche apportée et les bactfries indigénes qui
sont plus résistantes aux agressions chimiques et biologiques du sol considéré.

Dans les terres vierges ou inadaptées 3 la culture d'une légu-
mineuse donnée, il est nécessaire d'apporter les bactéries symbiotes en gquan-
tité suffisante, mieux adaptfes aux conditions écoloéiques et particuliérement
efficientes.




DEVELOPPEMENTS RECENTS DE LA GENETIQIE DU RHIZOBIUM

—=— — — — —1

Les difficultés rencontrées dans les manipulations génétiques
ne permettent pas encore l'cbtention de souches trés efficientes.

Des études doivent &tre réalisées sur des souches isclées
de Rhizcbiur ou de mutants dans le but de d8terminer le nambre et les fonc~
tions des génes participant a la symbiose.

Des recherches devraient &tre &galement effectuées sur les
méthodes de transfert des génes et d'établissement de carte génétique afin
de trouver des noyens qui permettraient de "construire" wne souche souhaitée.

Des mutants de Rhizcbium infectieux, mais inefficients, peu-
vent &tre isoclés directement 3 partir de nodules racinaires prélevés dans
la nature : cependant, comme le géndme parental de telles souches reste
inconmu, il est inpossible de les utiliser dans des &tudes génticques compa-
ratives visant & la recherche du ou des génes qui ont subi la mutation.

Par contre, les récentes &tudes par conjugaison ont montré
que cecl n'est pas toujours un cbstacle parce que des souches inefficientes
peuvent &tre croisées avec des souches efficientes et le fonctionnement des
génes importants qui interviennent dans la symbiose peut &tre &tudiée chez
les recorbinants. Un autre moyen, utilisé depuis peu, consiste 3 isoler des
mutants inefficients obtenus en présence d'un agent mutagéne et 3 les tester

sur des plaﬁtules .




LORKIEWICZ et MEIKE (5) ont isolé des souches exigeantes
en histidine ayant perdu leur pouvoir de nodulation, leur analyse montre
qu'il s'agit plutdt d'une caractBristique particuliére du mutant. BERINGER,
JOHNSTON et WELIS (6 ) ont cons;:até que 3 % des survivants d'une souche
de Fhizcbium leguminosarum traitfe par la N-méthyl-N'-nitro-N-nitrosogquanidine

(NTG) &taient inefficients. La moiti€ de ces mutants originaux, testés sur
plantes & 26° C, se sont avérés efficients dans les mémes conditions mais 3
13° c.

D'autre part, des mutants non-modulants et inefficients ont
8t isolés par MAIER et BRILL (7 ) aprés traitement d'une souche de

Bhizobium japcnicum avec le méme agent mutagéne : ces auteurs isolent une

souche inefficiente intéressante par le fait qu'elle induit la formation de
nodules roses dus 3.la présence de leghémoglcbine conjointement synthétisée
par les deux partenaires et qui semble étre une des causes du fonctionnement
préférentiel de la nitrogénase en symbiose ('8) . L'analyse du mutant a
montré qu'il est défectueux au niveau du comosant II de la nitrogénase. Mais
il s'est avéré qu'il existe des souches de RFhizobium qui fixent librement
1'azote atmosphérique (9, 10, 11 ) ce qui camplique la campréhension des
régulations génétiques existant entre la bactérie et la plante-hSte.

En outre, des études, dans le but d'ocbtenir de nombreux muatants
inefficients différents de Rhizobium (12, 13, 14, 15, 16,17, 18) et ainsi augmenter
le "pool" de génes intervenant dans la symbiose, sont en cours dans un certain
nombre de laboratoires,de méme que leur analyse génétique.
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Certains auteurs ont remarqué que l'exigence en bases
nucléiques (19) ou la résistance 3 certains antibioticues, telle la vio-
mycine (20, 21, 22, 23,24) pouvaient constituer des crit@res de sélection
de mutants inefficients, mais aucune explication génétique n'est mise au

point.

Il est maintenant probable que d'ici quelques années, nous
pourrions avoir uné idée précise sur le nombre et l'emplacement sur le
chramosame ou sur le plasmide ou peut &tre sur les deux, des génes de
Rhizobium responsables de la symbiose.

Il a &t établi depuls plusieurs années que le transfert de
génes pouvait &tre réalisé par transformation (25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33) ou transduction (34, 35, 36) . A noter que KOWALSKI et DENARIE
(37 ) ont mis en &vidence la transduction d'un géne contrSlant 1'expression
de la fixation d'azote. La crédibilité des résultats peut &tre contestée
par le manque de contrfle au cours des expérimentations. Cependant, ces deux
processus de recombinaison n'entratnent le transfert que de petits fragments
de INA, 1'établissement d'une carte génétique serait délicate.
La conjugaison, qui implique la formation de cellules partiellement diplofdes
et le transfert de fragments assez importants de INA, est la méthode la plus
convenable pour &tablir la carte génétique. En utilisant des souches de

Bhizobium lupini qui sont capables de conjuguer, HEUMANN et ses collaborateurs

(38, 39, 40, 41, 42 ) ont pu établir l'emplacement d'un certain nombre de
génes sur le chromosome. Cependant, leurs souches ne sont pas nodulantes et
les données génétiques relatives 3 cet organisme ne sont pas utilisables
pour une analyse de la symbiose.




Ces derniéres annfes, quatre laboratoires ont publié des
cartes génétiques circulaires pour des souches de Rhizobium efficientes.
Celles-ci ont &té cbtenues par conjugaison artificielle en utilisant des

facteurs R des groupes d'incamptabilité plasmidiques P (Pl et P2),

- Par MEAIE et SIGQNER (43) pour la souche 2011 de
Riizobium meliloti.

= Par KONDOROSI et collaborateurs (44) pour la souche 41
de Rhizcbium meliloti.

- Par JULLIOT et BOISTARD (45) pour la souche 2011 de
Rhizcbium melilotd.

- Par BERINGER, HOGGAN et JOHNSTON (46) pour la souche 300

de Rhizobium lequminosarum.
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FIGURE 1 : D'aprés MEADE et SIQER (1977)
Les abréviations rif, nov et 5 fu représentent respectiverent les résis-
tances 3 la rifampicine, la novcbiocine et la 5-fluorouracile. Les chif-
fres immédiaterent au-dessous des marqueurs représentent le num@ro des
matants isolés, Chaque fléche rontre le pourcentage moyen de liaison
entre les différents marqueurs (déterminé 3 partir de 1 & 5 croisements),
avec le marqueur sélectionné situé 3 la queue de la fléche, et le mar-
queur ncn sélectionné 3 la tE2te de la fléche.
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FIGURE 2 : D'aprés MEADE et SIGNER (1977) "'iéffxl

Représentation circulaire des marqueurs ci-dessus ; ceux entre
parenthéses scnt 3 une position approximative.
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FIGURE 3 : D'aprés KONDOROSI, KISS, GORRAI,VINCZE et BANFALVI (1977)
Carte génétique de Rhizobium meliloti 41. Les localisaticns des
marqueurs cnt &té déterminées dans des croisements 3 3 points.
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FIGURE 4 : D'aprés JULLIOT et BOISTARD (1979)

Ies filtres ont été incubés pendant 22 heures. Les bactéries, remises en
suspension, ont été €talées sur les milieux s€lectifs variés sans lavage
préalable. Les chiffres représentent la quantité e transconjucants par nl
dans le volure final. 13 ol il n'y a pas de chiffre signifie que le nom~
bre de recarbinants n'est pas supfrieur 3 celui obtenu avec le RP, type
sauvage pour le méme marqueur. De méme, pour la clareté des résultats,
des croisements effectués avec les 12 plasmides, qui ne mcbilisent aucmn
marqueur & une fréguence plus grande que le RP,, ne sont pas mentiomnés.

Plasmids Genetic murkers

phels rpll Jeu$3 cyss9 met6S purs8 me:6) £Iv38 pyréb pyrTd
RP4 1,160 2,380 280 1.160 1,040 1,600 10 :gg 1.0c0 2.200 810
pGMI ISR >20,000 . 64
pGMI2¢ R 2,600 7,000 >20,000 ‘
pCMIG2 R 3,200 12,800 6,600
pGM1 51 R >20.000

poné4 leu 53
metr 6l

his 39
FIGURE 5 : D'aprés JULLIOT et BOISTARD (1979)
Origine et orientaticn des transferts favorisés par des plasmices
hybrides chez Rhizcbium meliloti 2011 : celles-ci sont traduites
des résultats donnés dans le texte.
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FIGURE 6 : D'aprés BERINGER, HOGGAN et JOHNSTON (1978)
Carte génétique circulaire de R. léguminosarum 300. les chiffres sur
les fléches du cercle interne indiquent les fréquences de co~transfert
des marqueurs choisis pour montrer la circularité en utilisant seule-
ment 7 marqueurs avec des fréquences de co-transfert de 3 3 11 %.

»
8 2
4 ] M » N ”®
2 ? »om 1 > B 7 :
Y ’ s 2 3 15 4 ) M 12 27 .
_'_A?o'ck oa':nr o wp -l( ser T met Wp spe phe  wre met ade li:b
A 2 0 L ' 1 t 1 £
1 3
- T1.%0.:69, 66 0
- — 34.48, 45, 53 b
Ay
-«0, 30, 30, 33, 32,
M. 16 .19 18.4.5 ;: l;-_’-z 13‘”
——— 19,14, 14.10, 10. 3 — pRLEt
» s —p 1n.n 19
9:5,9,6,9,5,28 19.11, 5 —— 23
14,11,8.6.11,6. 8,8 2
$6.3.3 15.6 10.7,3
8.6
3 3356714
m

@—

FIGURE 7 : D'aprés BERINGER, HOGGAN et JOHNSTON (1978)
Carte génétique préliminaire pour la souche de R. leguminosarum 300.
Les chiffres au-dessus des margueurs représentent les numéros des alléles.
Ies chiffres sur les fléches,em—dessous de la ligne, sont les pourcen-
tages de co-transfert des alléles correspondants. Chaque norbre a &té
obtenu & partir d'un croisement différent. L'crdre des marqueurs sur
la carte a ét& déterminé sur la base d'une liaison avec d'autres mar-
queurs, corme il l'est montré sur la carte, et aussi l'absence de
laison avec d'autres marqueurs.




Cependant, aucune indication concernant les caractéres
d'infectivité ou d'efficience n'a pu &tre identifide et localisée. lLes
génes de l'efficience pourraient &tre situés non pas sur le chromoscme
bactérien, mais sur un plasmide indigéne ou sur une carbinaison de ces
deux structures. les génes responsables de la fixation d'azote (appelés
génes "nif" : nitrogen-fixaticn) &taient particulidrement Studiés sur des

fixateurs libres d'azote comme Klebsiella (47, 48,49) et Azotcbacter (50, 51).

Les plasmides du groupe P, sont particuliérement utilisés pour ces
études parce qu'ils peuvent é&tre s€lectionnés gréce & leur résistance aux
antibiotiques et gréce 3 la formation de cellules partiellement diploides.
Chez ces dermiéres, l'appariement résulte du transfert d'un plasmide dans

une bactérie qui en est initialement dépourvue,

On a constaté que le plasmide peut aussi permettre le trans-
fert de INA chramosamique & une fréquence de l'ordre de 10-4.
DUNIC2N, O'GARA et TIERNEY (52,53) ont transmis, 3 l'aide du plasmide déréprimé

Rl drd 19 les génes de la fixation de l'azote de Rhizobium trifolii a

Klebsiella aerogenes en irradiant aux U.V. la souche donatrice . Aucune

explication n'a &t8 apportée sur l'importance de l'irradiation. L'avantage

pratique de ces plasmides, c'est qu'ils permettent le transfert d'importants
fragmentsde INA : par conséquent, plusieurs marqueurs génétiques peuvent &tre

transférés en méme temps. Ceci a pu étre utilisé pour positionner un nombre

de caractéres relativement faibles, A partir de la carte génétique ainsi &tablie,

d'autres génes peuvent étre placés approximativement par les méthodes de

croisement habituelles.
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Une des caractfristiques importantes de la relation symbiotique
entre le Fhizobium et les légumineuses, est la spécificité. Il ressort des
observations de JOHNSTON et BERINGER (54) sur les recambinaisons chromoso-
miques, des possibilités d'analyse géné&tique sur la spécificitd. A noter que
50 % du chranosome de Bhizobium trifolii a &té transféré piéce par piéce dans

le Rhizobium lequminosarum, mais aucun des recombinants n'a acquis la spéci-

ficité d'hdte du domneur. Cependant, un certain nonbre de travaux décrit le
transfert des génes de l'infectivité entre bactéries eppartenant & des groupes
d'inoculation différentg (55) . KLEIN, JEMISON et MATTHYSSE (56) et,
récemment, NUTI, LEPIDI, LEDEBCER et SCHILPEROORT (57), ainsi que BECHET (58)
ant démontré la présence de plasmides de taille importante dans les souches
de Rnizcbium. En outre, des auteurs (59,60) ont signalé que la perte d'un tel
Plasmide chez une souche de Rhizobium phaseoli, . et aussi de Bhizobium

trifolii, correspond & une perte d'infectivité de ces bactéries. Si le plas-
mide de taille importante est retransféré & ces souches a partir de donneurs
infectieux, ils retrouvent leur pouvoir d'infection. Donc, au moins un géne,
dont la fonction est de contrxSler l'infection, doit résider sur les plasmides
des souches qu'ils ont utilis&es. Cependant, les génes de la spécificité
d'hote peuvent ne pas &tre portés par ces plasmides : en effet, lorsque la
souche de Rhizobium trifolii dépourvu de plasmides a ét€ croisée avec une

souche efficiente de  Rhizcbium phaseoli, elle a retrouvé la capacité

de noduler le tréfle mais pas le pois (59) .Des travaux traitent du fac-
teur R 68-45 qui intervient dans la recambinaison entre Rhizobium lequminosarum

et Rhizobium meliloti ; il a &té& d&ja é&tabli, quique des recorbinants

haploides arrivaient & peine & des fréquence détectables, que la fréquence
des recombinants devait augmenter avec les porteurs de R.-primes (61).




(X)

18

Ces derniers représentent des plasmides dans lesquels une partie du chro-
mosome de Rhizobium meliloti a &té insérée et par conséquent le marqueur

chramosomique (et d'autres liés 3 ce marqueur) pourrait &tre transféré
entre des souches de Rhizobiur & haute fréquence (61) . La capacité de
fomver des diploldes partiels chez Rhizobium pourrait nous gquider & covpren—
dre l'organisation et la fonction des génes puisqu'ils peuvent permettre de
faire des &tudes de complementation et de dominance.

A 1'heuxe actuelle, nous pouvons dire qu'il existe un systéme
pour l'&tablissement de carte génétique de souches de Rhizobium & croissance
rapide (X) qui peut &tre utilisé pour faire la carte d'une maniére claire
et rapide des génes nouvellement identifiés,

Par contre, quoiqu'il soit relativement difficile d'isoler
des souches dont le pouvoir synbictique est défectueux, il est certain
que leur analyse génétique prendra une importance considérable 3 1l'avenir.

Cependant, il reste beaucoup 3 faire sur l'analyse génétique
forrelle de Rhizobium ; en effet, aucun systéme pour &tablir une carte de
souches de Rhizcbium & croissance lente (%) n'est jusqu'd présent mis au
point. Une analyse de structure doit &tre effectufe par transformation et
transduction pour compléter les cartes gé&nétiques des souches d&ja &tudiées.

Deux genres de groupes de Rhizobium se distinguent selon leur vitesse de
croissance :

Les Rhizobium & croissance rapide, de culture aisée, sur lesquels

on peut faire assez facilement des études génétiques et qui concernent :

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

-~

Les Rhizobium & croissance lente, trés difficiles & manipuler et qui nécessi-
tent un temps plus long pour atteindre approximstivement le méme développement
que le groupe précédent. Il s'agit de : R. japonicum, R. lupini, R. du "cowpea

”n

group .
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BUT DU TRAVAIL

A 1'heure actuelle, il est indispensable de connaitre
avec précision les mScanismes permettant l'assimilation de 1l'azote atmos-
phérique lors de la symbiose plante -~ bactérie afin de pouvoir améliorer
les rendements agricoles.

Dans ce travail, nous nous sammes proposés d'étudier les

caractéres génétiques liés & l'efficience.

Dans un premier temps, nous avons préparé et isolé des
mutants inefficients (incapables de fixer 1'azote atmosphérique). Parmi les
mutants inefficients isolés au coufs de cette &tude, on s'est intéressé en

particulier aux mutants auxotrophes obtenus par action de la nitrosoguanidine.

Dans un second temps, nous avens chercher 3 mettre en évi-
dence le transfert de l'efficience. Le plasmide RP, a &t€ utilisé dans les
croisements pour tenter d'am@liorer les fréquences de transfert des caractéres

étudiés (auxotrophie et efficience).
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1 - SOUCHES BACTERIENNES

Nous avons utilisé des souches de Rhizcbium meliloti de la

collection du laboratoire de microbiologie, pour vérifier leur capacité de
noduler la luzeme (Medicago sativa) et analyser leurs propriétés symbiotiques.

L'ensemble de la collection contient des souches sauvages et des mutants au-
xotrophes issus de celles-ci.

La souche sauvage 2011 provient de J. DENARIE (Versailles) .' les souches
sauvages M:N,, MgS et M) ,SN ont &té isolées au laboratoire ainsi que les
mutants qui cnt &été cbtenus par l'action de la N-methyl - N' - nitro- N -
nitrosoguanidine (NTG). Les exigences des souches mutantes sont résumées

dans le tableau suivant.

gNCMDELAmi EXIGENCES g
§ ] §
§ ! §
g A ! Isoleucine - valine g
!
g A : Isoleucine -~ valine Tryptophane g
g Aa : Isoleuwcine ~ valine Tryptophane Arginine g
g Ab : Isoleucine ~ valine Tryptophane Arginine g
§ Aa | Isoleucine - valine Tryptophane Arginine §
,g 11 ! Glycocolle ou sérine g
!
g MgSimy ! pdénine g
§ Mg ! Adénine §
§ s ! §
g M, 4y ; Méthionine ou leucine g
§ M, ,m ! 2dénine §
§ 143 ' §
§ ! §




'_g

2011m
2011m,
201 lm3
2011m,

ZOllm,.5

201 ].m6
2011my
2011mg
2011m,
201 lml 2
20Zl.lrn;.l a
ZOllmlb

2011m1c
2011mgb
2011mgc
201 1mgd
2011lmge
2011mgi
ZOlli1

20111
201114

201117

20111lo
201131 11
201111

2

2011115

201111 6

2011117

201].12 o
20'11;;2 5

Méthionine

Adénine

Tryptophane

Glycocolle

Auxotrophe non déterminé
Auxotrophe non déterminé
Muaxotrophe non déterminé
Adénine

Pyrimidine

Leucine

Méthionine Tryptophane
Méthicnine Guanine

Méthionine Isoleucine - valine
Pyrimidine Arginine
Pyrimidine Isoleucine - valine
Pyrimidine Leucine

Pyrimidine Isoleucine - valine
Pyrimidine Lactose

Isoleucine - valine

Lactose Tyrosine

Lactose Adénine

Lactose Cyst&Ine

Lactose Arginine

Ruxotrophe non déterminé
Lactose Adénine

Lactose Adénine

Lactose Adénine

", Lactose Ad&nine

Lactose Leucine
Lactose Méthicnine




D'autre part, des transconjuguants des souches de Rhizcbium
meliloti MN,(RP,) ; 2011 (RP,) et A) (RP,) ont &té sélectionnés aprés
conjugaison en utilisant la souche 2011 mgb (RP4) canre bactérie donatrice.

Leur isclement a &té effectué au cours de ce travail.

11 - BACTERIOPHAGES

Il s'agit d'une série de bactériophages appartenant @ la
collection du laboratoire, qui nous ont servi 2 typer les souches 2011 (RP,),
2011 mod rif, MN, Ry, A a str rif utilisées pendant les croisements gé&né-
tigques., Les phages utilisés sont les suivants :

Pye Por Pa3r Pgr Fopr Gor Po0 Qor Yoo € 1or Wry0 “?12? Pi3ar

k?13c' "?13!-1’ ('?1.4' CP16' q)19' q’zo' 7’21' CPzzf CFM23' LPzgngr ‘-FMs-l

111 = LEGUMINEUSES

Des essais préliminaires ont &té effectufs sur des variétés
de graines de luzerne (Medicago sativa). La variété "Magali" a &té retenue
pour son taux de germination et son appareil racinaire bien développé.




IV = MILIEUX DE CULTURE

1) Mifieu complet (RC)

Sa camposition est définie coamme suit :
Kz HPO4 988 0 00000V 08 0600000800 PER OO OOOPOSN OSBRSS

m4' mzo 00 P0G NS TCOO L0000 GO0 000 ¢S BSOSO ROEGILOSESR

Emt é hm GBS 000806008 0000000 OQ S QSO OO0 000
(Bacto Yeast Extract Difco)

Eau di-stillée qo~s-P-~ S8 5 8090000809000 CBORNIOIesO RO

1 g
0,2g
1 g
1 1

Il est ajusté & pH compris entre 7,2 et 7,5 ; sa stérili-

sation s'cpére & 120° C pendant 20 m. La source de carbane (glucose) est

additionnée 3 la concentration finale de 1 % sous forme d'une solution

stérile (105° C, 30 m).

Ce milieu est utilisé pour la pxéculture et la conserva-

tion des souches de Fhizcbium meliloti. ILe milieu est éventuellement gélosé

(RCG) & l'aide de 12 g/litre de Bacto Agar (Difco). Il est utilisé pour la

nundration des souches et la sé€lection des transconjuguants aprés addition

des antibiotiques indispensables.

2) Mitieu minimum (R)

I1 présente la composition suivante :
KZHPO4 ® 0 000 0O GO SR CO OO OSSO OINRIBSOEOESRESEIOEROTOEGOPSEOOEOPBTOEDNYS
NI'I4 m3 80600000 0000005 0800065008060 080800 ¢85 000000000088

mso4’ 7H20 G B G L OC NGO B GNP OEIOSIESNOEBINEOLNOLOLOEBTOESTS
Eau distill@ q.:s..p. S 608 NS0 OLRPOEEINIOIRSEIOINBIOETSIOES

0,5¢g
0,5¢g
0,2 g




Le pH est ajusté entre 7,2 et 7,5. La stérilisation se
fait & 120° C pendant 20 m.

Le milieu R est utilisé couramment pour les dilutions. Le
milieu de croissance est le milieu R auquel on ajoute du glucose 3 1 %, de
la biotine 2 0,0l pg/mlet de la thiamine & 0,5 pg/ml (concentrations finales).

Le milieu gélosé correspondant (RG) est obtenu par addi-
ticn de 15 g/1 de Bacto Agar (Difco) et est utilisé pour la sélection de
recarbinants aprés addition des amino-acides et des antibiotiques indispensa-
bles.

Nous avons effectué quelques essais en remplagant le
NH, NO, par (NH,;)2 SO, pour &liminer les icns nitrates et awns méme essayé
wmn milieu sans source d'azote : les résultats cbtenus n'ayant jamais &té
aussi satisfaisants que le milieu classique, c'est ce dermnier qui a &té& uti-
l\isé dans la suite de notre travail.

Elle renferme 7,5 g de Bacto Agar (Difco) par litre d'eau
distillée et est répartie 3 raison de 4 ml/tube. Sa stérilisation s'effectue a

120° pendant 20 m. Elle est utilisée pour les numérations sur boftes.

D el Lt M uit = g

Le milieu est utilisé pour détecter la lyse éventuelle
des bactéries par les phages. Sa camposition est définie comme suit :




Naz H PO4, 12 HZO;.........,.V....,.................,.Y..,. 0,45 g
Na2 SO4, 10 H20 ceessesscessasesessunsarsertsasnas 0,06 g
KN03 S eseosssesecsseascentatato e tstess o0 esee s 0,6 g
Fe Cl3 A 0,01 g
M;Clz, 6H20 R 0,1l g
Agar DifCO tinerececcastcasassscassescssccasoscenss 7,5 g
Eau distillée geSiPeccesctcccscssscccctccccccncens 1 1

Aprés ébullition, le milieu est réparti en flacons par
doses de 100 ml., La stérilisation s'effectue & 105° C pendant 30 mm. En
cas d'utilisation pour tester les souches, le milieu g€losé est liquéfié
3 60° C, des prélévements de wolure &gal 3 4 ml sont versés dans des tubes
auxquels sont ajoutés 0,3 ml de la suspention bactérienne ; on coule sur
boite contenant éu milieu RCG fructosé (le fructose est additionné & la
concentration finale de 1 % sous formme d'une solution stérile : 105° a 30 m)
et on laisse reposer pendant 10 mn. On ajoute ensuite une goutte de la sus-—
pension phagique et on incube dans l'étuve & 25° C pendant une nuit. Si la
lyse est effective, on voit apparaitre une plage claire sur la bofte.

5) Le_milieu de NICOL et THORNTON (62)

- - - -

le milieu utilisé pour la culture des graines de luzemme

présente la composition suivante




K2Hm4 ‘.“.....‘......r...l'.».l......l".»..../.».-..*..? 9}'59

mm4l 7 Hzo R 0000 CS GBI P0TNRODR000C0 00 OENGOSEOICEOLD 0’2 g

Nacl CE 00 00 000 G0 GO OEOB O 00 P00 0000 BRGSO OEBROIENDOEOTES o'1g

FEP04 LR T I B N I B RV N Y N BY BT N NN NN B N N A NN N RY RN RN B R I I R R RN ) l g

@3 (PO4)2 e 6 6 00 08B SO0 OSSR OO0 OSCERSSBROEOIBNOERSNS OB ONS 2 g

Fe Cl3 S 000 0 S0 S0 GO OO S8 0T P ON NSO HSOLOSPISIBAEDPESTOSOOSSTEDN l mldlme solmm
mére 3 10 g/1

Eau & fora% (*) 20 00 Q00 08P OB OSSN0 PSS EOIOIONONOSTOOSTS l l

(¥) obtenue du lsboratoire de la Repidase (SECLIN)

Le milieu de culture est réparti par 20 ml en tubes
de 220 mm de hauteur et 20 mm de diamétre dans lesquels a &té introduit
un support en papier fort (Whatman 3) assurant le maintien de la gra.’me
d la surface du liquide et permettant de lul garder une humidité suffisante.
Ces tubes contenant le support et le milieu liquide sont bouchés avec de la
gaze renfermant du cotcn et stérilisés par autoclavage pendant 30 mm & 105° C

(car & 120° C, on note une variation du pH).
les plantules utilisées camre témoins non inoculés, awvec

azote, sant cultivées sur le méme milieu contenant en ocutre 0,5 g de
NH4NO3 /1.

V =~ OBTENTION DE MUTANTS RESISTANTS A DIFFERENTS ANTIBIOTIQUES

Ces travaux ont &té réalisés dans le but d'isoler des mutants
de Rhizobium pour &tudier les effets des mutations sur les propriétés sym

biotiques ; d'autre part, certains mutants sont utilisés dans les croisements



génétiques en vue de la s€lectiecn de transconjugants et de reccmbinants

éventuels.

La streptamycine est utilis@e @ une concentration de
400 Pg/&nl (0,16 ml de solution stérile de streptomycine par flacon de
100 ml de milieu).

La résistance de la vicrycine est acquise 3 des concen-
trations caractéristiques utilisées pour chagque scuche. Les souches utili-
sées portent d8j3 le caractére str® et sont issues de la souche mére 2011 stra.
La sélection de bactéries résistantes & la viamycine est restrictive 3 quel-
ques souches de Fhizobium. Les bactéries sont cultivées en milieu cmplet RC
jusqu'en fin de phase exponentielle, puis 0,1 ml de cette suspension est
étalé sur des boftes de PETRI cantenant du milieu ROG additionné d'antibio-
tique 3 différentes concentrations. lLes clones apparus sont purifiés par
isolements successifs sur milieu ROG puis vérifiés sur milieu liquide (RC)
additionné de viamycine (& des concentrations de 50 pg/ml, 100 pg/ml et
150 pg/ml selon la résistance des souches isolées).

Les mutants sont analysés pour leurs propriétés symbiotiques.
Ce mode opératoire pour l'isolement de mutants résistants aux antibictiques
est valable dans ce qui suit.

nifamyceine

-~ -

La sé€lection de ces mutants est réalisée par &tapes succes-
sives, la streptamycine est utilisée & la concentration de 400 Pg/ml. Ia



rifarycine est ajout@e 3 raison de 0,5 ml d'une solution 20 mg/ml par
flacon de 100 ml de milieu (concentration finale : 100 po/ml).. La rifamy-
cine, vue son instabilité&, est remplacée par la rifampicine & la mfme dose.

- - .o dl - ————— - o

On a isolé des mutants résistants & la spectinomycine
jusqu'a 2 000 pg/ml selen les mémes modalités.

Les mutants résistants 3 la fois 3 la streptomycine et
& la rifamycine (ou & la spectinomycine) sont utilisés : soit pour analyser
leurs propriétés symbictiques, soit pour servir de souches réceptrices dans
les croisements génétiques.

VI = METHOLE DE FILTRATION

On a choisi la souche sauvage 2011 Sr° qui est caractérisée
par une sécrétion importante de polysaccharides et qui a &té rendue résis-
tante 4 la streptamycine et 3 la rifamycine (la quantité de polyosides pro-
Guits par cette souche cultivée sur le milieu de WRIGHT est de 900 : exprimée
en poids sec en pg/ml de milieu de culture) (63) . Une des colcnies résis-
tantes a la streptamwycine et & la rifamycine a &té isolée pour sa capacité
de noduler les semences de luzerne.

On fait une préculture de cette souche sur milieu riche conte-

nant 1 % de fructcse. On laisse incuber jusqu'd la phase stationnaire et on

filtre sur appareil Millipore en utilisant des filtres ayant des pores de




1,2 p de diamétre. On ajoute au filtrat un volume &gal de milieu RC frais
et on laisse croitre les bactéries de nouveau jusqu'ad ce qu'elles attei-
gnent la phase stationnaire tardive,

Ce processus est répété 10 fois pendant un rois. Ces cellules
sont ensuite dilues et &talfes sur milieu solide pour cbserver leur morpho-
logie. |

VII - METHODE D'CBTENTION ET DE CONSERVATION DES BACTERIOPHAGES

On procéde de la maniére suivante : on porte O,1 ml de la
suspension de phages dans un tube contenant 0,3 ml de la suspension bac-
térienne. On prépare ainsi 11 tubes dont un servira de témoin. On laisse 20
m sans agitation 3 température ambiante. On coule par la suite 4 ml de gélose
pour bactéricphages dans chaque tube de cette série ainsi préparée, puis en
double couche dans 11 boftes contenant du milieu RCG fructosé fralchement
coulé, On incube 3 25° C pendant une nuit. Ie lendemain, on gratte, avec un
étaleur, la couche superficielle que l'on place dans un pot & centrifuger de
50 ml (5 boftes par pot). On ajoute dans ce pot 7,5 ml de RC fructosé et
0,5 ml de chloroforme pour &liminer les bactéries prises lors du grattage.

Aprés agitation, on laisse reposer pendant 20 mm. On centri-
fuge & 12 000 g pendant 15 mn & 4° C. Le liquide surnageant est placé dans
un tube stérile, on y ajoute quelques gouttes de chloroforme. Le stock ainsi

obtenu est conservé 3 + 4° C.




VIT - METHODE DE CROISEMEN

Les souches de RFhizcbium meliloti sont précultivées jusqu'en

phase exponentielle dans le milieu coamplet glucecsé 3 1 %. les croisements
peuvent s'eflectuer :

- soit immédiatement aprés préculture ;

- soit aprés incubation dans 1'étuve 3 32° perdant une
demi~heure en afrcbiose réduite (&tat statique).

Les temps de contact varient selon les expériences considérées.

On préléve 1 ml de chague suspension ccntenant les souches a
croiser et an prépare un mélange (2 ml). On filtre sur membrane (SARTORIUS :
diamétre 35 mm, porosité 0,2 p) stérile déposée sur sppareil de filtration
(SARTORIUS réf. : M 113, 0,625 mm de diamétre) 1 ml du mélznge. Une fois
les bactéries recueillies sur le filtre, celui-ci est d8posé stérilement
dans une bolte de PETRI contenant ¢u RCG additionné de glucose ; un contact
entre les deux bactéries 3 croiser est ainsi &tabli pendant un temps déter-
miné, Aprés incubation & 32° C, la membrane est reprise, placée dans un tube
d centrifugation contenant 5 ml de milieu R, puis hamogénéisée au vortex.

. Aprés centrifugation, le culot est remis en suspension dans
5 ml de milieu R et recentrifugé pour effectuer un deuxiéme lavage. On cen-
trifuge de nouveau et cn remet en suspension dans ] ml de milieu R, Parallé-
lement, on procéde de la méme maniére pour les deux souches filtrées isolément et
qui servent de témoins pour le contrSledu tauxde réversionet de mutation spontanée.

On effectue des dilutions du milieu de croisement jusqu'a

107° ; on procéde de méme pour les deux souches té&moins.
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On préléve une partie aliquote de 0,1 ml de la dilutien
gppropriée que 1'on incorpore 4 4 ml de gélose blanche préalablement fondue
et maintenue & 60° C et que 1l'on étale sur les différents milieux de sélec-
tion, Les lectures sont faites aprés 48 heures d'incubation & 32° dans le
cas des transconjugants et des souches méres, l‘'apparition de recombinants
n'intervient qu'aprés 5 & 6 jours.

VITI - METHODE D'ISOLEMENT DES SOUCHES A PARTIR DE NOLULES

Aprés infection de jeunes plantules de luzerne par les sou-
ches bactériennes et apparition des nodules, on retire la plantule du tube
et on sectionne les racines de part et d'autre du nodule. le nodule ainsi
prélevé est introduit dans un tube contenant 2 ml d'une solution stérile de
saccharose 3 20 %. On &crase le nodule 3 l'aide de 1l'extr®mité d'un agita-
teur stérile. Cette suspension ainsi cbtenue est hanogénéis€e par agitation.
On procide 2 une série de dilutionset on étale O,1 ml de la dilution 10
sur milieu riche (RCG). Les clones apparus sont purifiés et leurs caractéres

sont analysés par méthode des répliques (64).

Cette méthode nous permet de détecter les souches infectieuses
d'un mélange de souches ayant des marqueurs génétiques bien définis.
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Le principal intér&t des Rhizcbium réside, non dans les
propriétés qui leur sont inhérentes lorsqu'ils sont envisagés seuls, mais
dans celles qu'ils manifestent en présence des légumineuses : c'est-3-dire
leur pouvoir de nodulaticn et celui de fixation d'azote. La premiére de ces
propriétés a regu le nom "d'infectivité", la seconde "d'efficience" ; mais
l'une camme 1'autre inter-réagissent avec les facteurs propres 3 1'hSte et
ne peuvent recevoir d'interprétation valable sans considération de ces
facteurs.

- - o ——— - o -

Elle s'effectue de la maniére suivante : une centaine
de graines pr@alablement trifes est déposée dans une bofte de PETRI. On
ajoute une goutte de détergent (Teepol) et on recouvre les graines de 8 ml
de chlorure mercurique & 5 °/cc dans l'eau, additionnée de 12 ml d'eau distil-
lée. On laisse agir 5 mn en agitant et ensuite on &limine cette solution
stérilement au moyen d'une pipette Pasteur branchée sur wne trampe 3 vide et
passée 3 la flamme. Puis les graines sont rincées 10 fois 3 l'eau distillée
stérile.

les graines stérilisées sont déposées alors sur la surface
d'un milieu riche (ROG glucosé) afin de contrdler la stérilité et la gemmina-

tion (20 graines/boite de PETRI).
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* Culture en_tube :
On prend stérilement 3 1l'aide d'une 8se les graines
germées sur le milieu riche (ayant une racine d'une longueur de 1 & 2 am) et
on les place sur le support dans le tube & raison d'une plantule par tube.

L'incubation est réalisée dans les conditions arbiantes du laboratoire.

® L'inoculation de_la souche & tesger :
Dés que les racines seccndaires sont apparues, on ajoute
1 ml de suspension bactérienne dans le milieu de NICCL et THORVION ; ces
bactéries sont préalablement centrifuges, lavées et reprises dans ce milieu.
Pour chaque essai, environ 106 bactéries par tube sont utilisées pour minimiser

le risque d'une réwversion.

On dit qu'une souche bactérienne de Fhizcbium est infective
quand elle est capable d'infecter les racines de certaines légumineuses et
d'y provoguer l'apparition de nodules. Ce caractére se note Inf’ ; 11 se
différencie difficilement de la spécificité d'hbte.

L'examen de chacune des souches isolées a porté sur la capa-
cité de former ("in vitro") des nodules sur une légumineuse-test. Le principe
du test est de mettre une légumineuse cultivée aseptiquement, en présence de
la souche 3 &tudier et d'cbserver s'il y a formation de nodules. Les tissus
intemes des graines étant nomalement exempts de bactéries par désinfection.

L'efficience, c'est la qualité de 1'association Rhizobium -
l&gumineuse qui aboutit 3 la fixation @'azote moléculaire. Par extension,
c'est la qualité d'une souche de Rhizobium capable d'induire une telle asso-
ciation. Le symbole du caractre est représenté par Ef




Le cantrle de l'efficience est réalisé dans les condi-
tions suivantes : aprés inoculation des souches 3 tester, les plantules,
maintenues en croissance entre 1 mois et demi et 2 mois, sont transférées
dans un flacon de 150 ml fermé hemmétiquement. On retire & l'aide d'une
seringue 17 ml d'air du flacon que 1l'on remplace par 15 ml d'acétyléme (qui
sera éventuellenent r&@duit par la nitrogénase) et 2 ml de propane (qui ser-
vira de témoin interne pour le dosage). le flacon est ensuite homogénéisé
par agitation manuelle et 1l'on préléve 3 l'aide d'une seringue un volume de
0,5 ml pour 1'injecter dans le chromatographe en phase gazeuse (Intersmat IGC,
112 F) . Ce prélévement correspond & la quantité d'éthyléne formé au temps
t =0.

Le flacon contenant la plantule est ensuite placé dans
1'étuve & 32°, 2Apreés 7 heures d'incubation, on homogénéise de nouveau le
contenu du flacon et an injecte la m8me quantité de gaz dans le chromatographe
pour mesurer la quantité d'éthyléne &ventuellement produite.

La formule appliquée pour déterminer la quantité d'éthyléne
formé aprés injection de 1'acétyléne dans le flacon est :

Hy  (Gly)
Hy (C3Hp)

Q = Nobre de p moles de C,H, produites dans le flacen

Q = C x K x

c ‘=Nonbredepmlesdec3H8 injectées dans le flacon

C= 1,27 p moles de CqHg injectées dans le flacon o
K = Coefficient deprcperticnnalité, K = 1,5 pour le rapport -Cz—%
H) = Hauteur du pic de CyH,
H, = Hauteur du pic de C3H8
C,Hy = éthylane

C3H8 = propane
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ou

Q; = quantité de C,H, produite au temps t = 7 heures
Qo = Quantité de C,H, produite au temps t = O heure

Conditions expérimentales :

- Gaz vecteur : N2

- Température du four : 50° C

- Température d'injection : 70° C

- Température du détecteur : 115° C

- Détecteur : ionisation de flamme

~ La longueur de la colonne est de 2 métres et remplie de sphérosil XOBO75

- Chramatographe : intersmat IGC, 112 F
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I = RECHERCHE DES

SOUCHES INEFFICIENTES

Le test 3 1'acétyléne (65, 66, 67, 68, 69, 70) est utilisé
dans l'évaluation de l'efficience des souches. Ce test a contribué large-
ment aux progrés scientifiques concermnant la fixation de l'azote biologi-
que grice 3 sa spécificité pour la mise en évidence de l'action enzymati-
que de la nitrogénase gui est une protéine d'origine bactfrienne codée par
les génes "nif".

Dans cette &tude, nous avons testé les souches dispanibles
appartenant a la collection du laboratoire : pammi elles, on trouve des
souches sauvages, des souches rendues résistantes 3 certains antibiotiques
et des mutants 3 exigences métaboliques diverses.

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

tieuses ou non, et d'effectuer la mesure de leur efficience.




D'autre part, 3 l'aide de procédés basés sur la filtration et
le traitement par des antibiotiques, nous awons pu obtenir un certain namwbre
de souches inefficientes. Aprés 1'étude de souches auxctrophes, notre travail
a &t& complété par 1l'analyse d'wne filiation et des propriétés des réver-

tants provenant de mutants auxotrophes inefficients.

les expériences réalisées sur la luzerme avec une série de

souches scnt toujours accompagnées d'un témoin non ineculé.

Il ne s'agit pas de faire une &tude statistique de la valeur
quantitative des mutants cbtenus concemant la fixation de l'azote atmos-
phérique (par réduction de l'acétyléne en &thyléne) mais de chercher des

clones nettement inefficients.

1) Etude_de souches sauvages

Les souches sauvages vont nous servir de t&moins dans la

suite des opérations. les résultats sont résumés dans le TABLEAU I : en parti-

culier, y sont rapportés les valeurs des poids secs moyens et le nambre de nodules

d'une plantule, ainsi que la quantité en acétyléne transformie en éthyléne aprés 7

heures ; ces valeurs ont &té établies deux rmois aprds l'infection des plantules.
Il est trés net que la quantité d'acétyléne transformSe en
éthyléne montre une différence considérable entre la luzeme infectée par une
souche sauvage et la luzeme non infectfe. la quantité d'éthyléne produite en 7
heures par la souche sauvage 2011 sm° (180. 10"2 p moles) est trés supérieure &
celle fournie par le témoin non inoculé (0,75.10":2 p moles) . On constate que le
poids sec moyen d'une plantule non inoculée aprés environ 8 semaines de culture
est sensiblement &gal & celul d'une plantule infect&e par la souche 2011 an qui

est plus efficiente que les autres souches sauvages.
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Par contre, le poids sec moyen des plantules infectées
avec la souche M9S ou la souche My 4SN est nettement plus important, bien
que les activités nitrogénasiques cbservées soient plus faibles. Le narbre

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

Signalons, en outre, que toutes les plantules infectées

par les souches sauvages de Rhizcbium meliloti présentent un aspeét ver-

doyant et continuent a croftre jusqu'a la fin de l'expérience alors que
les plantules témoins, non inoculées, cultivées sans azote, ont cammencé a
montrer des symptémes de carence azotée. Les symptdmes &taient trés nets
aprés 6 semaines : les feuilles sont jaunes (chlorose), les tiges sont
rouges, la plante est rabougrie et la croissance retardfe, aboutissant &

1a mort.

On constate dans 1'ensemble de ces résultats, que les
quantités d'acétyléne réduites sont trés différentes selon que les plan-
tules ont &té infectées ou non : ce test permet d'affimer l'efficience
pour la fixation de l'azote. Par contre, les souches efficientes ne provo-
quent pas toujours une augmentation de poids sec des plantules infectées,
dans nos conditions expérimentales ; ceci est vraisemblablement 4t 3 la
période de croissance de la plantule que nous avons du limiter 3 2 mois

pour des questions de pratiques expérimentales.

L'étude du poids sec ne représente donc pas un critére
canvenable d'efficience. Enfin, le nambre de nodules est intéressant & noter,

mais il fait intervenir 1'infectivité et non l'efficience.




Une premiére série d'expériences a consisté & tenter
d'isoler des claones non muqueux qui pourraient &tre inefficients 3 partir
de la souche sauvage 2011 (rendue résistante & la streptomycine et 3 la

rifamycine pour des raismms techniques) .
2prés 5 filtrations successives, on a isolé :

- d'une part, 21 clones non mugqueux (numerotés de C, @ Cy;). Les résultats
du dosage de la fonction nitrogénasique par la méthode de réduction de
l'acEtyléne sant donnés dans le TABLEARU II,

= d'autre part, 3 clones non mugueux récoltés aprés 6 filtrations
3 clmes non muqueux récoltfs aprés 7 filtrations
6 clmes non muqueux récoltfs aprds 8 filtrations
3 clones non mugueux récoltés aprés 9 filtrations
3 clones non mugueux récoltés aprds 10 filtrations
ont été étudiés (TABLEAU III) comparativement & certains clocnes qui sont
restés mugueux aprés 8 filtrations camme le clone S FB et le clone Iz Fg.

On note dans le TABLEAU II que le clcme C)q réduit faiblement
1'acétylene en Ethylene (0,76 102 p moles). Les clones Cy, Cy, Cp, €t Cpy
présentent une quaxatité d'éthyléne faible., Ie reste des clones montre une
activité nitrogénasique analogue, sinon légérement supérieure, & celle de la
souche 2011 str3 rif , excepté le clcne C8 qui manifeste une activité nitrogé-

nasique importante.

Il ressort du TABLEAU III que les clones CIII FG et CII Fgs

qui donnent des quantités d'éthyléne respectivement €gales & 0,77 lO-2 p moles
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et 0,3 102 p moles, manifestent une capacité trés faible pour réduire 1'acé-
tyléne. Cette quantité d'éthyléne est faible pour les clcnes CII Fo et CI F..
Les autres clones donnent des quantités d'éthyléne sensiblement €gales ou
supérieures & celle produite par la souche d'origine. Les deux clcnes muqueux
s'identifient 3 cette série de clcmes.

La technique précitfe ne nous a pas donné satisfaction pour
1'isolement d'un narbre appréciable de mutants non mugueux inefficients. Les

trois clones inefficients, C et CII Fg, recueillis sur l'ensenble

19 C111 F6
des 39 clones non mugueux, ne présentent aucun caractére marqueur ¢'auxotro-
phie, ce qui ne nous permet pas de les utiliser dans des recherches ultérieu-
. res concemant des croisements génétiques. Pour cette raison, nous avons aban=-

denné cette technique.

- . - A W - - -

Dans la littérature, il a ét8 plusieurs fois mentionné que

des mutants exigeants peuvent étre inefficients.

Nous avons d'abord étudié un enserble de souches réparties
en trois séries pour lesquelles les résultats sont rappertés dans le
TABLEAU IV, le TABLEAU V et le TABLEAU VI. Ces tableaux tiennent compte d'une
méme série de plantules non inoculées “témoin".

On remarque, dans le TABLEAU IV, que la quantité d'é&thyléne
est trop faible pour &tre mesurable pour les souches A;, A,a et 2011 Mg€. En
plus de ces souches nettement inefficientes, on note que les souches 2011 mgb,

2011 mgC et 2011 mgd ne réduisent que trés faiblement 1'acétyléne, comparative-



! | Poids ! Quantité tntale d'acttviive ! Quantité dlacdtyléne | Nembre §
Traitement des . | Exdgences dos 1 sec | transtomde en éthyldneen 7H | transformfe en ¢thyldne ! moven de §
plantules & | mmcﬁ wotrophes | FOYER ! | par la nitrccvnase en ! nocules §

luzerne 1 I d'tre | enprmolesy ! enprmoles/ 1| 7H (ehprecsrrg I par Y

] | plantule ! £flacon t mg de poids sec ! de poids sec) 1 plantule
! 1 (mg) 1 ! 1
{ ! 1 1 ! 1
1 ] i ‘ 1 H ]
Nen tnocule ! bsn | 200,07 ] gu.0? ! !
1 ! 1 1 H !
Inoaulé ! 1 1 a2 | 2 1 -2 1
A ] v 1 2,3 1 59,1 .10 1 1,33,10 ] 1,26, 10" ) 9
1 1 1 1 i 1
i ! ! ; ) !
H ] 1 1 1 H
:mc“lée avec 1 Ilv - Try 1 5,28 1} n. m. 1 n.m 1 N. M. 1 S
1 1 [} ] ! { i
] ] 1 i ] !
Inoc 1 ] i 3 1 1
a Uée avec 1 Ilv - Try - Arg t 5,86 ! Ne ‘W, § n. m, 1 Ne W 1 H]
Ay ! 1 1 1 1 1
! 1 ] ! ) )
] ) 1 1 ] 1
inoculée avec | nyeTry-Ag ! 508 ! 20,8 .02 1 68.1070 6,13. 107 TR
1 ] [} ! ] ! !
t 1 ! ! 3 L
Incculée avec H ! -2 ! -3 ! -3 !
2011 m. a 1 Mot ~ Try 1 6,9 1 37,8 .10 1 9,13.10 H 8,45. 10 ] 7
’ 1 i 1 H H ! ]
1 1 L} ! 1 §

] 1 1 1 - ! a1 B 1
Inoculés avee | Mt - Gua 1 601 § 17,6 .10% 1 4,87.167 | 419,167 16
2011n b

1 i ] ] 1 1 !
[ 3 3 3 1 1
Inoculs ! 1 : 2 ! - ! - 1
2011 m, ¢ ! Met - Ilv 1 8,68 1 20,7, 30 1 3,97.110 ] 3,29 .10 H 9
1 3 1 ] ! H ]
1 { ] 1 ! 1
Inoculée avec | A - Arg P63 | 1,6.102 | au8.167 | nom P2
21 g b 1 1 1 ! 1 1
H t ] ] § ]
Inocule swe | ¥ P56 1 o.302 1 1,29.10% | I
1 Pyx - Ilv t 5, 1 0,4 ,10 1 129 .10 1 n. m.
201wy ¢ 1 1 v 1 1 !
3 ] 1 ! ] i
1 I ] ! 1 !
Inoculée avec -2 -3 -3
{ Pyr ~ Leu ! 7,35 1 10,2 .10 1 2,37.10 ! 1,69 .10 ! 6
N1l rg 4 ! 1 o : 1 1
1 i 1 ] ! 1
1 ] 1 ! 1] ]
Inoculée avec
! Pyr ~ Ilv 1 8,18 1 n. W, 1 n. M 3 n. m. 1 6
2Ll my e 1 1 ! 1 ! 1
i % I ] t. t.
1 1 1 o ! . ! _ 1
Toculée ave | oyt - Lac 1 62 & 27,2. 1072 1 7,31.107 1 6,45,10° R
L 1 ! ! 1 1 !
1 1 i 1 1.
Incculée avec ! H ! -2 4 ~2 ! -2 !
201 1 1 ade - lac t 4,03 1 28 . 10 1 1,15.10 1 1,08 .10 ! 3
‘ 16 ! 1 ! ] ! 1
i ! H ! H H
1 ! 1 .1 I N 1
Toodlbe avee Leu - Lac 1 5,65 1 18,9.1072 | 5,557,107 1 4,89, 1073 17
0 H ) ) | ! ]
] ! 1 ! ! 1

TBLEAU IV © EVALUATION LE L'EFFICIENGE [E MUTANTS ISSUS DES SOUCHES SAUVAGES Mglly (oE A A A7 8) er 2011 STRg (b 2011v3A
B 1)
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LE TEST EST PEALISE SUR 6 PLAITULES ENTIEFES,

ne M. 1 quantil® non mes e
Itv. 1 lsoleunine valine ; Tay : Tayplophane ; Mg : Arginine ; Mt : withionine ; Gua : Guanine ;
Pyn ;3 Pyrimidine ; leu : lewcine ; Oyt s Cytosine 3 Llae : lactose ;3 Ade : Adinine




1 ! Poids | Cuantité totale d'acityline 1 Quantité d'acitylére 1 lostre §
Tralterent des Exigences des ! sec | transformfe en Géthylinc en 7 H | transfommie en Sthyldne | fojnn dn ?
plantules o | : qeauxouu:vhes 1 moyen | 1 por la nitrrafnace en | noctules §
luzerne i 1 d'me | en u mles/ 1 en proles/ 1 7 H (en proles,mg 1 pr §
1 {-plantule | £flacon | mg -de poids sec | de poids sec) { plantule g
1 t mg) o ! s t 5
 Non inodulée : bose ! om0 1 21200t | ! y
[ 1 1, [} t i
t6e 1 ' 1 - 4 2 ! -2 1
mmu avec 1 Mat 1 6,7 1282 10 1 5496 ,10 1 5,93 ,10 1 8
™ 1 1 1 ! 1 1
1 1 1 1 1, 1,
D ! 1 1 w2 ! - ! -2 i
2001 vec 1 Me I 4,38 111 .10 1 4,22.10° i 4,19 .10™ T4
b t t 1 t 1 $
: : ! 1 t {,
Incculée avec | Try : 4,21 : 63 .67 1 1,86.007 : 1,9 ,107 : 5
¥ 3 * . [ 4 . »
2011 =y 1 v 1 ! 1
1 : : 1 13 1
Inoculée avec | ! ! -2 ! -2 -2 !
2001 1. ! Gly { s,2 1130 .10 1 4,16 ,10 ] 4,13 107 t s
T4 1 $ ! 1 1 '
: 1. 1, 3 1. 1
. s 1 1 2 3 2 ! -2 1
20‘“““1. e 2vec ! Anotrophe non dStoominé ! 4,6 1 150 107 {  5,43,107° ) 5,40 .10 t 4
s fl ] fl 1 1 !
: 1, 1 1, 1 1
Inoculée H ! ! 2 2 ) 2
2611 avec 1 Aomtrephs non détermingét 7,31 ) 127 [ 10 ] 2,89 .10 1 2,86 ,10 1 n
Mg 1 i 3 f 1 3
g, : : 1 1 g
1 ! § o | <z 1 -2 ]
zonmu avec } Apotroghe non dsterminé 1 3,76 1 152 .10 1 672,10 1 6,69 + 107 I 6
) By s 1 ) 3 ! 1 : ]
= 1 1 1 L I
Inoculée ! ! ! -2 ! .3 ! -3 ! §
23‘1";'“ avec 1 Ade t 4,45 1 32,2.10° 1 8,68.10 1 8,46 .10 P s &
Ty I 1 i | 5 i 3
i 1 1 1 1 1 l'
1 i ' . 1 o - } §
Poculbe avec Py 1 4,88 1 43,6.162 | 148,102 1,45 .1072 t s
2911 mg 3 1 1 ' I !
1 : 1, [ 1 1,
Inoculée H ! ! 2 -2 4 -3 [
o1 avec ' Ieu 1 4,8 1 29,9,10 1 . 1 9,98 .10 1 7
M2 1 i 1 1 ! s
s $ t 1 ! s
TASLEAU V ¢ MESURE IE€ L’EFFICIENCE IES SIMPLES MUTANTS ISSUS IE LA SOUGME 2011  AYANT ACCUIS LE CARACTERE DE RESISTANCE
L}

A LA STREPTOMYCINE,

LE TEST EST REALISE SUR 6 PLANTULES -ENTIERES,
Gly s Glycocolle ; poux les autres abrbuistions, voir tableau 1V
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] ¢ ! Poids ! Quartité totale d'acétyline I Quantité d'acttyline | Neebre
Traitesent des | Exigences des ! sec | wranstormie en éthyldne en 7 H ! transformc en éthyldne ! moyvn da
}  plaicules de 1 xmu?: D !t roven | ! par la nitroctnase en | pecules
luzerne 1 g LOPNES 4 aime ¢ en u roles/ ! enproles/ | T H (eng O Ios, ™y i par
! lpla{:,tulc-) 1 flsomn I my & poids sec | de poids sec) 1 plantule
H 1 b 1 1 H t
i i s ! i f
Nen troculfe ' I ones | om.ac? ! o2,:.10% | H
1 [} 1) 1. 1, [}
Inoculée avec | ! ! -2 ! S ~3 !
— ! Lac - Ilv 1 10,8 ' 42,2 ,06°% 1 6,9. 10 1 6,87, 10 TR
1 1 1 1 : 1 1 5
1 i 1. 1, 1 [
Inoculée ! ! ! . ! 3 ! : -3 1
avec 1 TyT - lac 192 1 21,9 307 1 23,9.10 1 3,93.10 1 a7
20114, ! 1 1 1 ¢ 1
Iy 1 ) [ [) 1.
Inoculée ! ! ! -z ! 3 ! -3 !
; avec ! Ade - Lac ! 9,25 1 4,2 ,107° 1 7,42.10 1 7,39.10° 16
20114 1
4 1 1 ! ! 1
1 1) * [} 1, :
Tnoeu ! Arg - lac ! 9,05 ! 37,2 1072 H 6,85, 107 ! 6,82.167 Y
10 s ] ] ! ] 13
: 1 1 1 1 L
! 1 1 1 . ! - 1
Inoculée aveC | yicevophe non detemming! 7,85 ! 12,9 L1002 1 2,713,100 ! 2,70. 107 1 s
20114
1 1 ! 1 1 1 1
1 5 [} : 1 : b
Toculée avec | ! : 2 ! -3 ! -3 4 1
2011 ! e = Lac 1 s;9 & 27,8 .07 1 7,85.10 1 7,82. 10 16
412 1 ! i 1 ! 1
: ] [} 3 [} :
Inoculée avee | ! ! 2 ! -3 -3 !
sl ! Ade - Lac ! 81 1 27,8 1672 1 §,72.10 1 5,69, 10™ 16
y ! 1 ! 1 l 1
: ] [} [ [ :
1 1 1 ! . 1 B 1
Iooulks avec Me - Lac 1 9,85 1 261 672 1 441.103 1 4,38, 1072 14
17 1 1 ' ! 1 1
: I 1, 1 [} [3
] 1 1 ! 2 ! a ! -3 )
- ”m‘”“l“ avec ! Mat - Lac 1 9,13 1 34,4 .20° 1 6,27.10 1 6,24. 10" 1 8
a2 1 1 1 1 ' : :
1. 1. L 1, 1, [}
i e av 1 3 1 2 ! 3 ! ,_3 1
, ‘m“""""‘]r L avec 1 Pyr - Lac 1 10,411 34,2 .02 1 s5,47.10 1 5,44, 10 T
9 1 1 1 ! 1 1
| 1 1, 1, 13 1 ﬁ.b
- 1 1 1 1 ! ‘ i
Inoculbe avec Met / Leu 1 9,33 I 13,6 .10 1 2,42.107 1 2,39, 1073 1 s
M 1 1 1 1 i !
: 1 L 1 ) [
1 1 1 1 I - 1
Inoculbe avec Ade 105 1 .19,5 L1072 1 4,33.1670 1 4,30. 1073 t 4
My i ! 1 1 ! 1
Ioculée aves ! ! ! 2 ! S o3
1 Ade I 9,3 1 12,4 .20% 1 2,22.10 1 2,19.10 t 7
MgS =y 1 : 1 1 f 1
: ! L 1, 3 [
, I 1 1 1 ! - 1
 Inoculée avec Ade 1 7,91 65 .102% 1 1,36.107 1 1,33, 1073 16
MoS mg 1 1 [} 1 ! ]
1 1 : s ! !

TABLEAU VI ¢ DETERMINATION TE L'EFFICIENGE [ES CLONES ISSUS D€ LA soucre 2011 STRg (ce 2011 17 A 2011091
DES CLONES 1SSUS TE LA soua 'S (MgSvg €T M)
ET [ES CLONES ISSUS [E LA SOUOHE My (Mpyp €T Myyd)

LE NOMBPE IE PLANTULES UTILISEES PCUR LE TEST CORPESPOND A 6,
Tyn s+ Tyrosine ; pourn Lot autres ababuviatiors, voir tablezuv IV et V.




ment 3 la souche sauvage 2011 Sm°. Des analyses ultérieures des souches Aja

et 2011 mgd confirment clairement leur inefficience (TABLEAUX VIII et IX).

Les souches mutantes citées dans le TABLEAU V sont obtenues
par une mutation unique de la souche 2011 Sm  ainsi rendue résistante a la
streptomycine (2011 Strj). La quantité d'éthyléne formée par ces mutants est
assez importante et parfois légérement supérieure (avec la souche 2011 m; :
242 1072 ) moles) 3 celle produite par la souche mére.

Dans le TABLEAU VI, figurent les résultats cbtenus avec les
clenes (2011 i, & 2011 myl) Grivant de la souche 2011 Str; par deux mutations
successives. Ces clones montrent une activité nitrogénasique relativement
moins importante que celle de leur souche d'origine. Les souches My Smy et
M9 Smg issues de la souche Mgs, ainsi que les souches My my et M, m issues
de la souche M, 4SN donnent wne quantité d'éthyléne du méme ordre de grandeur
que leurs souches d'origine. On remarque, dans le cas des souches inefficientes,
que les nodules se forment tardivement, ils sont petits, parfois narbreux et
péles ou bien peu nanbreux mais plus volumineux et d'aspect spongieux. L'état
des plantules infectfes par les souches inefficientes est analogue & celui
des plantes témpins, c'est-a~-dire qu'on retrouve les mémes symptlmes déja men-
tionnés pour la luzerne non infectée.

Devant le faible narbre de mutants auxotrophes inefficients
trouvé, nous avons tent® de rendre quelques clones résistants 3 la viomycine,
caractére qui semblerait lié 3 1l'inefficience, pour augmenter le degré d'inef-
ficience. Les résultats obtenus sont indiqués dans le TABLEAU VII. Les mutants
résistants 3 la viomycine transforment 1'acétyléne en &thyléne moins bien que

les souches dont ils sont issus ; la souche 2011 izo Vic:loo est la seule
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exception puisque la quantité d'éthyléne cbtenue est la méme que pour la

souche 2011120.

Coamme 1'isolement des mutants résistants & la viomycine

était trés délicat 3 pratiquer, nous n'avons pas poursuivi ces &tudes.

L'inefficience trés nette de certains mutants auxotrophes
n'est-elle pas due 3 leur exigence en un facteur qui leur manque au cours
de leur dévelcppement dans le nodule ?

Il est difficile de camparer valablement l'efficience
d'une souche prototrophe avec ses mutants zuvotrophes, auxquels un facteur
peut manquer pour exprimer ses potentialités 3 fixer l'azote. C'est pourcrci
nous avons testé l'efficience de nos mutants auxotrophes "inefficients" en

présence de facteurs indispensables 3 leurs biosynthéses.

Le TABIFAU VIII montre la stabilité de la souche Aa qui
reste inefficiente m8me en présence de ses facteurs de croissance : les quun-
tités d'éthyléne produites par cette souche sont faibles et sensiblement du
méme ordre de grandeur en présence de ses exigences (2,81 10 2 ji moles) aussi
bien qu'en leur absence (1,80 1072 J moles) . De méme, le rmutant 2011 myd se
camporte de fagon identique en présence, ou en absence, de ses exigences :
les quantités d'éthyléne produites par ce mutant sont approximativement égales
en présence de Leucine (1,47 1072 ) moles) qu'en son absence (1,98 1072 } moles).
On note par contre, pour la souche A, we augrrentaiion nette de la production

d'éthyléne lorsqu'en lui ajoute son exigence.

L'ensenble de ces résultats indique que les souches Aja et
2011 'mgd restent inefficientes en ‘présence du facteur exigé pour leur croissan-
ce, alors que cette addition a des effets variables sur la souche A.




! ! Poids ! Quantité totale d'acétylline ! Quantité d'acttyléne | Narbre
Traitement des | B A ! sec | transformfc en Ethyline en 7H | transformfe en Cthyline | moyen de
plantules ce ! I‘mce:mt:- ! moyen ! ] par la nitrocfrase en ! nodules
luzerne 1 i ! d'une | en p moles/ | enpmoles/ | 7H (en proles/mg ! par
1 { planzule | acon ! mg ce poics sec ! de poids sec) | plantule
§ 1 1 img 1 ! ! i
§ ! 1 1 ! 1 1
i ] ] | 1 |
Non inoculée : G TSR R :
1 1 ! ] ! 1
Non incculée s : : -2 ! - -5 1
+ 1 I 6,98 1| 0,15, 10 ] 3,57, 10 ! 1,77. 10 J
Try 1 1 1 1 1 1
: 1 1 : 1 1
Non inoculée + | ARG -2 ! i 323, 35~ !
1 1 51 1 1,54. 10 ! 3,41.10 1 . 1
Pay + ey t R e iy AR ! : !
: 1 1, 1 1 1
° i 1 1 1 % e 1
g e 1 IS LRI 7 TP T T n. m !
o 1 1 ! 1 1 !
: 1 1 1. 1. 1,
i ] ! ll ] 1
Inocule awee i’ | H -2 -3 | -3 1
2 a : Ilv - Try 1 7,88 1 33,9. 10 ! 7,16, 10 1 7,14. 10 1 6
4 1 1 1 iy i :
incculée avec : p : ! : 2 ! -2 !
A+ ! Ilv = Try ] 2,48 1 1,00 ] 2,22.10 1 2,31. 10 1 S
) >y 1 ! 1 1 1 1
! 1 1 1 1 1.
Incculée avec | : : -2 ! - ! -4 !
Aa ] Ilv = Try = Arg 1 1838 | 1,80,10 1 3,59, 10 1 3,41, 10 1 8
1 ] 1 1 ! i !
! 1. 1 1 1. 1
Inoculéo awe | 11y -1y - Arg | o851 amoae? 1 ss.iet 8,57, 1074 13
Aja+ Try +Arg | Yy i - . 5. : e : 27, :
l 1 1, 1 1. 1
Incculée avec 3 : : -2 . =4 ! -4 !
] Pyr = lLeu } o 556808 1,98. 10 ! 5,84. 10 I 5,66, 10 ! 15
s o 1 1 ' ! ! 1
1 1 1 1 1 1
Incculte avec | Pyr - Leu |75 1 14n 107 1 33,000 3,19, 107¢ . 23
2011 m,d + Leu ’ il et F Ll
1 1 1 ! 1 ]
§ ] ! ! ! ] !

TABLEAU VIT1 § DOSAGE PE L'EFFICIENCE DES SOUGHES "INEFFICIENTES” EN PRESENCE ET EN ABSENCE DE LEURS EXIGENCES.
[ ——

LES EXIGENCES SONT AJCUTEES A RAISON E 10 pG/ML DE MILIEU,

SIX PLANTULES SONT TESTEES,

Pour les ababviations i voin tableaux 1V et V
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FIGURE 8 : ASPECT DES PLANTULES DE LUZERNE INFECTEES PAR :
A) LA SOUCHE INEFFICIENTE 2011
B) LA soucHe EFFICIENTE 2011 Mg
ON VOIT NETTEMENT LA PRESENCE DE NODULES RACINAIRES

FIGURE 9 : ASPECT DES PLANTULES DE LUZERNE CULTIVEES DANS LE MILIEU DE NICOL eT
o i THORITON, ON REMARQUE L'ASPECT VERDOYANT LES PLANTULES CULTIVEES SUR
MILIEU AZOTEE (NHy 110z) A) : ET CELLES INFECTEES AVEC LA SOUGHE EFFI
CIENTE 2011 Mg ©). LES PLANTES CULTIVEES SANS SOURCE D'AZOTE B) :
AINSI GUE CELLES NODULEES PAR LA SOUCHE INEFFICIENTE 2011 MgD AVEC
SON EXIGENCE LEUCINE E) ; ET SANS EXIGENCE D) ; SONT CHETIVES ET
MANQUENT DE CHLOROPHYLLE.
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Dans les résultats précédemment donnés, on constate que
parmi les mutants auxotrophes, quelques uns sont inefficients. L'ensemble de
ces mutants provient de mutations successives, & partir de quelques souches
sauvages. Il nous a paru intéressant d'étudier, non plus au hasard, ces mutants
pour leur efficience, mais selon leur filiation de mutagénése et de voir l'ac-

tivité des mutants réverses.

Les schémas suivants montrent la filiation des souches

inefficientes cbtenues.

MN, : sauvage
A S -
Al A
Ab Aa : Ilv Try 2ug
Aja, : Ilv Try Arg Ser

A FILIATION I conduisant 3 la souche inefficiente Aa.

w

2011 S'1:.1:3 ¢ résistant & la streptamycine
2011 mg ¢ Pyr
2011 mgd ¢ Pyr ILeu

FILIATION II aboutissant 3 la souche inefficiente 2011 mgd.



Dans la filiation I, & partir de la souche Mle prototrophe
qui est capsble de fournir un taux en &thyléne tr®s important, on a isolé le
clone A obtenu par une premiére mutation qui porte sur le caractére isoleucine
valine et qui est capable de donner aussi une quantité d'éthyléne assez impor-
tante (46,2 1072 ;i moles). Le mutant A, est cbtenu 3 partir de A par wne secon-
de mutation sur le caract@re tryptophane ; ce mutant montre une quantité
d'sthyléne faible (15,1 10 2 ji moles) par rapport & celle de la souche sau-
vage (103 10”2 J moles).

Les mutants A,a et AIb sont cbtenus a la suite d'une troi-
siéme mutaticon portant sur le caractére arginine. On note l'inefficience nette
de la souche Aja ; par contre, la souche A,b présente une quantité d'éthyléne
(25,2 1072 » moles) supérieure & celle produite par la souche A,. Cependant,

la souche Aja; est moins inefficiente que la souche A a.

Quant & la filiation II, qui conporte la souche 2011 Stry
et ses dérivés, on constate que la souche 2011 mgd qui ne donne pas une quan-
tité d'éthyléne mesurable ; elle manifeste naturellement son inefficience
vis-2-vis de la souche 2011 m (66,6 10 > j moles) dont elle dérive immédia-
tement et qui présente une activité nitrogénasique du méme ordre de grandeur
que celle de la souche mére 2011 Stry (93 102 p moles).

A pertir de la souche inefficiente Aa str rif qui est
mutée sur trois caractéres ( isoleucine~valine, tryptophane et arginine),
on a isolé en premier lieu des révertants portant sur chacun d'eux (3 clones

par caracteére).



§ 1 1 Poids | Quantitt totale d'acitylire ! Quantité d'acttyline | :':.rb.'“m ';
§ rrat ¢t dos ] 1 sec 1 transforrde en Cthylene en 7 H | transforree en fthyline | sevn e
temen 1 Exigences dos t moyen | 1 par la nitrce'nace en ! nedules
plantules ce )
] luzome 1 clanes mutants ! d'uie | enumiles/ | enpreoles/s 1} 7H (en g rr.lcs/ig ! par
" 1 1 plantule | flacen { mg de poids sec | do poids sac) 1 plantule
1 i g 4 1 1 1
: 1, % L ]
1 ! ! o ! 1 1
Non inocule : I 19,65 1 002,10 2 1 11,1678 : 1
1 t
i fi 1 —i 1 1
Yon 1neculle ! 1 2,00 ) 168,107 | sami07¢ ] 5,21, 1074 ' ’
1 t ! ! 1 ! ‘
1 1 ! i i 3
m;m ! Prototrephe | 2.86-] s,0.10° | 3a.100 | 3,00, 1073 IR
1 1 ' 1 1 !
1 1 i i 1 1
2011 {,f::)""c : Prototrophe Ve | 1 L1027 ) 4ssaa07 | 4,97, 1673 R
! 1 ! 1 i 1
1 1 i i 1 )
Inocul me; avc I Pyr } 23,08 ) es6.07 ! 28,007 | 2,80. 1673 !
1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 i i
Inoculée a 1 1 ! 1 ' , I
2011 ”g'd i Pyr - leu 1 22,59 v e il $ n. m. 1 N Mo 1 9
i 1 1 1 1 1
1 7l ) 1 i i
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Cette sélection est réalisée d la suite de cultures succes-
sives sur milieu riche et étalement sur milieu minimum additionné des amino-
acides correspondants. ILe schéma récapitulatif suivant précise les caractéres

des différents clones.

ISOLEMENT DES REVERTANTS

Schéma récapitulatif

A.a str rif (souche inefficiente : Nif-)

Souche de départ 1

Exigences : - Arginine
- Isoleucine-valine
= Tryptophane

Cultunes successives

Révertants Arginine Révertants Iscleucine.valine Révertants Tryptophane'

C;Arg CIIArg CIIIArg CIIlv CIIIlv CIIIIlV CITry CII'I‘ry CHITry

Nif Nif Nif l if

Non inféctieux

Révertants Tryptophane arginine

CITxyArg CIITryArg CIIITryArg

T\Nif/

Révertants Tryptophane arginine
Isoleucine -valine

CITry Arg Ilv CIITry Arg Ilv CIIITry Arg Ilv

| I o

Nif Nif infectieux
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les clmes testés sur des plantules de luzeme s'avérent
inefficients (TABLEAU X). Le clone Ci¢irg qui a reversé sur 1'arginine n'in-
fecte pas les plantules. On a récolté & partir du clone C,Try (réversion sur
le caractére tryptophane) d'autres révertants ot la réversion a porté sur le
caractére arginine : on a isoclé ainsi trois clones qui ont reversé sur les
caractéres tryptophane et arginine : il s'agit des clones C;Try Arg,
CIIsz Arg et CIIITry Arg. lLeur analyse fait toujours apparaitre une incapacité
de produire 1'étlyléne & partir de 1l'acétyléne.

A partir du clone Rev CITr.y Arg, on a recueilli d'autres
révertants : cette réversion est localisée sur le géne Isoleucine-valine ;
ce retour & la prototrophie montre pour les clones CITxy Arg Ilv et
CIIT::y Arg Ilv une production d'éthylé&ne trés faible attestant leur inefficience.

Le clone CIIITry Arg Ilv est de plus non infectieux.

Par ailleurs, trois autres clones ont &t€ isolés d partir
de la souche Aja str rif : les résultats cbtenus figurent au bas du TABLFAU X,
L'isolement a été réalisé sur milieu minimum g€losé additionné des deux
antibiotiques (sans sélection des étapes intermmédiaires). Ce retour global a
la prototrophie nous informe, excepté le clone C/Arg Ilv Try non infectieux,
que les clones CIIArg Ilv Try et CIIIArg Ilv Try ont une activité de réduction
de 1l'acétyléne non mesurable, qui refléte bien leur inefficience.

La perte, par reversion, des différentes exigences ne modi-

fie donc en rien l'inefficience du mutant A a str rif.,
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DISCUSSION

L'efficience caractérise la capacité des deux partenaires
(Rhizobium et légumineuse) d& réduire l'azote atrosphérique./ Cette effi-
cience caractéristique d'uﬁe souche donnée de Rhizobium n'est pas une pro-
priété immuable. Comme les caracté@res culturaux et physiologiques, elle
peut étre tributaire de phénamé@nes de variations. Ces demiéres sont dues
d plusieurs facteurs 1liés aux conditions expérimentales et au matériel uti-
lisé. les difficultés d'interprétation sont dues & 1'expérimentation qui
porte sur l'association de deux partenaires appartenant 3 des régnes
différents.

Pour contr8ler de fagon précise l'infectivité et l'efficience,
il est indispensable de maitriser toutes les conditions physico-chimiques
requises au bon dévelcppement de la bactfrie et de la plante h&te. Dans
notre expérimentation, les conditions de milieu semblent &tre satisfaisantes.
Par contre, les conditions physiques de cultures végétales ont &té variables :
les fluctuations naturelles de la température, de l'éclairage et de 1'humidité
sont susceptibles d'apporter des changements considérables dans la croissan-
ce de la luzeme. Quand les canditions de culture sont excellentes, on cons-
tate que les plantes se développent convenablement dés la germination dés
graines, la luzerme s'&panouit dans le tube entier et son aspect est verdoyant ;
aprés infection par Rhizcbium elle présente des nodules plus ou moins déve-
loppés et précoces, selan que la souche est efficiente ou non ; de méme, le
poids et la quantité d'éthyléne formée fluctuent en fonction de la souche
utilisée, Par contre, dans de mauvaises conditions, la croissance est moins

bonne dés le début du développerent de la plante ; dans ce cas, celle-ci
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peut dépérir avant que la synbicse par inoculation d'une souche efficiente
ne se manifeste : les nodules sont alors petits, blanchitres et leur acti-
vité de réduction de 1l'acétyléne est trés faible. Dans nos essais, nous
avons toujours réalisé des séries d'expérimentations dans des conditions

identiques pour pouvoir camparer les résultats obtenus.

Il est toutefois impossible de détecter l'efficience des
nodules d'aprés les différences de croissance et de développement entre
plantes inoculées et plantes témoins, d'autant plus que cette croissance
est limitée dans le temps : nous avons suivi pendant 2 mois les cultures
de plantules de luzerne. Il faut signaler que parfois les plantes non
inoculées en milieu sans azote ont une croissance oomparable a celle des
plantes inoculées aprés 2 mois de culture, ceci est vraisemblablement dQ
a l'importance des réserves azotées présentes dans les graines (71 ).
Un tel phénoméne complique la détermination de l'efficience d'ume souche
donnée.,

En outre, certaines graines manifestent une résistance a
1'infection : en effet, on note dans certains cas 1'absence de formation
de nodules qui peut s'expliquer par l'utilisation de lignées de plantes
résistantes a 1l'infection (72,73). NUTMAN a prouvé qu'avec une méme souche
de Rhizcbium trifolii, le nombre de nodules formés sur tréfle différait

beaucoup suivant la constitution génétique dé 1'hSte. Il précisa ces notions
en établissant qu'il existait, sur la racine, un nombre limité de loci capa-
bles de dcnner naissance 3 des nodules (74, 75). Ces éléments de variabilité
nous aont amené & interpréter avec précaution les valeurs de poids sec des
plantules inoculées ou des plantules témoins et, dans bien des cas, & ne

pas en tenir compte comme critére d'efficience.
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Ie test 3 l'acétyléne, qui consiste 3 doser une quantité

d'éthyléne formée 3 partir d'une quantité initiale d'acétyléne, est sujet

d des erreursd'ordre expérimental. Les erreurs peuvent porter sur la mesure
des volures d'acétyléne et de propane ajoutfs & l'aide d'une seringue dans
le flacon ; de méme, 1'homogénéisation des divers gaz dans ce dernier, ainsi
que la mesure des volumes inject®s dans le chromatographe aux temps to et t,
(aprés 7 heures d'incubation) peuvent entrafner des erreurs expérimentales.
En plus de ces variations opératoires, -un manque de précision s'explique
par la faible sensibilité de cette mSthode de détermination de quantités in-
fimes d'éthyléne, d'autant plus qu'on utilise un nonbre réduit de plantules

(5 cu 6 en moyenne).

Malgré toutes ces difficultfs & quantifier l'efficience des
souches de Rhizobium -chague expérience d'inoculation ayant été effectule
plusieurs fois-, il s'avére que les souches inefficientes sont en général
restées inefficientes, excepté les rares cas de réversion vers l'efficience ;
les souches efficientes ont donné quant 3 elles des résultats variables, mais
toujours positifs pour la réduction de 1l'acétyléne.

Dans la recherche de mutants inefficients, nous avons entrepris
la sélection de clcnes non muqueux. Le rendement cbtenu, par le processus
de filtration qui nous a permis d'isoler quelques mutants inefficients, est
faible. Ces mutants inefficients ne sont pas utilissbles dans des expériences
de transfert génétique du fait de 1'absence d'un caractére marqueur (par exem—
ple : 1l'auxotrophie :incapacité d'utiliser un sucre, etc...) permettant d'ob-

tenir des recambinants sur milieu sélectif.
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Parmi les mutants auxotrophes inefficients, on a constaté
qu'il y avait deux groupes :

~ ceux qui deviennent efficients quand on leur ajoute leurs
exigences (cas de la souche Ay) : pour ceux 13, 1'inefficience vient peut
étre du fait qu'ils ne trouvent pas dans la plante les substances indis-
pensables (tryptophane) pour faire les synthéses protéiques nécessaires a
la fixation de 1'azote. Cette hypothése ne parait pas exacte puisque la
souche A b présentant les mémes exigences (en plus de l'arginine) est relati-
vement efficiente en absence de ces produits. lLe tryptophane est un acide
aminé utilisé dans le métabolisme de la plante pour la synthése de l'acide
indol acétique, par exemple. On peut interpréter le retour & l'efficience
de la souche 2, par le fait que la plante détoume le tryptophane endogéne

d son profit et l'utilise pour son développement.

= ceux qui restent inefficients méme lorsqu'on leur apporte
leurs exigences, telle la souche Aja. On pourrait penser que 1l'arginine est
indispensable pour que cette souche manifeste son efficience. Cette hypothése
n'est pas vraie ; en effet, la souche Alb est relativement efficiente et
posséde les mémes exigences que la souche A,a dont 1'arginine qu'elle est
incapable de synthétiser. Cette efficience réelle est confirmée par les
révertants redevenus prototrophes et qui sont restés inefficients.

Entre autre, on peut expliquer l'incchérence de cette
filiation par les clonages successifs qui ont été réalisés en vue de la mise
en collection de chaque souche, ainsi que par les mutations effectufes pour
leur obtention. En effet, l'isolement de la souche inefficiente A a est obte-
nu a la suite d'une série de clonages au hasard : un premier clonage de la

souche A, puls une mutation qui conduit a la souche A, suivie d'un nouveau




clonage pour tester les caractéres isoleucine-valine, tryptophane et arginine
de cette souche ; un troisiéme clonage est effectué avant la mise en collec~
tion. Au cours de ces opérations, on peut aussi bien piquer des clones effi-
cients qu'inefficients sans qu'on le sache, car on n'a pas encore des procé-
dés biochimiques pour tester l'efficience qui ne peut &tre détecte actuelle-
ment que par passage sur la plante-hGte et analyse par la chroamatographie en
phase gazeuse. La filiation est donc réellement plus complexe qu'il n'apparait

sur le schéma de la page 52 .
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11 - ETUDE DU TRANSFERT

| :
E DE L' 'EFFICIENCE E

L'efficience est-elle transférable d'une bactérie efficiente
d une bactfrie inefficiente ? Les &tudes expérimentales réalisées jusqu'ad
présent dans la recherche du transfert de marqueurs génétiques (résistance
et auxotrophie) n'ont données que des résultats fragmentaires : les trans-
ferts se font toujours & fréquence trés faible chez Rhizchbium, méme en

utilisant leplasmide RPy pour wne amélioraticn des conjugaisans ( 76 ).

Pour rechercher un transfert éventuel de l'efficience & des
mutants inefficients, il faudrait analyser plusieurs milliers de clcnes
afin de déteminer l'efficience des recombinants, ce qui nécessite un nombre
considérable de ?lantnles pour les tester. L'identification et la sélection
de tels recanbinants ne peuvent &tre concrétisées que par 1l'inoculation de
la plante hdte. Nous nous samres demrandés, s'il n'était pas possible de sélec—
tionner les bactéries efficientes parmi les inefficientes en effectuant 1'ino-
culation du mélange & des plantuies ; on peut alors partir de 1l'hypothése
qu'une bactérie efficiente doit awoir un avantage sé&lectif au niveau des

nodules par rapport aux bactfries inefficientes.
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On s'est proposé de faire une analyse dans wune population
bactérienne composée par un mélange d'une dizaine de cellules efficientes
(qui pourraient &tre, le cas &chéant, des recombinants) et de 10° cellules
inefficientes : il s'agit de savoir si ces cellules efficientes sont capa-
bles d'induire des nodules malgré leur nambre zestreint. Ceci nous améne
d étudier la campétition entre une souche efficiente et une souche ineffi-
ciente. Aprés l'infection mixte (10 cellules infectieuses et efficientes
+ 10° cellules infectieuses et inefficientes) de la luzeme, on recherchera

si les nodules formés contierment des bactéries efficientes ou non.

1) Essai _de sZlection des bactinies efficientes dans_une
poputation_inefficiente

Les mélanges artificiels qu'cn se propose de réaliser

vent nous permettre de clarifier le phénaréne de compétition "in vitro".
On évalue l'activité nitrogénasique des plantules ayant subi une infec—

tion mixte de bactéries efficientes et inefficientes.

On a sélectionné pour cet essai, les souches suivantes :
2011 (RP,) : efficiente, A (RP 4) : inefficiente, Aa str rif (Ala str
spc) ¢ inefficiente.

On s'est d'abord intéressé au mélange formé par la souche
efficiente 2011 (pp 4) et la souche inefficiente Ala str rif. Apré&s culture
de la luzerne dans le milieu de NICOL et THORNTON, sans addition des acides
aminés (donc dépourvu de toute source d'azote), on effectue 1'inoculation

des plantules par le m€lange des deux souches dans les conditions suivantes :
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pour chaque essai, le nombre de bactéries inefficientes Aa str rif est de

108 ou lO9 dans 20 ml de milieu ; par contre, le narbre de bactéries de la

souche efficiente varie de 10 & 106. les deux souches sont inoculées simul-
tanérent. Parallélement, des essais sont réalisés avec chacune des souches :
pour la souche 2011 (RP 4) lO6 bactéries dans 20 ml de milieu et pour la

9

souche Ala str rif lo8 et 10” bactéries dans 20 ml de milieu ont ét& utilisés

pour l'inoculation.

Aprés l'isolement et la purification des clones cbtenus
d partir de trois nodules provenant de luzeme inoculée avec le mélange I
(10 bactéries enviran de la souche 2011 (RP,) + 108 bactéries de la souche
Aja str rif). La purification est réalisée sur milieu riche gélosé (RCG)
additionné de glucose. On a utilisé la méthode des répliques de LEDERBERG
(64) qui nous permet d'identifier les clones purifiés. Dans le tableau qui
suit, on indique les souches bactériennes susceptibles de se développer sur

les milieux utilisés pour étudier les clones répliqués.
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Les résultats obtenus d@ la suite des répliques sont

! ! ! ! §
RG | RGT, | RG str rif, ROG str rif ROGStrrif T g
A ! B ! D 1 C ! E §
! ! ! ! §

1 ! ! ' §

M 0 A :
! ! ! ! §

! ! ! ! §

! ! ! ! §

! ! ! ! §
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TABLEAU XII ¢ NOMBRE DE CLONES PREALABLEMENT PURIFIES SUR MILIEU RICHE
g R GELOSE (RCG) ET REPIQUES SUR DIFFERENTS MILIEUX,
(LES CLONES SONT ISSUS DE NODULES APRES INFECTION DE PLANTULES
DE LUZERNE PAR LE MELANGE [),

Il apparait que presque tous les clones dérivent de la souche

2011 (RP4) comme le montre la photo de la FIGURE 10.

B Cc | D E o i

FIGURE 10 : Aspect des répliques obtenues d partir de nodules (nodule 3)
de plantules ayant subies wne infection mixte (voir résultats
TABLEAU XII).
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La méme cpération est réalisée avec le mé€lange II conte-

nant lO5 bactéries de la souche 2011 (RP 4) et lO8 bactéries de la souche

Al sty y4€,

§ ilieux! ! ! ! ! Hhng
§ ] ®G | BG T, ! BGstrrif! BCG str rif ! RCG ,f,tr rif ¢
§Nodules\_ ! ! ! ! ! & §
§ ! ! ! ! 1 §
§ ! ! ! ! 1 §

NODUIE 1 ! 61 ! 61 ! o) ! o) ! o)

§ ! ! ! ! ! g
§ ! ! ! ! ! §
§ NODUIE 2 ! 65 ! 64 ! o) ! o) ! o) §
§ ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! §
§ NODULE 3 ! 61 ! 61 ! o) ! o) ! o) §
§ ! ! ! ! ! §

|

TABLEAU XIII : NOMBRE DE CLONES PREALABLEMENT PURIFIES SUR MILIEU RICHE
e GELOSE (RCG) ET REPIQUES SUR DIFFERENTS MILIEUX,
(LES CLONES SONT ISSUS DE NODULES APRES INFECTION DE PLANTULES
DE LUZERNE PAR LE MELANGE [I).

On constate ici aussi que seule la souche 2011 (RP4) a
provoqué la formation de nodules : en effet, aucune bactérie ne se développe
sur les milieux RC str rif, RCG str rif et RCG str rif T, pouvant mettre en
évidence éventuellement la présence de la souche A a str rif ou de transconju-
gants A,a (RP,). Il semblerait donc que les souches efficientes présentent
un avantage sélectif considérable par rapport aux souches inefficientes au
niveau des nodules en particulier au cours de la premiére manipulation ol on
a mélangé 10 cellules efficientes et lo8 cellules inefficientes tous les no~

dules contiennent des cellules efficientes.
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I1 peut aussi s'agir d'un avantage sélectif du a 1l'effi-
cience de la souche 2011 (RP,) ou d'un avantage de la souche 2011 (RP,) du

3 sa prototrcphie vis-a-vis du mutant.

A la suite de ces résultats, on a &été amené 3 numérer les
souches présentes dans le milieu de culture de NICOL et THORNTON afin 4'étu-
dier wne &ventuelle multiplication des bactéries efficientes au cours au

avant la nodulaticn.

On effectue des dilutions a partir de 2 tubes contenant
une soluticn mére de NICOL et THORNTON oll ont &t&€ cultivées des plantules
de luzeme infectées par les 2 souches 2011 (RP4) et A2 str rif, lLes
nurérations réalisées pour des proportions différentes des bactéries sont
rapportées dans les TABLEAUX XIV et XV.
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!Dilutions

ESSAIS Milieux ROG str RCG str T

-4

10 356 211 52

Essai n°® 1 32

357

M
8

Essai n° 2 137 32

17
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TABLEAU XIV : NUMERATION DU MELANGE DES DEUX SOUCHES INOCULEES SIMULTANEMENT DANS LES PROPORTIONS SUIVANTES i
- 2011 (RPy) (10 BACTERIES/20 ML DE MILIEU)

- AjA sTR RIF (108 BACTERIES/20 ML TE MILIEU)

L' INOCULATION A ETE REALISEE 2 MOIS AUPARAVANT, L'EXPERIENCE A ETE EFFECTUEE A LA TEMPERATURE AMBIANTE,

- Pour LES NUMERATIONS, 0.1 ML DE CHAQUE DILUTION BACTERIENNE EST UTILISEs

/mnp

o



§ ! Milieux ! ! ! ! §
g ESSATLS s : RCG : RGT : RCG str ! ROG str T g
§ ! ! ! ! ! 5
§ ! -4 ! ! ! ! §
, 10 , 152 ! 57 s 10 ! 0 |
g ! ! ‘ ! ! ! §
g Essain® 1 | 107 , 19 ! 4 ; 1 : o) g
! ! ] ] 1 £
g 1 -6 ! ! ! ! g
3 , 10 . 4 ! 1 5 0 i 0 g
! ! ! ! ! §
s ! -4 ! ! ! ! g
g , 10 ) 789 , 458 ) 30 ) 0 g
§ : ! : ! ! §
g Essain® 2 | 107 : 85 : 63 : 2 : 0 g
§ ! ! ! ! ! §
3 , 10° I . i 5 i 0 ! 0 :
§ ! ! ! ! ! §
TABLEAU XV i NUMERATION DU MELANGE DES DEUX SOUCHES INOCULEES DANS LES PROPORTIONS SUIVANTES :

CONDITIONS IDENTIQUES A CELLES DU TABLEAU XIV

- 2011 (RPy (10° BACTERIES/20 ML DE MILIEU)
~ AjA STR RIF (108 BACTERIES/20 ML DE MILIEU)

L
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On constate, d'aprés le TABLEAU XIV, que, dans le cas
ol 10 bactéries de la souche 2011 (RP4) sont introduites dans le tube,
celles-ci proliférent jusqu'ad atteindre un navbre de l'ordre de 6.108 dans
les 20 ml de la solution de NICCOL et THORNTON. Par contre, dans les mémes
conditions opératoires, pour la souche Aa str rif, on note une stagnation,

voire une légére diminution du narbre de bactfries dans le milieu.

On note également une augmentation du narbre de bactéries
de la souche 2011 (RP4) dans le milieu de culture lorsque 10° bactéries
sont introduites initialement dans le tube (TABLEAU XV). 13 encore, on note

la oconstance relative du nombre de bactéries de la souche Ala str rif.

Cette étude a port® aussi sur l'activité nitrogénasique
des mélanges de bactéries étudiés précédemment. Elle concerne les plantules
infectées par les différents clones seuls ou en mélange en proportions
diverses (TABLEAU XVI). D'une part, les quantités d'éthyléne produites par
les 2 souches inoculées séparément montrent bien que la souche 2011 (RP,)
est efficiente et la souche Aja str rif est inefficiente, D'autre part,
dans les nxélangeé effectués, on note une production d'éthyléne analogue &
celle produite par la souche témoin 2011 (RP,).




& ! 1 Peids Quantit totale d'actiyline I Quantiu: dlacityline | Nertre
. iharbre de! sec | transfore en éthyline en TH | transfor= en &tiwline | roven do
Traiterent des plantules Iplantules! mojen ! par la nitrosnace en ! nodules
de luzerne ! testées ! d'une ! en u roles/ ! enpuroles/ ! 7 H (en 'y Toics/tg ! par
i tplantule £laomn ! mg de poics sec | Ge poids sec) ! plantule
! I (rg) ! H [ !
3 ! 1 ! 1 3
 Nen inoculée i 0o | se2 ] o8e.10% ! 102,10 ! !
J b
! -} ! t ¢ P £
Inoculée ! ! 1 ~2 ! -3 ! -3 !
E aec 1 7 1103 1 1006.,10° 1 1,39 .10° | 1,28 , 10 t 13
o1 () 108
4 H ! ! ) ! ]
i 3 } t 4 H
1 1 1 - !} P 1
Inoculte avee  , agerp£20® 1 7 1 9M 1 0ds. 1072 | 7,02.16° | n. m 17
1 ! ! 1 ! 1
1 i 1 ! ! 1
Incculée avec a ! [ H =2 1 y -3 1 " -3 !
2011 (Fp) 10 +Aastrmigae® 1 2 P %3100 LS5.007 L. a0 1 ®
. ! ) ! ] ] !
-3 ! 1 1 ! 1
Incculée avec. ' 1 1 1 . -2 1 -3 1 . =3 |
200 () 10° +mastrmered 0 15 2H.00 0 LBL.00 0 L6400 18
1 1 ! 3 ! !
! ! 1 2 i 3 ] 3 !
Incculée avec, ! 1 r. -2 1 =3 ! = 1y
2011 (94) J.93 . Al‘ str Tif 108 ! 7 ! 7,66 s 7,69 . 10 i 1,43 . 10 ! 1,32 , 10 1 10
1 3 1 ] ! [}
] 4 1 ! ] t
Incculée avec S (] s ! =2 1 we ! 5,07 =4 1
01 () 108 + Aqa str rif J.Os ! 8 ' 11,82 1 5,62 . 10 1 6,09 . 10 : 5,07 . 10 \ 12
iy ! 1 ] s !
i H H 2 ] 3 ] 3 H
Inoculée avec, 1 ] 1 =2 1 -3 1 ¢ i H
2001 (7)) 16° +Ajastrziga0® ¢ 7 1 M08, 1606107 282,107, 241 . 10 1
) 1 ! 1} ) ! )
1 1 ) ) ! !
Incculée avec ] 1 1 . =2 1 9,79 . m‘e 1 e M 1 32
Mastrmew® o 6 00 00.0T 9, ! !
! 1 { ] H 3
! ! ] H 3 1 3 t
Inoculée avec 1 ! 1 -2 1 -3 1 ) - 1
2011 (PP4) 10 + A st= -y 109 1 5 ' 11,57 1 8,88 . 10 : 1,3 .10 1 1,42 , 10 : 14
t ! 1 !
] ] i H a ! 3 )
Inoculée avec, 1 ) 1 -2 1 -3 ! % 1
2011 (P4) 107 + ;.1,3 str oif 109 1 7 ! 9,59 1 9,94 . 10 ! 1,48 . 10 IR 1,37 . 10 i 10
H 1 L} H ! !
1 ! k) ) H 3 H 3 !
Incculée a ] ] 1 ~2 1 =3 1 -. 13
00 (@) 100 +Aastrme’ ¢ & 00, 1e.10° 293,107, 282.10 ;8
1 ! ! 1 ! H
) 1 H 2 ! 3 1 N 1
Inoculée avec 1 1 1 -2 1 ) -3 ! ; - 1
2011 (”‘) 104 *Al’ stz oif 109 1 s ' 9,72 i 10,41 ., 10 s 2,14 . 10 1 2,03 . 10 1 9
H ] § ] ! !
] 1 i 1 - 1 - !
Inoculée avec, 1 1 y ! =2 ! 1 [ 9
2011 (FPy) 10 + Aja str rif 0 1 7 By .00 6900 5,89 . 10 1
! 1 ] 1 1 1
] 1 i 1 - ! - i
Incculée avec ! 1 ] =2 ! ! !
2011 (PP4) 106 . Al‘ str rif 109 1 7 N 15,04 1 7,9 . 10 1 7,49 . 10 ' 6,47 ., 10 ! 15
1 ! ! 1 ] 1
H 1 ! 1 1 1

TABLEAU XVI 3 DETERVINATION TE L'ACTIVITE NITROGENASIQUE ¢
= [€ LA souo€ 2011 (FFy)  1IC BACTERIES/20 ML TE MILIEV
= IE LA SUCHE AJA STR RIF 108 7 108 BACTERIES/Z0 ML DE MILIEU
=~ DES MELWGES : {201.1 (PP e 10 A 12”7 BacTERIES/20 M. DE MILIEU
Aja sTR R1F 10 _ BACTERIES/20 ML IC MILIEU
{20].1 (rPy) pe 10 A 10° mactzetzs/20 L e MILIEU
Aja st riF 107 BACTERIES/20 M. B MILIEU
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Des résultats des expériences décrites au paragraphe précé-
dent, il apparait que la souche prototrophe 2011 (RP,) prend rapidement 1l'avan-
tage sur la souche auxotrophe A,a str rif en milieu de NIQOL et THORNTON en
présence de luzerne. Pourtant, on sait que lors de la gemination, puis au cours
de la croissance, les plantules donnent des exsudats racinaires, riches en
amino-acides, capables de favoriser la croissance des mutants auxotrophes. Pour
€lucider ce point, nous avons camplét€ nos recherches en utilisant d'une part
le mElange de souches utilisé auparavant et d'autre part un autre mélange dans
lequel la souche 2011 (RP,) a &té remplacfe par le mutant A, qui a regu le
facteur (RP,) (ce qui pemmet sa sélection dans un mélange contenant la souche
A,a str rif). Les deux mutants Ay (RP 4) et Aja str rif sont inefficients et

1
sant issus de la souche MS Nl‘

Les proportions des m€langes préparés sont les suivantes :

2011 (RP4) 3 raison de 10 bactéries dans 20 ml de milieu
NICOL et THORNTON

Mélange III
Aja str rif 3 raison de 108 bactéries dans 20 ml de milieu
NICOL et THORNTON
A (1@4) d raison de 10 bactéfries dans 20 ml de milieu
NICOL et THORNTON
MElange IV

Ala str rif 3 raison de 108 bactéries dans 20 ml de milieu

Pour étudier 1l'influence sur la croissance des bactéries au-
xotrophes des métabolites excrétés dans le milieu par la plante-h&te, nous avons
effectué des numérations de milieu de culture avec et sans plantules. Les numé-
rations sont réalisées & 1l'apparition des premiers nodules, c'est-&-dire une
dizaine de jours apr@s infection de la plante par la bactérie ; les milieux ne
cantenant pas de plantules sont numérés aprés le méme intervalle de temps.

Les résultats sont rapportés dans les TABLEAUX XVII et XVIII.
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§ o ! ! ! ! ! §
§Souches Milieux I RG ! ReTe ! Tt ypgstr 1 FC g
4 L Ilv Try str Tc
[} 1 1 ! 1
§ (pantics. pou ' ' X 8
s | i ] ] ! g
§ ! ! ! ! ! §
§ 2011 (RP 14,2.10" ! 2,69.10"1 ! ! §
§ (10 bactérn.es) ! bac./ml ! bac./ml ! ! ! g
! ! ! ! !
g ! ! ! ot ! §
§ 2, (RP,) 10,14.10" ! ! 0,10.10"! ! §
g (Yo badteries) | bac./ml ! ! bac./ml ! ! g
! ! ! ! !
§ ! ! ! ! ;! §
§ a asstr rif '0,40.107 ! ! ! 0,41.10! §
§ (} bactéries) ! bac./ml ! ! ! bac./ml ! g
! ! ! ! !
g 1 ! ! ! ! §
1 1
S Mélinge I ba '2,81. 1o7i 0,94.107!! : 0,65.107i _ g
§ 201 (RP,) (108 ctéries) ! bac./ml | bac./ml bac. /ml
§ Aja str rif : (10° bactéries)! ! y ! ! . ! g
§ ! ! ! ! !
§ ! ! ! ! ! §
§ MElange IV ! 7! ! ! 7! §
§a, (RR,) : (105 bactéries)! Pr4°-10 to- 1 o3B30, g
§ Ala stf rif : (10° bactéries)! Pa+/M | !  bac./ml §
§ ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! §

TABLEAU XVII : NUMERATIONS DES DIVERSES SOUCHES AYANT SERVI A L’INOCULATION DE

PLANTULES (SEULES OU EN MELANGE) APRES APPARITION DES PREMIERS
NODULES «

LES NUMERATIONS ONT ETE REALISEES 10 JOURS APRES INFECTION.

LA CULTURE EST EFFECTUEE A TEMPERATURE AVBIANTE,

La numération montre bien encore une fois que la soﬁche
2011 (RP,) s'est multipliée dans le milieu de culture ainsi que la souche
A, (RP,) lorsqu'elle est seule. Par contre, pour la souche Aja str rif, on
note une baisse numérique analogue & celle que nous avons déjé remarquée
(TABLEAUX XIV et XV). Il faut signaler la non prolifération de la souche‘
Al (RP 4) dans le mélange effectué ci-dessus : elle est due vraisenblablement a

l'utilisation par les nombreuses cellules de la souche A,a str rif de la tota-

lité des substrats indispensables aux quelques cellules de la souche A, (RP 4) .
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§ . ! ! ! ! ! §
- Milieux , RG Tc + RCG
gs(,oughi.i,té oy : RCG : RG Tc : Ilv Try : RCG str : str To g
2 Mg miiey) - | ; X ; ; 3
§ ! ! ! ! ! §
§ 2011 (RP,) 1 1,62.10'! 0,54.10'1 ! ! §
§ (10 bactéries) ! bac./ml ! bac./ml ! ! ! §
! ! ! 1 1
§ ! ! ! ! 2
g Al (rP 4) : non réalisée : : : g
§ ! ' ! ! ! §
§ ! ! 1 ! ! §
§ Ajagstr rif 1 0,10.10'} ! 1 0,15.1071 §
g do bactéries) ! bac./ml ! ! ! bac./ml ! g
! ! ! ! !
§ ! ! ! ! ! §
§ MElange TII ! 7t 71 ! 71 §
, 0,79.10"; 0,08.10 0,07.10
§ 2011 (Rp,) : (10, bactéries)! !/ g ! g4 ! - §
§ Ala str :‘tl‘if : (108 bactéries) ! bac. /mL ! bac./ml ! ! bac. /ml ! g
§ ! ! ! ! ! '
§ ! ! ! ! ! §
§ MBlange IV ' o807 ! ! 5 09.107" - §
§ 2 (R, : (10g bactéries)! [/~ }ml ! ! - ' e }ml ! §
g Ala st rif : (10 bactéries)! . ] !  Pac./ ] §
! ! ! ! ! §

TABLEAU XVIII

NUMERATIONS DES BIVERSES SOUCHES (SEULES OU EN MELANGE)

CULTIVEES DANS LE MILIEU DE NICOL et THORNTON EN ABSENCE DE

PLANTULES,

LE MILIEU DE CULTURE EST MAINTENU SOUS AGITATION A TEMPERA-

TURE DE 32° C.,

On note bien la prolifération de la souche 2011 (RP 4) meme

en absence de plantule. Mais dans tous les cas, un nombre de cellules est

nettement plus faible qu'en présence de luzerne (TABLEAU XVII).

ot e~
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Les résultats concernant l'activité nitrogénasique sont
indiqués dans le TABLEAU IXX : la souche 2011 (RP4) montre une activité
nitrogénasique assez importante ; celle-ci est retrouvée dans le mélange
III. Par contre, les souches Al (RP4) et Aja str rif, come auparavant,
dannent une quantité d'éthyléne trés faible qui refléte bien leur ineffi-
cience, Ce résultat est confirmé avec le mélange IV contenant 10 bactéries

A1 (RP 4) et 108 bactéries Ala str rif.
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§ ] [} 1 Poids ! Quantité totale d'acttyléne 1 Quantité d'acttyline 1| Nerbre
Tratitement des {Narbre de! Exigences des | sec ! transfonmfe en Cthyline en 7H | transfomie en fthyline | noyen de
plantules de tplantules! souches 1 royen i | par la nitreainase en | nodules
luzerne | testées | awotrophes | d'unte! enjunoles/ ! enpmles/ | 7TH (ehy ToLes/rg [} Far
1 1 | plantulei £lacen ! m3 de poids sec | de poids sec) { plantule
I 1 1 mg) "t f 1 t
1 1 ] 1 2 ! . 1
Non inoculfe i H 1 22,83 | 0,76 . 10 1 8,33 .,10 1 1
? d 1 ) } 1 13
! 1 ] { ! ) ]
Inoculée avec t ! ! 1 2 ! . 1 -3 !
2011 (RP,} 1 13 sauvace 1 17,51 ) 84,04 , 10 1 3,69, 10 ! 3,60 . 10 1 19
10 bac./tube 1 1 1 1 | ! 1
1 1 1 ! 1 1 ]
t t ] 1 ) { 1
Inoculée avec s ] i t 2 ! - ! t
) 1 6 3 TwvTy 3 24361 0,5, 20 1 3,62, 10 1 n. Mo ! 4
16 bac/tuhe ! ! 1 ! $ $ 1 £
i ! ] ! H L t
) ! ! ) 1 ) )
Inoculée avec 1 1 ! 1 1 1 1
Ap str rif 1 5 { vTryag ! 19,88 R. e 1 Be B ! n. o 1 8
107 bac/tube 1 H L} i ! ! 1
R _.} ] 1 1 1 1 1
] ) 1 } ) ) 1
ngcul&: avec ! 1 ! § 1§ : :
MGlange TIT t r 1 1 - ! - -
011 (w2, t 10 1 MR, o062 1 126 .10° 1 S,11.107 5,02 . 107 119
10 bac,./tube 1 ] 4 ! ) : :
Asa sty rif ! ! ' 1 t t
1 16 bac./eube 1 g BTy AS ' t i '
t ] 1 i ) 1 1
] ) 1 1 ) 1 H
Inoculée avec 1 1 ] ! ] : i
mlanqe v ! [} ] ] ]
A, (RP 1 4 1 T o8 1 a. m ! n. m 1 n. = t s
1y bac./tube 1 1 ! 1 1 1 :
A8 sty rif i | B 1 1 1 1
1% 208 bac./tube 1 1 N Ty Ay, : b L :
! ! !

TABLEAU 1XX ¢ DETERMINATICN DE L'EFFICIENCE DES DIVERSES SOUCHES (SEULES OU EN MELANGE)., MESUREE TEUX MOIS APRES INFECTION
TE PLANTULES D€ LLZERNE,

R, M, ¢ quantits non mesutable
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Les exsudats racinaires pemmettent-ils la croissance des

souches auxotrophes ?

On constate que la croissance de la souche auxotrophe
Aa str rif reste faible, que ce soit en présence ocu en absence de plan-
tules (donc d‘'exsudats racinaires) . Par contre, la souche A, (RP,) se cam~
porte comme la souche 2011 (RP 4) en présence des plantules : ceci rontre
que les exsudats racinaires contiennent suffisamment de substrats pour

assurer la croissance d'une scuche auxotrcphe.

Dans le mélange III qui contient les souches 201l (RP,) et
Aa str rif (TABLEAU XVII), la compétition est en faveur de la souche
2011 (RP4) -3 cet avantage s€lectif de la souche 2011 (RP 4) par rapport a
la souche A,a str rif est trés prabablement 1i€ & la prototrcphie et |
peut-€tre aussi 1lié au caractére de l'efficience.
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Les difficultés d'interprétation des expériences portent
aussi sur le devenir des Rhizobium dans les nodules. En effet, on a constaté
qu'une faible proportion de plantules infectées par la seule souche ineffi-
ciente Aja str rif étaient bien développés (aspect verdoyant). Les bactBries
des nodules de ces plantules ont ét8 analysées : on remargue que les quatre
clones testés sont devenus efficients, sensibles 3 la streptomycine et ont
conservé leurs caract2res d'awwotrophie. Cela n'est probablement pas du a
un défaut de stérilisation des graines, car en aucun cas au cours de nombreu-
ses expériences réalisées sur la luzerme, il n'a été mis en évidence de
nodule chez des témoins non inoculés. Le TABLEAU XX montre que les quatre
clones présentent une activité nitrogénasique importante.

On a mis en évidence des révertants qui ont retrouvé leur
prototrophie glcbale et qui sont restSs inefficients. Ceci explique 1'indé-
pendance de l'efficience et des caract®res d'auxotrophie.

La réversion vers l'efficience ne concerne é&videmment qu'une
proportion tr2s faible de la population bactérienne (inoculation de 10° bac-
téries par tube environ). Si quelques révertants efficients sont capables
d'entrer avec succés en campétition avec l'ensemble de la population ineffi-
ciente, cela est en faveur de l‘'hypothdse selon laquelle une souche efficiente

a un avantage sélectif important dans la plante.




§ ! ! ! Poids 1 Quantité totale d'acétyléne ! Quantité d'acétyléne ! Narbre §
§ Traitement des INombre de! Exigence des | sec | transformfe en &thyl2ne en 7H | transformée en &thyl2ne | moyen de §
§ plantules de Iplantules! souches ! moyen ! | par la nitrocénase en | ncddes §
§ luzeme ! testées | awotrophes ! d'une | enpmoles/ | enpmles/ | 7H (enji noles/mg ! par §
§ ! l ! plantule | flacon ! mg de poids sec ! de poids sec) ! plantule §
§ ! ! ! (mg) ! ! ! ! §
§ ! 1 ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! o ! 5 ! 1 §
§ Nen inoculée 1 5 1 1 17,32 | 0,11, 10 1 1,27.10 ! ! §
§ 1 | ! ! ! ! ! §
§ ! ] ! T o ! ! " ! §
§ Aja str rif 1 8 l IlvTry Axg |} 17,76 | 0,37 . 10 1 2,05, 10 ! 0,78 . 10 ! 8 §
§ 1 i ! ! i ; ! i §
§ 1 ! ! I , ! I } §
§ ! I rests ! ! P 3 ! | -3 ! §
§ Clme 1 I 7 | awotrophe | 23,45 1207 . 10 1 12;60 . 10 ! 12,58 . 10 1 16 §
§ ! 1(Ilv Try Arg) ! I 1 1 ! 5
§ ! 1 1 ! , , 1 ! ! §
§ ! i 1 { ! ! i ! §
§ l , ! resté 1 l o ! -3 ! -3 1 §
§ Clone 2 ) 4 !l auxotrophe 1 18,1 | 124 ¢ 10 117,12 , 10 ! 17,10 . 10 i 13 §
§ ! 1(Ilv Try Arg) | 1 ! ! ! ! §
§ ! t 1 ! 1 ! ! §
§ 1 1 1 ! ! ! ! §
§ ! ! resté ! L - ! -3 ! -3 ! §
§ Clone 3 ! 7 | awotrophe ! 20,35 1264 , 10 ! 18,52 , 10 1 18,50 . 10 ! 13§
§ 1 1 (Ilv Try Arg) | ! ! ! ! §
§ 1 ! ! ! | 1 ! §
§ ! ! ! ! ! ! 1 §
§ ! 1 resté ! ! - | -3 ! , ) ! §
§ Clone 4 ! 5 ! auwwotrophe ! 30,5 1 164 s 10 110,75 , 10 ! 10,73 . 10 {1 21 §
§ ! I(Ilv Try Arg) ! ! t 1 ! §
§ { ] ' 1 ! 1 ! §

TABLEAU XX 1 EVALUATION DE L'EFFICIENCE DE LA SOUCHE AjA STR RIF AINSI QUE DES QUATRE CLONES OBTENUS PAR ISOLEMENT A PARTIR DE
- NODULES DE PLANTULES DE LUZERNE EN BON ETAT ET INFECTEES PAR CETTE SOUGHE AjA STR RIF,

"
Eaalsl
g

8



DISCUSSION

Le probléme est de savoir si la compétition dans le
nodule se fait en faveur de l'efficience ou de la protctrophie. En partant
d'une population bactérierne en majorité formée par des bactéries ineffi-~
cientes, an a remarqué, aprés deux mois de cultune sur luzerne, que les
| nodules ne contenaient que des bactéries prototrophes et efficientes. Cet
avantage sélectif en faveur de la souche prototrophe et efficiente pourrait
résulter d'une compétition réelle et effective vis-a3-vis de la souche

auxotrophe et inefficiente.

Lorsque l'on utilise un faible norbre de bactéries efficien-
tes dans les mélanges des souches pour l'inoculation, on a peut—-€tre une
affinité plus forte entre celles-ci et la plante hOte. Les résultats cbtenus
par les nurérations de cette population bactérienne inégalement répartie
dans les tubes de culture contenant de la luzeme, montrent qu'il y a proli-
fération de la souche prototrophe et diminution de la souche auxotrcphe.

Cette multiplication de la souche prototrophe au cours de la formation des
nodules nous empSche de se prononcer sur l'exactitude de la campétition.

En effet, les numérations ont &t& réalis@es 10 jours apr@s inoculation de la
luzerne par les souches, le moment de l'entrée des bactéries aprés l'inocula-
tion n'est pas détermminable, d'autant plus que cet intervalle de temps corres-
pond & l'apparition des premiers nodules. On ne peut donc conclure s'il s'agit
d'une campétition avantageant la souche efficiente ou la souche prototrophe.

Ce probléme se camplique par l'apparition de mutants redevenus efficients.




Nous n'avons pu démontrer avec suffisamment de certitude
que les souches efficientes présentaient un avantage sélectif important
par rapport aux souches inefficientes pour utiliser pratiquement ce procé-
dé a la sé€lection de recambinants efficients au sein d'une population
inefficiente,
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Dans ce qui suit, nous allcns essayer d'étudier si le
caractére de 1'efficience est transférable ou non. Les résultats obtenus
par conjugaison en faisant intervenir des &léments génétiques du groupe P,
sont prametteurs et ont permis l'établissement de plusieurs Ebauches de
cartes génétiques qui, dans l'ensemble, présentent ce grandes similitudes.
Les expériences de conjugaison effectufes avec les facteurs de résistance
montrent 1l'importance qu'ant ces plasmides pour les tra;nsferts génétiques

chez Rhizcbium.

Nous avens tenté, par le biais de cette technique, en
utilisant le facteur (RP,) isoclé de Pseudomonas asrugincsa qui est trés

proche de Rhizobium du point de vue phyllogénique, de transférer le ou
les marqueurs génétiques qui ont trait 3 l'efficience. Ce plasmide porte
les génes de résistance & la t&tracycline (Tc), la kanamycine (Km), la
carbénicilline (Cb) et l'ampicilline (ap).

On a tenté par des croisements, entre des souches effi-
cientes portant le facteur (RP4) et des souches auxotrophes inefficientes,
de s€lectionner des recambinants et des transconjugants éventuellement
efficients. On sélectionne les reconbinants sur les caractéres d'auxotrophie
acguis au oours de la conjugaison par les souches inefficientes réceptrices.
Les deux souches efficientes MN;, (RP;) et 2011 (RP,) servent de souches
denatrices. Les souches inefficientes 2011 mgd rif et A,a str rif (a,a str

spc) sont utilisées comme souches réceptrices.




A) Croisement_effectué entre la_souche McN,
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(RP,) et_la

souche 2011 mgd rif

a) Fréquence de transfert des caractéres d'suxotrophie
oottt oo oo e o ek oo oo oo bbb oheb e b o bbb bbb b

La souche réceptrice 2011 mya rif est incapable de
synthétiser la leucine et les bases pyrimidiques.

La s€lection des recombinants est réalisée sur les
milieux indiqués dans le TABLEAU XXI.

g\%ieugf ! ! ! ] fg
Marqueurs s€lectifs ! RG- str !RGstr‘rif‘!RG str rif | RG str ri

grequs par les reconblhants \% ¥if Tc E E + Leu E + Pyr g
2 ; ; ; ; 3
§ Leucine ! - ! - ! - LT 4 §
: AR S B N
g | ! ! ! 3
§ Pyrimidine ! - ! - ! + ! - §
§ s f f f :
3 z : z ; :
§ Leucine - Pyrimidine ! - ! + ! + ! + §

! ! !

g i : : : 3
§ ! ! ! ! §
§ Leucine - Pyrimidine ! ! ! ! §
: * A R
g Tetracycline (facteur RP,) : : : : g
§ ! ! ! ! §

TABLEAU XX1 i CARACTERES DES RECOMBINANTS OBTENUS A PARTIR DE LA SOUCHE
2011 Mg RIF,

Les fréquences de transfert du croisement MgN; (RPy)

% 2011 mgd rif sont décrits dans le TABLEAD XXII.
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E ! | ce de transfert G 7
. ar rapport ! Fréquence de ! ,
§ Fréquences! Fréquence des mutants ! Fréquence de réversion qgfla souche 2011 n;a rif ! trangﬁ;njugants ! g
uches ! : de la souche 2011 n9d rif, N :
§sou spontanés de la souche ! ! ) a !
utilisies leu. ——=s [eu par rapport Durée du§
gau cours gu : s LN, (RPy) fR: Leu_ -———bIeu+ l _ Pyr_ ; Pyr ) | croise~ §
croiseren Pyr —# Pyr, l + ! 1 la souche | ment en §
15tr° Rif® ——p st2® RL + _Pyrg —— Leu, Pyr, la souche e :
g Sg:?}_e | Sgr;!:e il-e“ Pyr~ ——a Leu’ pyr’ 1 Leu™ Pyr T & Leu pyr' TcR :MSNI (RP4) 12011 rngd : heures g
§ I | l e iomin [l . 1 8
§ : : : -9 f Leu = 1,06.10°8 { { f g ’
2 t2011 mya! o 1 IS uosdo oy Pyr 1,06.106° ' : , 3
.10™ .06.10"3 = 1,06. - &
§ | ! y Pyr Leug 1,06.10 | O 1 I I §
g ! 1 i i Leu Pyr Tc = 4,69.10 i ! 1 5
§ i ! ! ! ! ! ! _§

TABLEAU XXI1 . FREQUENCES LE TRANSFERT GBTENUES POUR LE CROISEMENT My (RPy) x 2011 mgp RiF,

f e ]

Exemgle

(il 8'agit d'une mutation spontande).

Transfert s Leu ——=s Lcu 3 Lo clone a acquis Le caractre Leucine pan necombindison (La s8lection est néalisle sur
milieu minimun RG additionné de pyrimydine).
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On constate que les fréquences de transfert sont
faibles a l'issue de ce croisement. Cette fréquence est améliorée lorsque
la sélection des recarbinants a été faite en présence de tétracycline. La
fréquence de transfert du plasmide, quant a elle, est relativement peu
&levée. |

b) Propriétés des recombinants obtenus

R i Rna

On a purifié 11 clones (recombinants isolés sur mi-
lieu contenant de la tétracycline) et on les a testés pour leur efficience.
La mesure de leur activité nitrogénasique est rapportfe dans le TABIERU XXIII.

Tous les clones analysés se sont montrés inefficients
donc du méme caractére que la souche réceptrice. lLe transfert des deux mar-
queurs génétiques (leucine et pyrimidine) n'est pas accampagné de celui de -
1l'efficience. Etant domnmé la faible fréquence de transfert, nous avons vérifié

que les clones &tudiés provenaient bien de la souche 2011 mgd rif en la typant

par un phage spécifique.

Pour cela, on a sélectionné parmi les phages de la
collection wun phage (¥11) spécifique des souches McN, (RP,) et Aja str rif

utilisées pour les divers croisements que nous avons étudiés (TABLEAU XXIV) .

Il faut signaler que ce phage a &t préféré aux
phages 6, ¥7 et 12 qui ne doment pas toujours des résultats reproductibles.




| Poids ! Quantité totale d'acityline I Quantité d'acietyléne | Nembre §
1 sec | transforrfic en éthvidne en 7 H ! transform®e en Sthyline ! ncyen de §
. i moyven | { par la pitrcolnase en § nodules  §
Traitement des plantules de luzerne ! d'we | enpmoles/ ! enpmlesy | TH (leny TOlcs, g ! par 5
t plantule ! £lacon 1 mg de poids sec ! de poids sec) { plantule
3 (mg) ! 5 i !
1. (] ¥, 1
1 ! 1 ! 1
Nen inoculée ! 3080 | o0t.107 ) 1,8 .20 | H
[} 1 ! 1 1
[ i { i i
1 é ! -2 1 ~3 ! -3 1
Inoculé® avec MSNl (RP,) 1 20,58 1 28,3 ., 10 1 2,75 . 10 1 2,74 . 10 ! 9 3
1 1 1 1} H |
i ) ] 1 1
Incculée avec 2011 nggd rif : 20,36 : Ne Mo : n. W : n. m. : 1
] 1 ] § 1
1 1 ) ] i
Inoculée avec Rec C; : 17,7 : N, M. : n. m. : e M : (]
1 1 ] ! 1
] 1 1 }H i
Inoculée avee Rec C, 1129 |} o2.107 | 53,105 | s2 .00 s
1 ! 1 1 ! ]
1 H ! ) )
Inoculée avec Rec Cy 118,28 | o0.107% ! 10,00 | n. m. Y
1 1 ] 1 1
[} i i ] !
Inoculée avec Rec C; : 14,78 : N. M : Ne Mo : n. m. : 4
! 1 ] ! !
) 1 ] [} i
! , 1 t ! 1
Inoculée avec Poc > i 17,66 ! n. M. ' f.m, s Ne Me : 6 ;
1 1 1 [
y ! 1 | 1 i
} Incculée avec Rec [ : 17,6 : n. m. : n, M. : n. m, : F
! [ ! ] 1
) $ 1 i !
Inoculée Fec Vo, ! n. m ! fie R ! n. m ! 1
avec fec ¢y 1 1 - Be ! ! . W 1
1 H 1 ! 1
{ H 1 ) ]
e 1 t ! 1 !t
ulée avec Pec CB 1 17,5 1 n. m. i ne M. i n. M. s
) H 1 1 1
] 1 i i 1 :
) 1 . 1 ] ] 7
Inoculée avec Rec C9 i 13,34 1 Ne M, ! A. K. 1 ne W §
! ! H 1
! ] ! ) H
Inoculée avec Pec C t 21,84 ! N Mo ! ne M. ! n. M ! 0
10 | Bt |} . 1 * 1 ' i
! 1 ] t
] i ) ] !
Inoculé Rec C 1 19,02 ! nN. ‘M ! n. M. 1 n. n ! 1
e avec 11 1 ., i . 1 " 1 . Mo 1
1 H 1 ] ]
! ! 1 1 i

TABLEAU XXIT1 ¢ EVALUATION [E LEEFICIENCE LES PECOMRInAnTS (REC €] A €y1) CBTENUS A LA SUITE DU CROISEMENT oy (P x
= 2011:-\90 rIF, CES RECOMBINANTS DEVENUS RESISTANTS A LA TETRACYCLINE ONT ACGUIS LES DEUX CARACTERES : LEUCINE
ET PYRIMIDINE,
Cing PLANTILES ONT 1€ UTILISEES POUR LE DOSAGE DE L'ETHYLENE.

Ree, 1+ Recombinant
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On constate que le phage Y11 ne provoque pas la
lyse des 11 colonies analysées, ce qui nous améne & conclure que ces clones
analysés proviennent de la souche 2011 mgd rif.

Ces recarbinants cnt ét€ isolés sur milieu minimum
additionné de tétracycline ce qui prouve, d'tme part, qu'ils ont regu le
facteur (RP,) , et d'autre part, acquis les deux caractéres & la fois (la
leucine et la base pyrimidique) . Comme nous l'avens vu, le test & 1'acétyléne
montre que ces reconbinants restent inefficients (TABLEAU XXIII) : on peut
donc dire que le caractére d'efficience n'a pas été transmis au cours de ce
croisement, et qu'il est indépendant des caractéres d'auxotrophie transférés.,
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B) Croisement_réalisé_entre_la souche 2011 (RP,) et_la

souche A2 str rif
Etant donné la faible fréquence constatfe lors du croisement
précédent, nous avons effectué un autre croisement avec la souche prototrophe
efficiente 2011 (RP,) comme souche donatrice et la souche awotrophe ineffi-
ciente Aja str rif (ou Aa str spc) comme souche réceptrice. Cette derniére est
incapable de synthé&tiser l'iscleucine-valine, le tryptophane et l'arginine. Ce
croisement a &t8 réalisé trois fois.
a) Fréquence de transfert des marqueurs génétiques
e B O e e L AR aAd
Les résultats obtenus sont rapportés dans le TABLEAU XXV.
On remargque dans les deux premiers croisements que la fréquence de recombinai-

son est de 1'ordre de 102

. Dans le troisiéme croisement, la fréquence de re-
canbinaison est plus faible. Il faut noter que le transfert du plasmide (RP,)
est nettement plus inportant dans le premier croisement que dans les deux autres.
b) Analyse des recombinants

i e o U

A partir du premier croisement 2011 (RP4) X Aja str rif
n a récolté et purifié 8 recambinants. Ces clones ont &té testés par typage
phagique : ils ont &t€ lysés par le phage Y11, ce qui prouve qu'ils d&rivent
de la souche réceptrice A a str rif. On remarque que les recarbinants ne se
développent pas en présence de tétracycline, ce qui implique qu'ils n'ont pas
regu le géne de résistance @ la tétracycline du plasmide RP4. Ils ont aussi
été analysés pour leur activité nitrogénasique (TABLEAU XXVI) : les 8 clones

se sont révélés &tre efficients.
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TABLEAU YXVI : YESURE [E L'EFFICIEICE DES PECOBINANTS (PEC ¢ A Oy1q]) OBTENUS A LA SUITE u premieR crerserent L (RPy) x
A STR RIF, CES PECOBLANTS TCUKURS SEMSIBLES A LA TETRACYCLINE ONT ACGUIS LES TROIS CARACTERES : ISOLEUCINE-
VALINE, APGININE ET TRYPTOPHAE. ‘

Ree = recombinonts




Ici le transfert des caractéres d'auxotrophie est
accanpagné de celui de l'efficience., Mais ce transfert de 1l'efficience
peut &re du 3 wn transfert chramosomique (génes d'auxotrophie et génes
de l'efficience) ou au passage d'un plasmide quelconque porteur du carac—
tére de l'efficience.

Ceci nous a conduit & iscler des transconjugants

ayant regu peut-€tre un plasmide de ce genre.

Cet isolement a été effectué sur milieu riche (RCG)
additionné de streptomycine, de spectinamycine et de té&tracycline : on a
récolté 20 clones qui sont tous lysés par le phage ‘Pll. Leurs activités
nitrogénasiques (TABLEAU XXVII) montrent qu'ils sont tous inefficients
comre la souche parentale A a str spc. On constate donc que les 20 clones
qui sont issus de la souche réceptrice A a str spc ont acquis le géne de

résistance 3 la tBtracycline du plasmide RP, et sont restés inefficients.
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TABLEAU OVIL @ EVALUATION LE L'EFFICIENCE LES TRANSCONJGANTS ISCLES A LA SUITE Du croiserent 2011(PPy) x & STR sec.
T,
Trans 1+ Transcon jugants




En résumé, nous avons dans un premier croisement (MSNl (RP,) x
2011 m9d rif) sélectionné des recambinants résistants & la tétracycline qui
ont acquis les deux caractéres : leucine et pyrimidine et qui sont restés

inefficients.

Dans un second croisement (2011 (’RP4) X Aja str rif), nous
avons isolé des recambinants sensibles & la tétracycline qui possédent les

caractéres d'auxotrophie ainsi que le caractére de 1l'efficience.

Dans un troisiéme croisement (2011 (RP4) X Aja str spc), an
a sélectionné des transconjugants qui sont donc résistants & la tétracycline

et se sont avérés inefficients.

En aucun cas, des clones (reconbinants et transconjugants)
ayant recu le géne tétracycline, n'ont acquis en méme temps le caractére de

l'efficience.
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les travaux rapportés au début de notre &tude nous ont
permis d'isoler des mutants incapables de fixer 1'azote atmosphérique. Ces
mutants sont obtenus soit par des procédés de filtration, soit par traite-
ment 3 la viomycine, soit par action d'un agent mutagéne. Nous n'avons pas
utilisé dans la suite de nos recherches les clones non muqueux inefficients
isolés par filtration, car ils ne présentent pas des caractéres d'auxotro-

phie pouvant servir de marqueurs dans nos croisements.

L'acquisition du caractére "résistance 3 la viomycine"
n'entraine pas la perte de l'efficience; il a été cdnstaté seulement que
dans certains cas celle-ci est diminuée. Par mutagenése , nous avons isolé
au hasard des mutants auxotrophes inefficients. lLeur analyse détaillée nous

a conduit & distinguer deux groupes différents :

- Le premier est constitué par des inefficients retrouvant
leur capacité & fixer 1'azote en présence de leurs substrats exigés (cas de
la souche a;) comme l'avaient montré précédemment SCHWINGHAMER sur une souche
de Rhizcbium trifolii (77), ainsi que TRUCHET et DENARIE sur une souche de

Rhizobium meliloti (78).

- Le second groupe est formé par des inefficients qui gar-
dent ce caractére en présence des substrats indispensables pour leur crois-
sance (cas des souches A,a et 2011 myd). Il n'a pas &té possible d'établir une
relation entre des caractéres d'auxotrophie trouvés et les génes d'efficience
en étudiant la filiation conduisant aux mutants inefficients (particuliérement

la socuche Ala) .




Par contre, l'obtention de mutants réverses & partir de
la souche auxotrophe et inefficiente Aja (exigente en isoleucine-valine,
tryptophane et arginine) montre que le retour vers la prototrophie totale
n'entraine pas un retour & l'efficience. Ces derniéres cbservations démon-
trent que les déteminants génétiques de celle-ci sont portés par des génes
différents de ceux codant pour la synthése d'amino-acides.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, nous avons étu-
dié le transfert de l'efficience. L'analyse des reconbinants (C1 a Cy,y)
cbtenus aprés croisement des souches MN, (RP,) et 2011 myd rif montre que
ceux~ci sont issus de la souche réceptrice utilisée dans ce croisement (2011
mgd rif) : ceci a &té &tabli par typage au moyen de phages. Ces recarbinants
devenus capables de se développer sur milieu minimum ont donc acquis les
caractéres de prototrophie de la souche donatrice et ont aussi conservé leur
inefficience. Les conclusions de la premiére partie de notre travail sur
l'existence de génes particuliers commandant le caractére de 1l'efficience

sont donc confirmées.

Au cantraire 1'étude des propriétés symbiotiques des recom-
binants CI a CVIII provenant du croisement entre les souches 2011 (RP,) x
A a str rif montre qu'ils ont acquis le caractére de l'efficience. Il faut
remarquer que la souche utilis@e dans cette conjugaison posséde des caractéres
génétiques stables dont les fréquences de réversion cnt été établies et sont
nettement inférieures aux fréquences de transfert : il est donc bien prouvé que

les caractéres de l1l'efficience ont &té transférés.




Si 1l'on observe l'ébauche de carte génétique établie par

MEADE et SIGNER (43 qui ont utilisé la méme souche donatrice 2011, on remar-
que que certains de nos marqueurs (isoleucine-valine, tryptophane et arginine)
se situent 3 proximité les uns des autres : ceci serait en faveur du transfert
en bloc de ces mémes génes d'auxotrophie au cours de nos deux premiers croise-
ments (2011 (RP,) x Aja str rif). On pourrait dire que le caractére de 1l'effi-
cience qui est transféré en mSme temps que ces caractéres d'auxotrophie est
situé au niveau d'une méme région chramosomique. I1 faudrait alors admettre
soit'un transfert d'un secteur du chromoscme, comme 1'ont prouvé HEUMANN et
coll., ( 39, 41 ) pour une souche qui appartiendrait au groupe "Fhizcobium
lupini”, soit des conditions de conjugaison telles qu'il y ait passage orienté

d'un segment relativement long de INA.,

Nous allons maintenant envisager différentes hypothéses s
pour expliquer les résultats cbtenus, accampagnés des schémas correspondants.
Celles-ci tiemnent campte de la présence, dans chacune des souches McN, et
2011 d'un plasmide indigéne dont la fonction est encore inconnue (79, 80) et

qui pourrait porter les génes de l'efficience.

A partir du croisement M,N, (R,) x 2011 myd str rif
(FIGURE 11 a ), nous avons sélectionné des recarbinants résistants 3 la
tétracycline (1c®) qui se sont montrés inefficients. Ceci doit &tre af & une
mobilisation des génes chromosomiques Pyr Leu situés sur un méme fragment de
chraroscame de taille inconnue. Le fait qu'ils soient inefficients iﬁplique

deux hypothéses :




1) Les génes Nif sont chromoscmiques et ne sont pas situés
dans la région Cyt - Leu ;

2) Les génes Nif sont situés sur le plasmide X de la sou~
che McN, et ne sont pas transférés.

Dans la cellule réceptrice, il ya :

- Soit recarbinaison au niveau du chromosome et le facteur

RP, retrouve son autcnomie (FIGURE 11 b )

- Soit formation d'un RP 4 Prime portant ce fragment trans-
féré, qui est la conséquence d'un mangue de zones d'hamlogie chramosomiques
(puisqu'on a affaire & deux souches différentes) empéchant la reconbinaison
au niveau du chromosame, ou d'un ordre différent des marqueurs (FIGURE 11 ¢ ).

Le croisement 2011 (RP4) x A,a str rif (FIGURE 12 a )
conduit 3 l'apparition de recarbinants tous efficients et tétracycline-sensi-
bles. Ceci n'est pas 40 3 la formation de RP,-prime puisque ceux-ci sont
tétracycline-sensibles (Tcs) (cf. schéma FIGURE 11 ¢ ). Plusieurs interpré-

tations peuvent &tre proposées :

a) Le plasmide RP4 induit un transfert génétique de type
Hfr et n'entre pas dans la cellule réceptrice (FIGURE 12 b ) ; dans ce cas,
les génes Nif seraient localisés 3 proximité des génes Ilv - Iry - Arg. La
faible fréquence cbservée (10 °) serait due au fait que la souche réceptrice
est différente de la souche donatrice et peut exercer une restriction sur les

fragments transférés,




b) Le plasmide Y mobilise le fragment portant les génes
ilv, try et arg, les génes Nif se situant 3 proximité de ceux-ci ou sur le

plaamide Y (dans ce cas, le plasmide Y est conjugatif) (FIGURE 12 c ).

¢) Les plasmides RP, et Y ont fusiomné (donnant un plasmide
co-intégré) et ont mobilisé les génes étudiés (FIGURE 12 4 ). la formation
d'un plasmide RP;~Y (ou RPy~¥-prime) dans la cellule est exclue puisque les
clcnes sont tétracycline-sensibles. I1 ne peut y avoir que transfert polarisé.
Si le plasmide Y porte les génes Nif, il passe dans tous les cas (puisque tous
les recombinants sont efficients). Cette derniére hypoth@se est tr@s peu vrai-

semblable puisque le plasmide RP, n'est pas transféré.

4

En conclusion, il est démontré dans ce travail que les génes
Nif sont tramsférables par conjugaison chez RFhizobium meliloti ; cependant,

nous n'avens pas &té en mesure de déterminer leur localisation au niveau du
matériel génétique de la cellule ; nos résultats devraient &tre complétés par
e étude ultérieure de biologie moléculaire et de clonage des génes portés
par les plasmides indigénes des souches employées dans nos croisements, afin
de préciser les modalités du transfert des génes Nif chez Rhizobium meliloti.
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