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Avant -propos



AVANT PROPOS

Un des grands problémes de notre société est la transformation de
l'azote de l'atmosphére en ammoniac et en composés azotés, tels que les acides
aminés composants de base des protéines. .

Pour construire les protéines qui sont essentielles d sa survie,
L'homme utilise des acides aminds qu'il emprunte aux plantes et/ou aux pro-
téines des animaux qu'il consomme et assimile, eux-mémes ayant fabriqué ces
constituants 4 partir des acides aminés des plantes seuls organismes supé-
rieurs de la biosphére 4 pouvoir transformer & l'aide des bactéries, l'azote

gazeux en substances azotées nutritives.

Actuellement, les recherches concernant la transformation de l'azote
atmosphérique en azote ammoniacal, effectudes dans le domaine génétique,

sont destinées & remplacer les procédés chimiques coiliteux et compliqués uti-

lisant catalyseurs et hautes pressions, pour synthétiser les engrais azotés.

Deux voies de recherche sont particuliérement intéressantes :

a = La production "in vitro" du site actif de 1l'enzyme nitrogénase, qui
transforme, chez les bactéries vivant en symbiose avec les plantes et chez

certaines bactéries ou algues indépendantes, l'azote de l'air en ammoniac.

b - Les modifications permettant d'accroitre le rendement de certaines
plantes légumineuses en agissant au niveau des génes de bactéries symbiotiques

fixatrices d'azote.

C'est dans cette deuxiéme voie que nous avons orienté notre travail.
En effet, la fixation de l'azote par les légumineuses, grdce 4 la symbiose
Rhizobium-Légumineuse présente un intérét agronomique comsidérable, puisqu'elle
apparatt comme un moyen trés économique de maintenir ou d'accroftre le stock

d'azote du sol, voire méme de permettre une suppression de l'utilisation des
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engrais azotés dans les cultures et de produire a bon compte, des protéines
alimentaires dont certaines régions, notamment les poysd du Tiers Monde, ont
un besoin croissant. De plus, la symbiose accroit la fertilité du sol grdce

aux exsudats racinaires.

Cette fimation symbiotique dépend de plusieurs facteurs, entre autres :

Facteurs influengant la croissance de la plante hite.

2 - Conditions d'existence et de survie des Rhizobium dans le sol.
- Facteurs influengant l'infectivité (processus de lanodulation )
de Rhizobium elle-méme.
4 - Facteurs affectant la fization symbiotique.

Cet effet favorable ne peut étre obtenu qu'en présence d'une (ou plu-
steurs) souche(s) de Rhizobium hautement efficiente(s) 4 toutes les conditions
de 1'environnement, en particulier le pH du sol. St une telle souche n'extiste

as dans le sol considéré, 1l est nécessaire de l'introduire.
]

Notre travail a pour objectif la mise au point d'un mode d'inoculation

de la luzerme (Medicago sativa) par une souche adaptée de Rhizobium melilotti,

de fagon & améliorer la culture de cette plante dans les sols acides, de
Bretagne en particulier.

L'établissement de cette culture de luzerne est liée étroitement d la
présence d'inocula (R. meliloti) ayant une grande affinité pour la plante-
héte dans ces sols acides. Cette derniére devient alors rapidement indépen—

dante de l'azote du sol et produit des récoltes d'une meilleure qualité.

Un tel R. meliloti doit avoir les caractéristiques sutvantes :

Persistance dans le sol concerné.

Aptitude 4 concurrencer les autres Rhizobium indigénes.

Capacité 4 former rapidement des nodules.

LSS I R
I

Efficacité symbiotique dans ces sols.

Avant d'exposer les résultats de nos travaux, nous présentons dans la
partie : Généralités, une étude bibliographique des facteurs extrinséques
affectant la symbiose, tout en exposant trés rapidement dans cetle premilhe pan-
tie, wn apergu général de la symbiose.
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I - LA SYMBIOSE RHIZOBIUM - LEGUMINEUSE

Des associations étroites peuvent s'@tablir au niveau des racines entre
les micro-organismes et les plantes supérieures : ce sont les associations
symbiotiques. Ces associations font intervenir des champignons (associations
mycorrhiziennes), des bactéries (associations symbiotiques Rhizobium-
Légumineuses) ou des micro-organismes non identifiés (associations symbioti-
ques avec des non 1égumineuses).

L'association symbiotique entre les plantes de la famille des 1égumineu-
ses et les bactéries du genre Rhizobium conduit & la formation de nodules
sur les racines des plantes, & 1'intérieur desquels 1'azote atmosphérique est
transformé en azote organique grdce a la nitrogénase (5, 51), enzyme respon-
sable de la réduction de 1'azote atmosphérique (5) en azote ammoniacal ; ce
dernier pouvant étre métabolisé par la plante.

Cette association présente un intérét bénéfique pour la plante héte,
qui utilise pour son propre compte 1'azote atmosphérique fixé par Rhizobium ;
de son cdté, la bactérie trouve dans les nodules, un milieu nutritif favorable.
En plus de cette contribution 3 recycler 1'azote moléculaire, perdu par-
tiellement par dénitrification, cette symbiose est pratiquée dans 1'agrono-
mie pour enrichir le sol en matiéres organiques perdues par 1'exploitation
intensive des récoltes.

Par contre, tous les nodules ne fixent pas nécessairement 1'azote ; ceux
capables de le faire sont dits efficients, alors que les nodules inefficients
ne sont doués d'aucun pouvoir fixateur.

Avant d'aborder les facteurs extrinséques influengant la fixation sym-
biotique, i1 nous est nécessaire de rappeler briévement les principales phases
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de 1'établissement de la sympbiose entre le Rhizobium et les légumineuses,
qui a présent sont bien connues et font 1'objet de nombreuses revues (19,

28, 56).

A - MECANISME SYMBIOTIQUE

La premiére étape est la préinfection de 1a racine de la légumineuse.
Elle se traduit par une multiplication des Rhizobium spé&cifiques dans la
rhizosphére, et une déformation des poils absorbants. On a d'abord pensé
que cette derniére était due soit & 1'action de 1'acide 3-indolyl-acétique
(AIA) provenant de 1'oxydation du tryptophane par le Rhizobium , soit &
1'intervention chez 1a plante-h6te, de polygalacturonases induites par la
présence des polysaccharides sécrétées par les Rhizobium (27, 57). Des
études récentes ont montré qu'elle est due & 1'action d'un (ou plusieurs)
facteur(s) contenu(s) dans les filtrats cellulaires de Rhizobium (56, 100,
118, 119).

Les bactéries, dans un deuxiéme temps, pénétrent dans le tissu raci-
naire. Elles subissent plusieurs divisions et cheminent par la voie du
"cordon infectieux" vers les cellules végétales tétraploides constituant
le tissu nodulaire. Ces derniéres se multiplient. C'est 1'infection et la
génése du nodule (26, 80).

Les bactéries sont 1ibérées en dehors du cordon d'infection ol elles
se différencient en bactéroides(46). I1 est a noter que ces bactéries ne
sont pas 1ibérées directement dans le cytoplasme, mais sont enveloppées
d'une membrane de séquestration d'origine végétale (31, 49). C'est au cours
de cette phase que 1a leghémoglobine se forme et que 1'azote moléculaire
est fixé.

Un tel mécanisme nécessite une spécificité du Rhizobium vis-a-vis de
la plante-héte.

B - PROBLEME DE LA SPECIFICITE

Les Rhizobium appartiennent & la famille des rhizobiacées. Ils sont
présents dans tous les sols (d& 1'exception des sols toxiques). Une souche
de Rhizobium ne peut infecter et noduler indifféremment n'importe quel genre
ou espéce de légumineuse. Un Rhizobium isolé de nodosités de luzerne est in-
capable de provoquer la nodulation sur une arachide et inversement.
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La notion d'inoculation est fondée sur le caractére d'infectivité ou
pouvoir de nodulation de la plante-héte. Elle ne tient pas compte du carac-
tére d'efficience ou aptitude & fixer 1'azote.

BONNIER (8) montre que la spécificité d'h6te peut, dans certains cas,
étre Tiée & 1'efficience. Ainsi, une souche efficiente vis-a-vis de Medicago
sativa présente une spécificité d'hdte plus étroite, plus stricte, qu'une
souche non efficiente pour la méme plante-héte.

: CROISSANCE - GENRE : ESPECES : GROUPE D'INOCULATION

-.L —————————————— * -------------- ? ——————————————————— ? ———————————————————————— e

: R._japonicum : Glycine (Soja)

LENTE : RHIZOBIUM ° R. lupini : Lupinus
: : : Ornithopus

: R. "cowpea-group" : Arachis, Lotus
: (groupe hétérogéne) Vigna ’
: R. meliloti : Medicago
: : Melilotus

: Trigonella

RAPIDE : RHIZOBIUM : R. phaseoli : Phaseolus (haricot)
: R._trifolii : Trifolium (tréfle)

: R. leguminosarum : Pisum, Vicia
: Cicer, Lens

Tableau 1 : Classification des Rhizobium d'aprés VINCENT (108)
suivant les groupes d'inoculation.

Toutefois, 1'implantation de la culture des légumineuses ne dépend pas
seulement de la plante-héte, du Rhizobium, mais aussi des facteurs propres 3
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1'environnement. En effet, la présence d'une souche bactérienne efficace
n'implique pas nécessairement qu'une 1égumineuse fixera 1'azote atmosphé-
rique. Les nodules peuvent méme dans certains cas, ne pas se former. Les
conditions du milieu ont une importance toute spéciale, car elles suffisent
a expliquer la plus grande part des échecs observés dans la mise en appli-
cation de nos connaissances sur la symbiose.

II - FACTEURS EXTRINSEQUES AFFECTANT LA SYMBIOSE

Un intérét majeur pour les récoltes des 1égumineuses est leur capacité
d'utiliser 1'azote atmosphérique en relation symbiotique avec la bactérie
Rhizobium. Pour compléter ce processus, la légumineuse doit @tre capable de
pousser sur un large éventail de sols et dans des conditions climatiques
diverses.

A - FACTEURS INFLUENCANT LA SURVIE ET LA MULTIPLICATION DES RHIZOBIUM

1 - L'acidité

L'effet désastreux du pH acide sur la culture des légumineuses est déja
connu depuis plusieurs années. En effet, 1'activité de 1'ion H* est un fac-
teur majeur pour la survie et la croissance des Rhizobium dans le sol (91,
107). En 1967, CLOONAN et VINCENT (16) montrent que dans un sol basaltique
rouge pH 5,2, seuls 4 600 Rhizobium sont retrouvés dans la rhizosphére des
jeunes plantes de Dolichos 1ablad aprés 13 jours pour un inoculum initial
de 140 000 germes par graine.

Plusieurs auteurs (82,88) ont &tudié les effets du pH sur le nombre de
Rhizobium et ont montré que ce dernier diminue au fur et & mesure que le pH
du sol descend. |

Les études d'adaptation de Rhizobium trifolii 16 et Rhizobium japonicum
205 faites par MENDEZ CASTRO et Coll. (69) montrent un ralentissement de la
croissance chez les souches parentales et chez les souches adaptées lorsque
1'acidité du milieu de culture augmente. Ce ralentissement est plus grand
pour les souches parentales que pour celles adaptées aux pH acides.

Cependant, la sensibilité & 1'acidité des Rhizobium est trés variable :
R. trifolii pour la culture de tréfle est moins sensible aux conditions acides
que R. meliloti du groupe d'inoculation de la Tuzerne (43).

Cette sensibilité a4 la survie de R. meliloti est un facteur majeur
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contribuant & la croissance de 1'alfalfa (variété de luzerne) (88). Des ef-
forts ont été faits dans la recherche de souches de Rhizobium ayant la capa-.

cité de survie en nombre important dans des conditions acides (54, 71).

2 - Autres facteurs.

Outre le facteur acidité, d'autres facteurs peuvent affecter plus ou
moins la survie et 1a multiplication de Rhizobium.

Les effets du calcium semblent trés difficiles & interpréter. En milieu
liquide, le carbonate de calcium d'aprés NORRIS (79) a pour rdle de tamponner
le milieu de culture et de neutraliser les produits acides synthétisés par
les Rhizobium. Cet apport n'est indispensable que dans le cas des souches
acidifiantes, mais non dans celui des souches alcalinisantes. Les exigences
en calcium de Rhizobium sont faibles, comparativement & celles de la plante-
hote.

Les teneurs en calcium supérieures a celles requises pour la croissance,
et dans une moindre mesure celles en magnésium favorisent plus, sous certaines
conditions, la prolifération des Rhizobium dans la rhizosphére que le dévelop-
pement des nodules ou celui de la plante-hdte (59, 61, 62, 63, 76). L'étude
du temps de génération de la souche R. trifolii 8 AL avec ou sans excés de
manganése est indépendante de 1'efficience, mais dépendante de la concentra-
tion en manganése dans le milieu de culture (36).

Des auteurs ont étudié 1'effet de certains ions métalliques sur la
croissance de Rhizobium, i1s ont montré qu'a pH 7, celle-ci diminue pour
une concentration a& 1a fois en cuivre et cobalt ou en zinc, plus faible
que celle exigée. D'autre part, lorsque le pH diminue & 6,6, le phénoméne
s'accentue (116). Le méme type d'interaction entre le zinc et le manganése
est décrit chez quelques espéces de Rhizobium (117). En cultivant huit sou-
ches de R. trifolii sur milieu contenant des concentrations &levées en man-
ganése, du cuivre et d'autres métaux lourds, SHERWOOD (99) observe des taux
de croissance trés différents.

Aussi, beaucoup de Rhizobium ont besoin de la biotine et de Ta thiamine
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pour leur croissance (32, 109). Ces vitamines proviennent des exsudats ra-
cinaires d'une large variété de légumineuses (94). Autre facteur, la source de
carbone influe sur la survie et la croissance de Rhizobium
dans la rhizosprére. Les exigences en carbohydrates pour la croissance va-
rient d'un groupe de Rhizobium & un autre (33, 109).

Les carbohydrates ainsi que les acides organiques, les amino-acides
sont 1ibéré&s par les racines et la composition de ces exsudats varie quanti-

tativement et qualitativement (94, 95).

L'influence de la température sur la survie et la croissance de
Rhizobium a &té étudiée dans différents laboratoires (42, 92, 115). La sensi-
bilité aux températures &levées varie considérablement suivant les espéces
et les souches de Rhizobium. BONNIER (7) considére que les températures supé-
rieures & 50°C sont souvent 1éthales. De plus, le lessivage par les pluies
violentes est un facteur & ne pas négliger car il entrafne les Rhizobium en
profondeur, loin des graines ou de la rhizosphére. Cet entrafnement estd'autant
plus important quand les semis ont lieu au début de la saison des pluies,
surtout pour les sols peu argileux, don; plus filtrants.

En plus de ces facteurs physico-chimiques du sol s'ajoutent les facteurs
biologiques. Le sol renferme de trés nombreux micro-organismes qui peuvent
avoir des effets inhibiteurs ou stimulateurs sur la croissance et la survie
des Rhizobium. La compétition entre les Rhizobium efficients introduits et
ceux non efficients autochtones, joue un réle important. En effet, pour réus-
sir 1'inoculation avec les souches efficientes, i1 est nécessaire, dans cer-
tains cas, d'éliminer les souches autochtones peuoupas efficientes par
une stérilisation partielle du sol. De plus, les micro-organismes comme les
Actinomycétes synthétisent des antibiotiques qui sont toxiques pour les
Rhizobium (97, 111). Les champignons courants comme Asgekgi]1us (89), Fusarium
et les bactéries appartenant aux genres Bacillus et Streptomycessp. peuvent étre
des antagonistes actifs (97, 114), bien que les Rhizobium différent fortement
dans leur sensibilité aux antibiotiques (10, 81).

Enfin, on sait depuis longtemps que les Rhizobium sont plus ou moins
sensibles & 1'action lytique des bactériophages appelés rhizobiophages (2).
Actuellement, les recherches de génétique donnent un intérét & 1'étude de
ces derniers pour la classification des Rhizobium (113).




B - FACTEURS AFFECTANT LA NODULATION.

1 - L'acidite.

L'acidité affecte 1a formation du nodule (le processus de pénétration
du Rhizobium dans les tissus racinaires de Ta légumineuse) et leur nombre.
En général, les légumineuses, & 1'exception du lupin et des 1&gumineuses
tropicales, ne nodulent pas et ne se développent pas en sols acides. La va-
leur du pH Timite pour la nodulation varie avec les espéces de plantes et
de souches de Rhizobium utilisées (43, 70, 71).

JENSEN (44) observe que le pH 5,3-5,4 est minimum pour la formation de
nodules de 1'alfalfa (Medicago spp.) sur milieu gélosé, tandis que le pH cri-
tique pour le tréfle (Trifolium spp.) est de 4,2-4,5. De plus, ce méme auteur
montre que le passage du pH d'un sol de 5,0 & 7,4 augmente Ta nodulation de
M. sativa (45). Ce résultat est confirmé par les travaux de ROBSON et
LOWERAGAN (90) sur la culture de Medicago truncatula. MUNNS (76) montre
qu'un pH de 4,8 ou plus est exigé pour obtenir la nodulation de 1'alfalfa

dans une solution nutritive, ainsi qu'une forte inoculation.

Le mécanisme d'inhibition d'un bas pH sur le processus de la nodulation
est mal connu. La non-formation de nodules & bas pH est attribuée : soit a
1a non-survie ou & 1'inhibition de la croissance de 1la bactérie (1, 72, 90)
dont 1'analyse a été développée auparavant, soit a la difficulté d'absorption
du calcum par 1a plante (59), soit au processus de la nodulation elle-méme.
En effet, 1'apparition de nodules est particuliérement inhibée par un bas pH
(72, 76). MUNNS (72) montre que 1'acidité réduit le nombre de nodules de
M. sativa : au-dessous de pH 5,5 peu de nodules se forment. A pH inférieur
& 4,5, 1a nodulation est totalement inhib&e. Dans 1'intervalle de pH 4,5-5,5,
ni la croissance racinaire, ni le nombre de poils absorbants ne sont affectés.
Les Rhizobium inoculés & forte concentration s'accumulent rapidement dans la
rhizosphére par un processus indépendant du pH et subissent une faible
multiplication. Des résultats comparables sont obtenus pour Pisum sativum
(53). Le nombre faible de Rhizobium et 1'inhibition de 1'initiation du
nodule sont probablement responsables de 1a pauvreté de nodulation au-
dessous de pH 6,0 (88). MUNNS (75) attribue cette réduction au-dessous de
pH 5,5 & Ta sensibilité & 1'acidité de 1'action de la trans-&liminase pectine
dans les stades primitifs de 1'infection racinairepar le Rhizobium. Enfin,
les propriétés d'agglutination des lectines sont différemment affectées par le
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bas pH (48). En effet, une fois que la courbure des poils absorbants est
achévée, la fixation polaire de Rhizobium spécifiques : R. japonicum (85),
R. lequminosarum (15), R. meliloti (20), R. trifolii (66), & la paroi du
poil absorbant de 1a plante-hdte se fait avec les lectines, qui sont des
protéines végétales spécifiques aux propriétés antigéniques. Cette sensi-
bilité au pH renforce le concept de fixation par lectine.

2 - Autres facteurs.

Le rdle favorable du calcium sur la nodulation du tréfle et de 1'alfalfa
a été démontré sans équivoque par plusieurs auteurs (59, 76, 87, 88, 90)
cium exigée pour favoriser la formation adéquate de nodules. Ainsi, le chau-
lage des sols acides pour la production de 1égumineuses augmente le rende-
ment, en améliorant la survie et la croissance du Rhizobium et en favorisant
la formation de nodules par la chute de 1'activité de 1'ion hydrogéne et
1'apport du calcium. Les besoins en calcium de 1a nodulation sont nettement
plus élevés que ceux de Rhizobium lTui-méme ou de T1a plante, et varient sui-
vant les espéces de légumineuses considérées. MUNNS (71) en travaillant avec
1'alfalfa (M. sativa L.) et le tréfle (Trifolium subterraneum L.) dans plu-
sieurs sols acides (pH 5,0 - 6,0) montre que la meilleure réponse de 1'alfalfa
par chaulage peut étre attribuée & une meilleure nodulation. Le tréfle n'est
pas affecté par 1'acidité du sol dans 1a gamme de pH étudiée. Une fois initiég,
le nodule peut se développer & des concentrations méme plus faibles que celles
exigées pour la croissance des plantes-hdtes.

LONERAGAN (58) montre que le calcium modifie la faculté d'absorption de
Rhizobium par les racines de 1égumineuses. Toutes les lectines é&tudiées ont
leurs exigences en calcium et en magnésium. Leur pleine activité d'agglu-
tination est seulement réalisée quand elles sont liées & leurs propres ions
métalliques (55).

Des travaux (6, 104) montrent que 1'augmentation des teneurs salines
diminue 1a nodulation du soja et de 1'alfalfa. En effet, une relation existe
entre la concentration saline , 1le complexe calcium, pH et quantité de
Rhizobium présents dans les sols acides. ROBSON et LONERAGAN (90) montrent
qu'd faible concentration de phosphate, de 1'ordre de 128 mg par pot de ter-
re (un pot contient 3000 grammes de terre) et en 1'absence de carbonate de
calcium, aucune plante (M. truncatula) ne nodule, pour un inoculum de 105Rhizobium
par graine ou moins et seulement 1a moitié des plantules de luzerne nodule
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pour 107 Rhizobium par graine. De plus, & cette concentration de CaC03,
une diminution de 1'inoculum diminue le pourcentage des plantes nodulées.
La concentration de 2,7 grammes de CaCO3 par pot permet d'avoir un maximum
de plantes nodulées. Une forte concentration de phosphate, CaCO3 et d'ino-
culum  affecte la nodulation de la méme maniére qu'ad faible concentration.
Enfin, 1'application de fortes concentrations en phosphate diminue le pour-
centage des plantes nodulées, particuliérement 3 faible teneur de Ca C03.

Les concentrations toxiques de manganése dans les sols acides sont
plus &tudiées pour leurs effets sur 1'association Rhizobium-L&gumineuse.
I1 a &té montré qu'avec le tréfle (112), le soja (23) et 1a luzerne (23),
1'augmentation des concentrations de manganése (Mn) réduit le nombre de no-
dules. LOWE et HOLDING (60) montrent que Mn retarde 1'apparition de nodules.

La présence de faibles quantités d'azote minéral est, en général,
favorable ; des doses plus &levées, notamment s'il s'agit d'azote nitrique,
excercent une action inhibitrice trés nette sur la nodulation (107). L'inhi-
bition par les doses élevées de nitrate a &té expliquée, soit par la des-
truction catalytique de 1'acide 3-indolyl acétique (IAA), contrdiant 1‘'in-
fection des poils absorbants (74, 106), soit par une modification du rap-
port de carbone et azote interne de la plante. En effet, dans cette
derniére hypothése, une réduction de 1'inhibition, observée a3 la suite
de 1'augmentation de la teneur de la plante en hydrates de carbone obtenue
soit par activation de la photosynthdse, soit par adjonction d'hydrate de
carbone exogéne, en est la preuve (101). La stimulation ou 1'inhibition de
1a nodulation (84) par les doses faibles de nitrate dépend du matériel et
des méthodes utilisées. MUNNS (73) montre que le maintien de nitrate aux
concentrations 0,2 ou 0,5 mM réduit fortement le nombre des nodules de
M. sativa dans la premiére récolte, mais légérement ou pas dans toutes les
autres récoltes.

La température, 1a lumiére et 1'humidité jouent un rdle important dans
1a nodulation (24). En effet, 1a température optimale de la nodulation est

souvent inférieure 3 celle de croissance de la plante-hdte. De plus, un dé-
ficit hydrique ralentit 1a nodulation, ainsi que 1'excés d'humidité.

De plus, les effets de 1'acidité du sol sur la nodulation peuvent étre
compliqués par la présence d'une large population non infectieuse ou efficiente
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de Rhizobium qui sont en compétition avec le Rhizobium inoculé (36).

Enfin, une augmentation du nombre de Rhizobium inoculé par graine &léve le pour.
centage des plantes nodulées pour M. sativa (71) et M. truncatula (90) pous-
sant dans les sols acides.

C - FACTEURS INFLUENCANT LA FIXATION DE L'AZOTE

1 - L'acidité

Lorsque la plante est nodulée, la fixation d'azote elle-méme est peu
sensible au pH, car elle renferme un systéme efficace de régulation interne
du pH (72, 101). En effet, 1'acidité du sol affecte la fixation de 1'azote
par 1'intermédiaire de la sensibilité de Rhizobium et du processus de 1a no-
dulation. Les résultats de RICE et Coll. (88) montrent que la fixation de
1'azote par 1'alfalfa est fortement affectée par les pH du sol inférieurs a
6,0. Cette fixation nettement réduite montrée par une réduction des rende-
ments relatifs aux champs est attribuée a la pauvreté de la nodulation.
D'aprés BURTON (12), i1 est possible que 1'acidité du sol ait un effet défa-
vorable sur la capacité de fixation de 1'azote.

Des auteurs (86) montrent qu'en général, les valeurs de pH du sol
comprises entre 6,5 et 7,5 sont considérées comme idéales pour la production
maximale de 1'alfalfa. SCHREVEN (98) observe que le nombre de nodules et 1'ef-
ficience de plusieurs souches dans la fixation de 1'azote semblent étre af-
fectés quand les cultures sont maintenues de longues péricdes & bas pH avant
leur application aux racines des plantes-h&tes.

Ainsi, i1 est trés difficile de déceler le rdle direct exact de 1'aci-
dité sur la fixation de 1'azote, car, bien souvent 1'acidité intervient indi-
rectement par exemple en induisant une toxicité aluminique ou manganique,
ou une carence en éléments indispensables tels que le molybdéne.

2 - Autres facteurs

L'apport correct en calcium et en phosphore rend possible la fixation d'azote
du tréfle aussi bien dans un sol a pH 5,0 que dans ceux dont le pH a été
élevé & 7,0 - 7,5 par chaulage. I1 est trés difficile de déceler le rdole di-
rect exact du calcium sur la fixation d'azote dans le nodule, car il agit
non seulement sur la symbiose elle-méme, mais sur 1a plante. Son effet est
en outre compliqué par 1'existence d'interactions complexes avec d'autres
éléments. Plusieurs auteurs montrent que les réponses de 1'alfalfa (39, 40,



- 12 -

64, 68, 87, 88) et du tréfle (4) par chaulage sont liées aux quantités uti-
lisablesnar 1a plante en aluminium et en manganése solubles dans

les sols acides. Ces résultats soulignent 1'importance du chaulage pour
abaisser fortement 1a teneur en aluminium et en manganése solubles toxiques
en sol acide pour la culture de la Tuzerne et du tré&fle. Les teneurs en
manganése présentes dans le sol acide &tudié dans les travaux de RICE (87)

ne sont pas considérées toxiques pour1'alfalfa(3). Les exigences des Légu-
mineuses en phosphore sont relativement élevées. Sa carence provoque un ef-
fet défavorable pour la fixation d'azote comme pour 1a nodulation. ROBSON

et LONERAGAN (90) montrent que 1'apport du carbonate de calcium décroit
fortement la croissance de la plante & une faible teneur en phosphate et af-
fecte 1égérement la croissance & haute concentration. En effet, & faible con-
centration de phosphate, de 1'ordre de 128 mg par pot (un pot contient 3 kilo-
grammes de terre), le carbonate de calcium parait induire la déficience en
phosphore. A hautes teneurs en phosphate, le carbonate de calcium augmente
probablement la croissance en &levant 1'apport de 1'azote par 1'intermédiaire
de 1'amélioration de 1a nodulation. De plus, les effets des concentrations en
calcium et en phosphore dans le substrat ont &té étudiés (105). Les résul-
tats montrent qu'en solution, 1'apport d'une forte quantité de calcium di-
minue la toxicité du manganése en réduisant 1'absorption de ce dernier par

la plante, tandis que 1'application forte de phosphore intensifie la toxici-
té en augmentant la fixation. Dans le sol, la toxicité du manganése peut étre
inhib&e par des faibles applications de carbonate de calcium en réduisant

la teneur en manganése échangeable. L'apport d'une forte concentration de

Ca (H2P04)2 aggrave la toxicité en augmentant la fraction du manganése é&chan-
geable du sol. La toxicité du manganése, causée par 1'apport du manganése ou
bien induite par une forte application de phosphore, peut &tre surmontée par
une large application de calcium dans la solution de culture et en chaulant
le sol.

Outre ces facteurs stimulants ou inhibiteurs de 1a fixation d'azote,
d'autres @léments peuvent agir. Le soufre n'intervient pas dans la fixation
elle-méme, mais dans la synthése des protéTnes & partir de 1'azote fixé ou
bien de 1'azote combiné absorbé par les racines. Le cobalt, indispensable
d la croissance des plantes et au développement du Rhizobium est plus impor-
tant pour la fixation symbiotique. En effet, 1'intensité de la fixation est
fonction de la teneur en vitamines B12 et en leghémoglobine; pigment dont
la synthése exige du cobalt. De plus, 1'azote combiné réduit la fixation
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symbiotique d'azote, mais ne 1'inhibe jamais complétement (83).

Enfin, Ta température et 1'humidité affectent fortement la symbiose
Rhizobium-Lé&gumineuse (92). La température optimale pour la formation de
nodules est semblable habituellement & celle de leur développement et par
conséquent, 3 celle de la fixation de 1'azote, qui sont inhibées par la cha-
leur et le froid (30). La température optimale de la fixation d'azote se
situe souvent autour de 24°C. I1 en résulte que Tes plantes qui regoivent
des doses élevées d'azote combiné sont moins affect@es par des températures
élevées ou basses, que les plantes dont le ravitaillement en azote dépend
uniquement de la fixation symbiotique. L'humidité agit sur la fixation en
méme temps que sur la plante elle-méme.

ITI - CONCLUSION

La symbiose Rhizobium-l1égumineuse dans les sols acides dépend de plu-
sieurs facteurs, entre autres les facteurs extrinséques qui agissent entre
la plante-h6te et le Rhizobijum. Outre les qualités nécessaires que doit avoir
1anp1ante-h6te pour cette fixation symbiotique et qui ne sont pas de notre
compétence, la sélection des souches de Rhizobium est nécessaire dans une
telle condition. La souche sélectionnée doit avoir une résistance aux fac-
teurs chimiques (acidité, substances toxiques, produits fongicides), physi-
ques (température élevée, dessication) ou biologiques (phages) existant dans
les sols acides. Elle doit &tre infective, efficiente, stable au point de
vue génétique, avoir une comp&titivité meilleure par rapport aux Rhizobium
autochtones et doit persister dans les sols acides.

Nos travaux personnels nous ont amenés :

1 - A isoler par mutagenéses un mutant ayant une meilleure tolérance aux
pH acides.

2 - A étudier la fixation symbiotique de cette souche mutante de Rhizobium
comparée a la souche sauvage et & une souche standard sur des milieux acides
et des terres de Bretagne. '
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3 - Enfin, & effectuer une &tude physiologique comparative des deux
souches de Rhizobium sauvage et mutante.

Etant donné 1'aspect trés différent de ces trois points, nous avons
exposé les matériels et méthodes, avant les résultats de chaque chapitre.

T




- Chapitre 1

OBTENTION
DES
MUTANTS
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MATERIEL ET METHODES

I - SQUCHES BACTERIENNE

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé deux souches sauvages

de Rhizobium meliloti : Mgs (isolée au laboratoire) et 1-5, aimablement
fournie par le Professeur BONNIER.

Les deux souches sont efficientes sur plantules aseptiques de Tuzerne
(Medicago sativa). Ces souches sont conservées & la température de - 20°C,

en suspension dans le milieu RC fructosé a 1 % additionné de glycérol &
20 % (ce dernier étant stérilisé 30 minutes & 105°C).

-

La souche 1-5 a &té utilisée pour la comparer & la souche sauvage MQS
et 3 ses mutants aprés mutagendse. De plus, elle est employée trés fréquem-
ment dans le monde entier pour sa capacité & résister & des valeurs trés dif-
férentes de pH du sol et de sa faculté d'adaptation 3 différents types de
sols.

IT - MILIEUX DE CULTURE.

L'gtude de 1a croissance de ces souches de R. meliloti a &té réalisée
dans le milieu riche (milieu complet RC). Nous avons utilisé le milieu mini-
mum R pour faire la dilution.

A- Milieu complet : RC

Les bactéries sont inoculées dans le milieu RC de LAIRD (52) modifié
par DELATTRE (21) :

KoHPO v evvvenin i i 1,0 g
MgS0s, 7 HoO v vvvvn v 0,2 g
Extrait de levure (Difco).....1,0 g
Eau distillée..................q.s.p. 1 Titre

pH 7,2 & 7,5.
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Le pH est ajusté avec 1'acide orthophosphorique (H3P04) ou une solu-
tion de potasse (KOH).

Dans le cas du milieu solide correspondant (RCG) on ajoute 12 g par
litre d'Agar Biomar ou Difco. I1 est utilisé pour la numération et 1'isole-
ment des bactéries.

La stérilisation se fait & 120°C pendant 20 minutes. La source de car-
bone (fructose ou glucose) préparée séparément, est autoclavée a 105°C pen-
dant 30 minutes et ensuite additionnée au milieu, @ 1a concentration finale
de 1 % avant 1'utilisation.

B - Milieu minimum : R

KZHPO4 .................. . 0,54¢

MgSO4, 7 HZO e i e e e s e e 0,2 g

NH4NO3........ ceee.... 0,59

Eau distillée..............q.s.p. 1 Titre
pH 7,2

La stérilisation se fait a 120°C pendant 20 minutes.
Le milieu minimum R est utilisé comme milieu de dilution et aussi com-
me milieu de croissance, auquel le fructose est ajouté a la concentration fi-

nale de 1 %.

L'acide orthophosphorique (H3P04) est utilisé pour ajuster & différents
pH acides.

C - Gélose blanche

Elle est utilisée pour les numérations :

Agar Difco............ .... 7,5 ¢
Eau distillée... .. .. .. ....q.s.p. 1 litre

On répartit 4 ml par tube.

La stérilisation se fait & 120° C pendant 20 minutes.
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IIT - TECHNIQUES DE NUMERATION.

A - Numération des cellules viables

Cette technique est bas&e sur 1'utilisation de la double couche. Elle
permet de connaitre le nombre des cellules viables par ml d'une culture de
Rhizobium ou d'une suspension cellulaire ayant ou non subi une mutagenése.

Des prélévements de la culture de Rhizobium pendant la croissance ou
des parties aliquotes d'avant et d'aprés mutagenése sont dilués dans le mi-
lieu de dilution R jusqu'a 10'6. Dans un tube renfermant 4 ml de_1la gélose blan-
che en suspension (44°C), on ajoute 0,1 m1 de la dilution de culture ou
0,1 ml d'aliquot de la mutagenése.
Le tout est ensuite versé sur une couche de milieu RCG, contenant 1 %
de fructose et dans certains cas de la dihydrostreptomycine (S.P.E.C.I.A.)
d concentration finale de 400 pg/ml. L'incubation est réalisée a 30° C pen-
dant 3 jours au minimum.

B - Densité optique

Pour suivre la croissance bactérienne, nous avons inoculé une partie
aliquote d'une préculture de 24 ou 48 heures, suivant les souches, préalable-
ment centrifugée, lavée dans le milieu R et reprise dans le milieu de culture.

La croissance est suivie par mesure de la densité optique & 600 nm,
sous épaisseur d'un cm, au spectrophotométre ZEISS type P.M.Q. II.

IV - LA MUTAGENESE.

La mutagendse est un phénoméne permettant d'avoir des mutants possédant
des caractéres différents de ceux de la souche mére.

Ces mutants, en plus de leur intérét dans 1'étude de Ta génétique du
genre Rhizobium, peuvent &tre testés pour leurs propriétés symbiotiques et
notamment, pour leur efficience : qualité de 1'association Rhizobium-
1égumineuse, aboutissant & la fixation d'azote atmosphérique.

Ainsi, nous avons effectué des mutagenéses & partir des souches de
R. meliloti MQS et 1-5, dans le but de les rendre plus résistantes au facteur
acidité du milieu naturel.

Pour notre travail, nous avons utilisé la N-méthyl-N‘'-nitro-Nenitroso-
soguanidine (NTG) comme agent mutagéne, de formule chimique :
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A - Mode d'action de la N-mé&thyl-N' nitro-N-nitrosoguanidine (NTG)

Découverte par MANDELL et GREENBERG (65), son mode d'action moléculaire
n'est pas encore bien connu, car il est difficile de distinguer 1'effet muta-
géne de la NTG, de celui de ses produits de dégradation.

- ETlle se décompose en acide nitreux et en N-méthyl-N' nitrosoguanidine
d un pH inférieur & 5.

- A un pH supérieur 3 5,5, elle est sous forme de diazométhane et nitro-
urée.

Pour certains auteurs (14), le diazométhane est le principal agent de
la mutagenése, mais la NTG posséde également une activité mutagéne propre.

Par contre, 1'acide nitreux attaque les bases possédant un'groupement
aminé et effectue une désamination oxydative. Ainsi, 1'adénine est transfor-

mée en hypoxanthine et la cytosine en uracile. On assiste & une substitution
A-T = G-C et inversement.

Le diazométhane est un agent qui peut réagir avec les acides nuclé&iques
et leurs constituants. Son action sur le DNA s'exerce en méthylant les bases

a différentes positions.

B - Conditions optimales de la mutagenése par NTG

Des travaux antérieurs réalisés dans le laboratoire par NIEL (77) ont
montré que le meilleur résultat était obtenu & l1a concentration finale de
750 pg/ml en NTG dans le tampon Tris-acide maléique pH 6,65.

C - Mode opératoire

Nous effectuons une culture de 1a souche R. meliloti sur milieu fructo-
sé de pH voisin de la neutralité. Lorsque celle-ci atteint une densité opti-
que de 1'ordre de 0,80 (soit 8. 108 cellules par ml environ), nous en centri-
fugeons 10 ml. Le culot est repris dans 10 ml de milieu R et centrifugé une
deuxiéme fois pour é&tre repris dans 10 ml de tampon Tris-maléique pH 6,65.
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Dans un pot & centrifugation stérile, on ajoute 15 mg de 1'agent muta-

géne NTG, 10 ml de tampon Tris-maléique.

Ce tampon est composé :

- 9 ml de Tris (hydroxyméthyl amino-méthane) M

- 5 ml d'acide maléique M,

- on compléte & 100 m1 avec de 1'eau bidistillée stérile.

Aprés avoir dissous la NTG en agitation & 30°C, on ajoute la culture
bactérienne préalablement centrifugée, lavée et reprise dans le tampon Tris-

maléique.

On laisse agir 1'agent mutagéne pendant 30 minutes, & 30°C en agitation.
Les cellules sont ensuite lavées par centrifugation et remises en suspension

dans du milieu R pour étre numérées, afin de déterminer le taux de survivants

et 1'efficacité de Ta mutagenése par comparaison avec les numérations avant

1'action de 1a NTG.

Nous avons défini :

Nombre de

a) Pourcentage de survivants
Nombre de

Nombre de

cellules aprés mutagenése x 100
cellules.avant mutagenése

cellules sans NTG 3 pH acide

b) Fréquence des mutants spontanés
Nombre de

cellules sans NTG & pH 7,2
cellules aprés NTG 3 pH acide

c) Fréquence des mutants aprés Nombre de
mutagenése Nombre de

Fréquence

cellules aprés NTG & pH 7,2

des mutants aprés mutagenése

d) Efficacité de la mutagenése
Fréquence

des mutants spontanés

V - TECHNIQUE D'OBTENTION DU MUTANT RESISTANT A LA DIHYDROSTREPTOMYCINE.

1- A 10 ml de milieu complet RCG fructosé, préalablement fondu et mainte-

=

nu & 60°C, la dihydrostreptomycine est ajoutée d raison de 400 pg/ml. On cou-
le dans une boite de Pétri inclinée, afin d'obtenir aprés solidification,

la figure suivante :

I i
Repér‘e sur le fond N
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2 - Au moyen d'une pipette, on coule 10 ml de RCG fructosé sans
dihydrostreptomycine ; on obtient ainsi un gradient de concentration allant
de 0 & 400 ug/ml.

| |
avec dihydro-_| -ﬁ"“‘“m--- - < sans dihydro-
streptomycine T =) streptomycine
400 pg/ml<= 0 pg/ml

3 - Lorsque les quelques colonies résistantes se sont développées, on
détermine approximativement 1a concentration & laquelle elles sont résis-
tantes, et ceci suivant leur position.

4 - La concentration maximale en dihydrostreptomycine a laquelle chaque
mutant est résistant se trouve ainsi déterminée et doit &tre confirmée en
milieu liquide.
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RESULTATS ET DISCUSSION

I - ETUDE DE LA CROISSANCE BACTERIENNE

Nous avons réalisé une préculture de la souche R. meliloti Mgs ou 1-5
sur milieu RC glucosé ou fructosé 1 %, de pH 7,2. A une densité optique
de 0,80 environ, les cellules sont centrifugées & 4 500 g, lavées dans le
milieu R, centrifugées une deuxiéme fois et reprises suivant les études
que 1'on fait dans 100 ml du milieu RC glucosé ou fructosé 1 % a différents

pH.

Les cultures sont faites & la température de 30°C et en agitation ro-
tative constante, permettant d'obenir une oxygénation convenable du milieu.

L'inoculum de départ correspond environ a 5.107 cellules par ml.
La croissance a €té contr6lée par mesure réguliére de la densité optique
d 600 nm, par 1'évolution du pH et par le nombre des cellules viables dans

chaque milieu de culture dans certains cas.

A - LA SOUCHE RHIZOBIUM MELILOTI MgS

1 - Evolution de la croissance en fonction du pH sur milieu glucosé

a - Croissance

La figure 1 montre trois groupes de courbes de croissance :

- pour les pH 7,6 et 6,65, la croissance est sensiblement identique ;
la phase de latence est trés bréve ;

- pour les pH entre 6,15 et 5,35, 1a croissance est nettement ralentie ;
de plus, la phase de latence est allongée pour les pH 5,65 et 5,35 ;

- & pH 4,4, malgré 1'inoculum de départ important et la composition
du milieu, il n'y a plus de croissance ; les cellules meurent ; le milieu
de culture devient clair ; 1'observation au microscope optique nous montre
une lyse bactérienne.
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Fig. 1 : Croissance de Rhizobium meliloti MQS sur RC glucosé a 1 %
a différents pH.
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En suivant 1'évolution du pH lors des cultures de Ta souche MQS, nous
nous apercevons que dans tous les cas, 1'utilisation du glucose comme
substrat carboné s'accompagne d'une forte baisse du pH (tableau 2). Le pH
de chaque culture est compris entre 4 et 5. Cette zone de pH pourrait étre
néfaste pour toutes activités enzymatiques de la bactérie.

7,6 * 7,1 ° 6,65 ° 6,15 - 5,65 - 5,35 - 4.4

lieu de:

[ eulture. . N N e N )
24 : 6,7 6,6 : 6,1 : 4,8 : 4,6 : 4,5 : 4,4
72 4,9 5 5 4.8 4,3 4,15 4,3

Tableau 2 : Evolution du pH des cultures de Rhizobium meliloti Mgs
sur RC glucosé 1 % (& différents pH initiaux).

La détermination du nombre de cellules viables aprés 72 heures (tableau
3) sur milieu RC glucosé 1 % a différents pH nous confirme le résultat de
la figure 1.

.

o Zﬂiili; dumilieu : ;¢ : 59 ¢ 665t 6.15° 5,65° 5,35 4,4

e - - - " .- - - b e e e e o e o - & - - - L L l‘- ------- e e o - -*

;Nombre de cellules : 7° 7; 7 ¢ 7° 7¢ 7t 7
:viables au temps T =0 :6,4.10':5,8.10°:6.10" :6,2.10":5,8.10":6,4.107:7.10
:(bactéries par ml) : : : : : : :

;Nombre de cellules : : : : ; : : :
:viables au temps : 9 : 9: 9: 9: 8 : 8 : 5:
‘T = 72 heures :2.10 :2,3.10 :2,2.10 :1,2.10 :6.10 :6.10 :2,6.10 .

:(bactéries par ml)

Tableau 3 : Numération de cellules viables de Rhizobium meliloti Mgs
aprés 72 heures de culture sur milieu RC glucosé 1 %
a différents pH.
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- de pH 7,6 & pH 6,15, nous trouvons un nombre & peu prés constant de
cellules ; nous notons une bonne croissance bactérienne pour un méme inocu-

lum de départ ;
- aux pH 5,65 et 5,35, nous constatons un ralentissement de la croissance ;

- a pH 4,4, nous n'avons pas de croissance, mais une lyse bactérienne.

Dans cette &tude, le travail sur milieu glucosé montre que la souche
Mgs se développe mal dbas pH . Cependant, on sait que la plupart des
Rhizobium meliloti dont MgS. acidifient le milieu glucosé et i1 se pourrait
que cet abaissement supplémentaire de pH soit particuliérement défavorable.

En effet, HORNEZ a montré que cette chute de pH est due & la libération
dans le milieu de culture d'acide 2-céto-gluconique (38) dont la quantité
accumulée varie en fonction de la concentration en glucose dans le milieu
d'incubation (37).

Des travaux antérieurs (36) chez Rhizobium trifolii : groupe capable
d'infecter le tréfle, ont montré la production de pyruvate, d'acétate, pro-
pionate, isobutyrate et butyrate dans le milieu aprés 21 jours de culture.

DUDMAN et HEIDELBERGER (25) montrent que les ions pyruvate sont des
constituants importants des polysaccharides de Rhizobium et i1 est possible
que la sécrétion de pyruvate soit associée avec la symbiose.

La production de pyruvate et de butyrate (110) par Rhizobium avait été
établie quoiqué aucune attention n'est faite pour relier ces résultats a
1'efficience symbiotique.

KATZNELSON (47) signale la production par Rhizobium leguminosarum,
Rhizobium meliloti, Rhizobium phaseoli et Rhizobium trifolii de pyruvate
et de trioses phosphates & partir de glucose-6-phosphate et de gluconate-6-
phosphate en présence de nicotinamide-adénine-dinuciéotide phosphate (NADP+).

Ainsi, le glucose est dégradé rapidement par les cellules. Ceci provo-
que une baisse de pH importante amenant & une acidification du milieu extra-
cellulaire qui peut &tre incompatible avec la survie des Rhizobium, la sym-
biose et les plantes.
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2 - Evolution de la croissance en fonction du pH sur milieu fructosé.

a - Croissance

E
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Fig. 2 : Croissance de Rhizobium meliloti MgS sur RC fructosé

1% & différents pH initiaux.
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- malgré une 1égére différence, on peut considérer que la croissance
est pratiquement identique sur le substrat carboné (fructose 1 %) pour les
pH compris entre 7,3 et 6,6 ; en effet, pour un inoculum de départ corres-
pondant & une densité optique de 0,01, on observe un temps de latence trés
court, de 1'ordre de 1 & 3 heures ;

- aux pH acides 5,75 et 5,5, nous observons un trés net ralentissement
de la croissance avec un temps de latence trés long ;

- 3 pH 4,1 aucune croissance n'a &té observée ; il est probable que la
concentration en ions H' empéche le développement de la bactérie (fig. 2).

- o - . 0 T - . - -

pH initial du : : : : ’ :
milieu de : 7,3 : 6,6 : 5,75 : 5,6 : 4,15

‘Temps culture

:en heures :

. em L 78 s s 57t 56 . a5 s
L mas s 66 i s i 54 4z
CEEE s h es i se . sas i s s

Tableau 4 : Evolution du pH lors des cultures de Rhizobium meliloti
MQS sur RC fructosé 1 % a différents pH.

Le tableau 4 montre que 1'utilisation du fructose comme substrat carboné
s'accompagne d'un maintien des pH aux environs de leurs valeurs initiales.

Str

B - LA SOUCHE RHIZOBIUM MELILOTI 1-5 (mutant résistant a la

dihydrostreptomycine)
1 - Evolution de 1a croissance en fonction du pH sur milieu alucosé.

a - Croissance

- La figure 3 nous montre le méme phénoméne observé auparavant, & sa-
voir un meilleur développement aux pH compris entre 7,5 et 6,45.
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Fig. 3 : Croissance de Rhizobium meliloti 1-5 sur RC glucosé
1 % contenant 400 pg/ml de dihydrostreptomycine.
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- A pH 5,9, 1'acidité du milieu affecte la croissance de la bactérie
par un ralentissement d'expression des génes qui codent pour les enzymes
du métabolisme de la croissance.

- Nous notons une 18gére croissance bactérienne a pH 5,45. Par contre,
a pH 5, i1 n'y a plus de développement, les cellules sont lysées. En effet,
la forte teneur en ions H' inhibe et méme détruit toute 1'activité bacté-

rienne.

Tableau 5 : Evolution du pH lors des cultures de Rhizobium meliloti
1-55tr sur RC glucosé 1 % contenant 400 pg/ml de
dihydrostreptomycine.

Malgré 1'emploi du substrat carboné glucose, nous assistons avec la
souche 1_55tr d une trés légére acidification du milieu de culture au cours
de la croissance, quel que soit le pH initial du milieu.

Une expérience a été faite avec la souche 1-5 non mutée, sur le milieu
RC glucosé sans dihydrostreptomycine, et a confirmé ce résultat.

Ainsi, la souche R. meliloti 1-5, par son catabolisme, libére trés peu
de produits acides. Ce comportement est trés différent de celui de la souche
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R. meliloti M9 S qui libére des produits acides lors de sa croissance sur
milieu ayant le glucose comme substrat carboné.

2 - Evolution de la croissance en fonction du pH sur milieu fructosé.

£
c
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o
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Fig. 4 : Evolution de la croissance et du pH lors des cultures
de souche de Rhizobium meliloti 1_55tr sur milieu RC
fructose 1 %, contenant 400 ug/ml de dihydrostreptomycine.

L'utilisation de fructose s'accompagne d'une variation négligeable du
pH pour 1a souche l-SStr, quel que soit le pH initial du milieu de culture.

Ce phénoméne a été déja mis en évidence pour la souche M9$. ;“



-30 -

C - DISCUSSION

I1 apparait donc 3 1a suite de ces études de la croissance sur ces deux
substrats carbonés : fructose et glucose, que :

1 - La croissance des deux souches Rhizobium meliloti MQS et 1_55tr
sur milieu RC fructosé, quels que soient les pH du départ, ne s'accompagne
pas d'acidification. En effet, des travaux antérieurs dans le laboratoire
(37) montrent qu'une partie de ce substrat est dégradée en dioxyde de car-
bone et en eau, le reste étant dirigé vers des voies de biosynthése. En fin
de culture, on observe un développement bactérien et une viscosité importants
- pour les pH voisins de 1a neutralité.

2 - Dans le cas du glucose comme substrat carboné&, pour la méme concen-
tration, nous constatons une trés nette acidification du milieu lors de la
croissance de la souche R. meliloti Mgs due @ une libération des composés
acides. Par contre, avec la souche 1-55tr, cette baisse de pH se fait trés

lentement au cours du temps.

3 - De plus, nous avons constaté que la vitesse de croissance est 1éga-
rement plus rapide en présence de glucose qu'en présence de fructose. Cette
différence peut étre due a des inoculum ne comportant pas un nombre initial
identique de cellules.

Afin d'éviter toute variation du pH de nos milieux due au catabolisme
de culture, il nous a paru intéressant dans Ta suite de nos travaux, de tra-
vailler avec le fructose comme substrat carboné, de facon & supprimer la
formation des produits acides amenant un abaissement brutal du pH préjudi-

ciable & la croissance et & la mutagenése.

IT - LA MUTAGENESE

A - LA SOUCHE RHIZOBIUM MELILOTI MgS

1 - Etude de 1a souche mutée MgSm

a_-_Obtention_de M,Sm

La mutagenése a été faite & partir de deux cultures de MQS sur milieu RC
fructosé 1 % (pH 7,2 et pH 6). L'agent mutagéne est 1a NTG & concentration
finale de 750 pg/ml.
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Nous avons obtenu :

: Culture sur RC fructo- : Culture sur RC fructo- :

:s€1%-pH 7,2 :s81%-pHE®b
: Pourcentage de survie : 0,2 % : 0,39 %
: pH du milieu gélosé : 5.55 : 5.55
: de la sélection
: Fféquence des mutants : -3 -3
: spontanés 0,24.10 1,41.10
: Fréquence des mutants 0,218.10'1 1,11 10-1

¢ aprés mutagenése

: Efficacité de 1a
: mutagenése

Tableau 6 : Résultats de la mutagenése de la souche Rhizobium
meliloti MQS.

Le tableau 6 nous montre que dans les deux cas de cultures, le pourcen-
tage des survivants est trés faible, de 1'ordre de 3%.. Par contre, le ré-
sultat est meilleur si la mutagenése est faite & partir d'une culture sur
RC fructosé 1 % pH 6. En effet, i1 est possible que cette différence soit
due au fait que ce pH est voisin de celui du tampon Tris-acide et de celui
du milieu gélosé de la sélection. I1 semble qu'il se fasse déjd une premiére
sélection par adaptation. Signalons, dans les deux cas, que la mutagenése
a multiplié par 100 le nombre des résistants au pH acide (voir 1'efficacité).

Nous avons donc repris un clone dit MQSm pour le conserver dans un tube
contenant du RC fructosé pH 5,5 et en milieu liquide glycérole.
Le but de notre travail est d'obtenir des souches capables de se déve-

lopper & un pH le plus bas possible, de fagon 3 &liminer le probiéme du pH
acide du sol de Bretagne, et de pouvoir s'adapter dans les meilleures conditions
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dans ces rhizosphéres pour entrer en symbiose avec la luzerne.

IT nous a donc paru intéressant d'approfondir le probléme, en tentant
de comparer les deux souches.

b_-_Comparaison_des_souches MqS_et MoSm

I1 s'agit ici de voir si la souche obtenue MQSm est différente de 1la
souche sauvage»(MQS) de départ et si elle est capable de se développer a un
pH plus bas que cette derniére.

Pour réaliser cette expérience, nous avons procédé de la fagon suivante :

[}

]

|

|

]

MQSm MyS
culture sur RC fructosé 1 %
pH 7,2
Préculture -A- Préculture -B-

1°) Centrifugation (4500 g)
2°) Lavage dans le milieu R

e {  3°) Centrifugation (4 500 g) el

4°) Reprises dans milieu neuf RC
fructosé 1 %

pH 5,5 pour culture

Culture sur milieu RC fructosé 1 % pH 5,5

Notons que 1'inoculum de départ dans les deux cas a une densité optique
de 1'ordre de 0,05 correspondant environ & 5.107 cellules par ml.
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Fig. 5 : Evolution de la croissance des souches MQS et MQSm
sur milieu RC fructosé 1 % pH 5,5.

D'aprés la figure 5, i1 semble évident qu'il s'agit alors d'un mutant
et non d'une souche adaptative. En effet, le temps de génération de la souche
MQSm est meilleur que celui de la souche sauvage et de plus, la croissance
est plus importante sur le milieu RC fructosé 1 % pH 5,5. Notons au passage
que 1'allure de la courbe de croissance de Mgs sur milieu fructosé pH 5,5
est a peu prés identique & celle trouvée auparavant (voir la figure 2).

~

Ce résultat nous a encouragé a effectuer une autre mutagenése.
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2 - Etude de la souche mutée M9§g15tr

a_-c_Obtention de MgSm, __

A partir de la souche MQSm isolée de la premiére mutagenése de la sou-
che sauvage R. meliloti MQS, nous avons effectué une deuxiéme mutagenése par
la NTG. Cette opération aura pour but, si possible, d'améliorer la tolérance
en acidité de la souche.

Aprés les 30 minutes d'action de la NTG, les cellules sont centrifugées,
lavées deux fois dans le milieu R, centrifugées et reprises dans des milieux
liquides RC fructosé a différents pH inférieurs a 5,5. L'inoculum de départ

est trés grand, de 1'ordre de 108 cellules par ml de fagon & avoir si possi-
ble, un maximum de développement en cas d'existence des mutants.

Notons que la condition de 1a mutagenése est différente de la précédente.
En effet, 1'isolement sur milieu solide précédé d'un enrichissement en milieu
liquide pourrait rendre difficile 1'obtention des mutants "plus acides".

b_-_Comparaison_des_souches MgSm_et MoSm,

o—°
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Fig. 6 : Evolution de la croissance de M95m sur RC fructosé 1 %
d différents pH acides.
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Le témoin non traité par 1a NTG a été fait & partir de 1a souche MgSm
dans les mémes conditions que le produit de 1a mutagenase.

Le résultat de la figure 6 montre :

=~

- A pH 5,6, nous assistons & une croissance bactérienne. Ce phéno-
méne a été déja constaté auparavant (voir la figure 5).

- A pH 5,35, nous remarquons une trés 1égére augmentation de la
densité optique. La bactérie &prouve donc une trés grande dif-
ficulté & effectuer son métabolisme de croissance.

- Aux pH 5,2 et 4,85, 1a croissance est nulle. Les cellules sem-
blent étre lysées.

Sur 1a figure 7, on constate que malgré un inoculum de départ important,
la croissance est lente durant les premigres vingt-quatre heures pour les
pH 5,6 et 5,35. Ce ph&noméne pourrait étre interprété par une adaptation
de certains clones & 1'acidité du milieu. Les autres cellules non résistantes
périssent. La phase exponentielle se situe entre 25 et 60 heures. Notons
dans le cas de pH 5,2 une 1égére croissance de la souche soumise & la NTG.

La souche ainsi obtenue aprés isolement sur RCG fructosé 1 % pH 5,2
est nommée MgSm;.

Néanmoins, i1 peut y avoir une variation de pH due & 1a Tyse des cellules.
I1 serait donc nécessaire de vérifier le pH limite exact de la croissance de
cette nouvelle souche MgSmy, tout en partant d'un faible inoculum.

Cependant, avant de faire cette expérience, i1 nous semble utile de
rendre MQSml résistante & la dihydrostreptomycine.
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Les souches MQSm et 1-5 en plus de MgSm; sont rendues résistantes a la
dihydros treptomycine.

Ceci présente deux avantages :

- éviter les contaminations par d'autres bactéries.
- pouvoir repérer les souches dans la terre & 1'aide de ce marqueur
génétique (9, 41).

Ainsi les souches MQSm, MQSml et 1-5 résistantes ont été obtenues a la
concentration de 400 pg/ml.

d - Détermination du pH_ limite de_la_croissance _de M95m1§ff

- - - . 0 B - O BN - e o Y . e

La souche MgSmlstr est cultivée sur milieu RC fructosé. A densité opti-

que égale & 0,84, les cellules sont récupérées par centrifugation, lavées
deux fois et remises en suspension dans un méme volume minimum R. Des volu-
mes variables de cette suspension bactérienne sont inoculés dans 10 ml de
milieu RC fructosé & différents pH contenant de 1a dihydrostreptomycine.

Aprés 48 heures de culture., les résultats sont rapportés dans le
tableau 7.

. 1n1t1a] du milieu de cu1tur? 5.6 5,35 : 5,1 . 4,95
LVolume_d'inoculum (en mIY o= S o emmemm SR mmmmmemen .
0 ,’1 + + - -
0 ’2 + + - -
0,5 + : + - -
1,0 + + + -
Str sur milieu

Tableau 7 : Détermination du pH limite de 1a souche MgSm1
RC fructosé 1 % contenant 400 pg/ml de dihydrostreptomycine
en fonction du volume d'inoculum.

+ Culture dense

+  Culture peu différente de 1'inoculum

- Pas de croissance.

Légende :
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IT apparait que le pH limite de Ta croissance de la souche MQSmlstr se
situe entre 5,35 et 5,1 pour un inoculum variant de 0,1 3 1 ml.

e - Mutagenése_de_la_souche M95m1§__

Nous avons de nouveau essayé d'améliorer la res1stance aux pH acides de
Str
MgSmy

en effectuant une mutagenése.
Avant et aprés mutagenése, des numérations sur des milieux RCG fructosés

contenant 400 pg/ml de dihydrostreptomycine ont &té effectuées aux pH sui-
vants : 4,95 ; 5,1 ; 5,45 ; et 5,65.

Signalons que la culture du départ pour effectuer la mutagendse est
faite dans du milieu RC fructosé contenant de la dihydrostreptomycine pH 5,65.

:Culture sur RC fructosé 1 % contenant
:400 Pg/ml de dihydrostreptomycine pH 5,65

 Pourentage des = 235
e fmmmm i ————— demmmmem e R L +
T
Lttty R e v
e demis oy s o s
T A

" mutagenése -

Tableau 8 : Résultats de la mutagenése de la souche MQSmIStr.

Les déterminations ont été réalisées sur trois milieux de
pH différents.

D'aprés le tableau 8, nous constatons qu'aucun clone n'a pu étre repéré
sur les pH 5,1 et 4,95.

Par contre, le pourcentage des survivants est fort supérieur & celui que
1'on trouve pour la premiére mutagenése de la souche R. meliloti Mgs. I71 est
multipl1ié environ par 10. I1 semble donc y avoir une nette amélioration @ la
résistance acide.
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B - LA SOUCHE RHIZOBIUM MELILOTI 1-5°%"

Nous avons fait &galement une mutagendse dans les mémes conditions que
celles des souches MgS et MgSm > pour le Rhizobium meliloti 1-5°t". E1e
a été effectuée & partir d'une culture sur milieu RC fructosé 1 % contenant
400 pg/ml de dihydrostreptomycine pH 5,65 de densité optique 0,94.

Le pourcentage de survivants ainsi obtenu est de 0,16. Par ailleurs,
aucun clone ne se développe sur milieu de sélection RCG fructosé contenant
de Ta dihydrostreptomycine & pH 5,1 et 5,45 avant et aprés action de 1a NTG.

Comme i1 n'a pas été possible d'obtenir des colonies résistantes & pH acide,
nous n'avons pas poursuivi les essais de la mutagenése.
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DISCUSSION ET CONCLUSION.

Dans les essais décrits dans ce chapitre, nous avons utilisé deux sou-
ches sauvages efficientes MgS et 1_5Str dont la différence fondamentale ré-
side dans le fait que la premiére acidifie fortement le milieu en déaradant
le glucose et la plupart des sucres, alors que la 1-55tr ne forme pas de pro-
duits acides dans ces conditions.

Nous avons constaté que seul le pH initial du milieu de culture avait
un effet sur la croissance de ces souches. L'acidification due & 1a dégra-
dation du glucose ne semble pas jouer un rdle important puisque 1'une et
1'autre souche présentent la méme sensibilité aux pH acides. De plus, des
éxpériences ont été faites avec 1a souche MQSmlstr et ont montré que cette
derniére acidifie sur le milieu glucosé aussi bien que la souche mére Mgs.

I1 a été possible d'obtenir des mutants acido-tolérants & partir de la
souche MgS, alors que cela a toujours &té impossible pour la souche 1_5Str.
Str

Cette difficulté d'obtenir un mutant de la 1-5 n'‘est pas 1iée & un

caractére particulier de cette souche & résister & la mutagenése (par exem-
ple systéme de réparation). En effet, on obtient des mutants résistants &

la dihydrostreptomycine, aussi bien & partir de la 1-5 que de la MQS.

La souche 1-5 est souvent utilisée en agronomie pour infecter des araines
destinées & germer dans des sols acides. On pouvait penser que la résistance
de cette souche dans les sols acides était due au fait qu'elle ne faisait pas
baisser davantage le pH de 1a rhizosphére déja acide. Dans 1'incapacité ol
nous sommes de connaftre exactement la mutation ayant rendu la souche MQS
plus résistante aux pH acides, i1 ne nous est pas possible d'expliquer ce fait.

Ainsi, vu le caractére de la souche 1-5, i1 s'avére que la faculté
d'adaptation aux différentes conditions de la rhizosphére dépend de 1a bacté-

-

rie et différe d'une souche de Rhizobium meliloti & une autre.
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Toutefois, 1'un des faits saillants de cette &tude demeure 1'obtention
par mutagenéses successives de la souche MQSmIStr capable de se développer
jusqu'a 5,35 & partir d'un inoculum de 1'ordre de 107 cellules par ml. Cette
souche est résistante & la dihydrostreptomycine qui est un marqueur génétique :
celui-ci permet d'une part de la repérer dans le sol, et d'autre part d'é&limi-
ner les contaminations éventuelles.

Grace & sa faculté a se développer & .pH plus acide, nous envisagerons
dans 1'étape suivante d'étudier le comportement symbiotique de cette souche
MQSmIStr par rapport & la souche Rhizobium meliloti MQS et surtout par rapport
i 1-55t" gy fait de son utilisation pour la culture de luzerne.




Chapitre 2
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La présence dans le sol des souches efficaces de R. meliloti ayant une
capacité élevée de fixer symbiotiquement 1'azote avec la Tuzerne est un des
facteurs qui influencent directement 1'établissement de cette culture. En
effet, la luzerne devient alors rapidement indépendante de 1'azote du sol
et le rendement en matidre séche est meilleur.

L'amélioration des inoculants de 1a luzerne est basée sur la sélection
de Rhizobium ayant les caractéristiques suivantes :

1° L'efficacité symbiotique dans toutes les conditions d'habitat
avec la luzerne,

2° La facilité de nodulation,

3° Une concurrence meilleure vis-d-vis des autres Rhizobjum indi-
génes ,

4° La survie et 1e développement meilleurs dans les sols concernés.

Str SStr’

Vu les comportements différents des souches MgS s MgSmy et 1-
nous étudierons dans ce chapitre leurs propriétés symbiotiques vis-d-vis de
la terre de BRETAGNE et des conditions d'habitat analogues & cette derniére
avec la plante hote (Tuzerne)dans le cadre d'un programme d'amélioration

des inoculants pour cette 1&gumineuse notamment :
a) 1'infectivité (capacité de nodulation) ;
b) 1'efficience (capacité de fixer 1'azote atmosphérique) :
1° Mesure du poids sec de la plante,

de la souche sauvage MgS et surtout du mutant M95m1

2° Fixation symbiotique de 1'azote par le test de la réduction
d'acétyléne par la nitrogénase en chromatographie en phase
gazeuse.

La souche R. meliloti 1-55tr est utilisée dans un but comparatif vis-d-vis
Str
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MATERIEL ET METHODES.

I - LA LUZERNE : Medicago sativa, variété Magali.

IT - LES SOUCHES DE RHIZOBIUM MELILOTI.

_ MQSm%Str
_ 1_55 r

IIT - LES TERRES DE BRETAGNE.

Deux sortes de terres bretonnes ont été &tudiées : 1'une de pH 4,9 et
1'autre de pH 5,9. Ces terres sont équilibrées au point de vue granulométrie
avec une 1égére dominante limoneuse. Des études sur la matiére organique ont
montré leur pauvreté en éléments fertilisants et certains oligoéléments.

Plus particulidrement, une analyse sur terre de pH 4,9 a été faite et a'
donné les résultats suivants : (complément du bulletin N° 3235. Station I.N.R.A.

Quimper 1978).

- Analyse granulométrique :

argile.iveeen.n. Ceersseraeas ces 17,1 % (moyen)

19mon fiNiiiiiesnennnnnsansnnes 26,6 % (moyen)

1imon grossier...eceeceeceeases 38,8 % (assez éleveé)
sable finieeeieeriiiiienennennnn 10,8 % (normal)
sable grossier....eciiieeecanss 6,7 % (faible)
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- Analyse chimique :

Terre fine..... N Ceeirreerasaaennas 97,5 % (trés bon)

31, I e teeeesieceraraerate e eans 5,0 (trés acide)
Matiére organique....... Cevertesenans vees 4,0 % (bon)

Acide phosphorique assimilable........... 295 mg/kg (bien pourvu)
Potasse assimilable...voviiineninnnns v 180 mg/kag (faible)
Magnésie assimilable.....veuuenn Ceterenas 200 mg/kg (riche)
Cuivre assimilable........... Cerenes Ceeaa 2,9 mg/kg (bon)

Zinc assimilable........ Cesaerereanaeenns 14,1 mg/kg (trés bon)
Calcium &changeable..vvieecrrienneresenas 2,2 %

Ainsi, 1a proportion de terre fine est trés bonne, le pH fortement acide.
Ce sol est bien pourvu en matiére organique, acide phosphorique, manganése,
cuivre et zinc assimilable. Par contre, les teneurs en potasse et en calcium

sont faibles.

IV - LES MILIEUX.

A - Milieu de NICOL et THORNTON (78).

KoHPOgeuvunvnnn Ceeeeriaesiasesanans 0,54¢g
MgSOgs 7 Holuuuvnnvuninvaiivninnnnnen 0,2 ¢
Na Cl..... teeresreanas Cresrsaretaans 0,14
Fe POgeecerneniiiiiiiiiiinineninnes 1 g
Cag (POg)pesese.. cereanaes Cereneraes 2 g
Fe Clgeeeieeienniiniiiinieniennennns 1 m1 d'une solution

concentrée & 10g/litre

Eeau de conduite........v.n.n. cieees q.5.p. 1 Titre.

=

Le pH est ajusté & la valeur voulue par une solution de H3P04 (acide

orthophosphorique) ou de K OH (potasse).

Pour le milieu gélosé, on ajoute 15 g/litre d'agar Biomar ou 12 a/litre

d'agar Difco.

La stérilisation se fait & 120° C pendant 20 minutes. Les tubes contenant
12 ml1 du milieu sont maintenus inclinés aprés stérilisation jusqu'ad prise en

masse.
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B - Milieu RN

En plus du milieu classique RC fructosé pour la culture des R. meliloti,
nous avons utilisé le milieu RN~ (milieu R dépourvu d'azote) pour le lavage
des cellules avant 1'inoculation de composition suivante :

MgSOg4s 7 HpO..uw v Cecrietatsenen ces 0,2 ¢

KzHP04.... ........... veesenssnseaa . 0,5 g

Eau distillée...ccvivenenn Cherseene . g.s.p. 1 Titre
pH = 7,2

La stérilisation se fait & 120° C pendant 20 minutes.

V - DESINFECTION DES GRAINES ET PREGERMINATION.

A - Désinfection des graines.

Les graines sont réparties dans une boite de Petri contenant une goutte
d'agent mouillant (détergent, Teepol) et environ 20 ml1 de chlorure mercurique
(HgC1,) & 5 °/o0.

Aprés 5 minutes d'agitation, le désinfectant est éliminé par plusieurs
ringages a 1'eau distillée stérile.

B - Prégermination.

Les graines, préalablement stérilisées, sont déposées sur milieu riche
RCG coulé en boftes de Pétri afin de contrdler la stérilité et la germination.

La prégermination dure 2 3 4 jours & la température de 30° C selon les
graines jusqu'a 1'apparition des radicelles de 1 & 2 centimétres de longueur.
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VI - CULTURE ASEPTIQUE DE LA LUZERNE.

Elle s'effectue dans des tubes 20 x 200 renfermant le milieu dépourvu
d'azote (milieu de NICOL et THORNTON), dans ce méme milieu additionné des
deux terres acides de BRETAGNE, dans des pots contenant du sable de
FONTAINEBLEAU additionné de terre ou dans la terre acide pH 5,9 de BRETAGNE.

A 1'aide d'une dse, les jeunes plantules prégermées d'une longueur de
1 a 2 centimétres sont transplantées a raison d'une plantule par tube sur
le milieu solide gélosé de NICOL et THORNTON. Dés 1'apparition des racines
secondaires, les bactéries préalablement centrifugées, lavées par du milieu

RN™ et reprises dans le milieu de NICOL et THORNTON Tiquide sont ajoutées.

Dans le cas du milieu solide contenant du sable, 1'inoculum est préparé
avec des bactéries en suspension dans de 1'eau stérile. Pour la terre acide
pH 5,9, les graines sont mises stérilement dans les pots et les bactéries
sont ajoutées de la méme fagon que dans le cas du sable.

L'incubation s'effectue dans la serre avec 16 heures d'éclairement et
8 heures d'obscurité. La température est de 20 & 25° C et 1'humidité est de

80 %.

VIT - DETERMINATION DU POIDS SEC DE LA PLANTULE.

Selon la durée de culture (1,2 ou 3 mois), quelques plantules, lavées
préalablement avec 1'eau distillée, sont mises dans une capsule séche de
poids connu. Elle est placée & 1'étuve & 100° C pendant 24 heures.Ensuite,
des pesées sont effectuées pour avoir le poids sec correspondant.

Pour chaque détermination de poids sec, nous avons pris la moyenne de
6 plantules.
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VIIT - MESURE DE LA FIXATION D'AZOTE : DOSAGE DE L'ETHYLENE PROVENANT DE LA

REDUCTION DE L'ACETYLENE.

La mesure de la fixation d‘'azote biologique dans les sols, les plantes et
1'eau revét un intérét considérable mais trés difficile a réaliser.

En effet, les modifications variées de la méthode de digestion KJELDAHL
donnent des grosses erreurs dans les manipulations analytiques. L'utilisation
15N (11) parait étre idéale par sa sensibilité mais le procédé est trés coli-

-

teux. La méthode a 13N (13) est inutilisable pour les essais de routine.

L'utilisation de la réduction de 1'acétyléne a &té employée pour mesurer
1'azote fixé. La base d'une telle méthode fut rendue possible lorsque DILWORTH
(22) et SCHOLLHORN et Coll. (96) montrérent que 1'acétyléne est réduit par le
systéme nitrogénase chez Clostridium pasteurianum.

A - Principe.

La nitrogénase est 1'enzyme qui catalyse la fixation d'azote ou la réduc-
tion assimilatrice d'azote.

La réaction peut étre schématisée de la fagon suivante :

Ny + 6H +6e —> 2 Ny
Cette enzyme a la particularité d'étre trés peu spécifique quant au
substrat : elle peut transférer des électrons non seulement 3 N2 mais aussi

& NHz, NoO, CoHp, HCN, CH3CN, H40", et Teurs homologues.

La réduction de 1'acétyléne se fait suivant la réaction :

3CH, + 6 + 6H >3 CoH, (22)

E1le correspond au transfert de deux &lectrons par molécule d'@thyléne
formée, alors qu'il faut six électrons pour réduire une molécule d'azote.
La fixation d'une molécule se fait donc dans les mémes conditions que la for-
mation de trois molécules d'éthyléne a partir d'acétyléne. C'est sur cette
analogie qu'est fondée 1'emploi de la méthode & 1‘'acétyléne (35).
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Le principe d'une telle méthode est donc simple : i1 suffit d'enfermer
1'échantillon étudié dans une enceinte étanche, d'introduire de 1'acétyléne
et de mesurer la production d'é&thyléne.

Soulignons qu'un des principaux désavantages de la méthode est que le
substrat acétyléne est hautement explosif. De plus, 1'@chantillon commercial

contient toujours des traces d'éthyléne.

B - Conditions expérimentales.

Cette opération est réalisée sur un chromatographe INTERSMAT I.G.C.
112 F.L. La colonne en acier inoxydable, de 2 métres de longueur et de
0,31 centimétre de diamétre, est remplie de sphérosil X OB 075. Le d&tecteur
est & ionisation en flamme. L'azote est utilisé comme gaz vecteur. Les tempé-
ratures du four, d'injection et de détecteur, sont respectivement 50° C,
70° C et 115° C.

* Remargue :

Le matériel de 1a colonne utilisée varie d'un auteur & un autre. On
peut utiliser 1'alumine (50), le porapak (102), 1'éthyl N, N' diméthyloxamide
sur fibrick (35), le porapak M (93)....

Comme gaz vecteur, on peut aussi utiliser 1'hé&lium.

C - Technique du dosaqe.

Dans un flacon de 140 ml contenant 6 plantules de luzerne et fermé hermé-
tiquement, on injecte & travers le bouchon de caoutchouc 10 % (V/V) d'acéty-
léne et un volume de propane (témoin interne) de fagon & avoir approximative-
ment 1,27 pmoles. On préléve 0,5 ml pour le dosage.

Les mesures d'acétyléne ré&duit sont effectuées aprés 7 & 24 heures
d'incubation & 30° C.

Les résultats sont comparés aprés 7 heures.
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D - Calcul de la quantité de C,H, (&thyléne) produite (Ag).

H
0= C x K x L
Ha
Tel que : Q = Nombre de moles de CpHy produites
C = Nombre de moles de C3H8 injectées
K = Coefficient de proportionalité défini auparavant
Hy = Hauteur de pic Coly pour le prélévement
Hy = Hauteur de pic C3Hg
Ag= o - 9
Tel que : Q7 = Nombre de moles de CoHy produites au temps T = 7 heures
Qg = Nombre de moles de CoH, produites au temps T = O heure.

E - Détermination de K.

-~

(Coefficient de proportionalité établi & partir d'un mélange en propor-
tions égales (V/V) de CgHg et CoHy dans Ttair).

¢ - Hauteur de pic C3Hg (propane)

Hauteur de pic C2H4 (éthyléne)

Dans notre expérience K = 1,5.
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RESULTATS ET DISCUSSION.

I - ETUDE PRELIMINAIRE DES DIFFERENTES SOUCHES.

Des essais sur milieu de NICOL et THORNTON gélosé .incliné soit & pH 7,2,
soit & pH 5,5 sont réalisés avec différentes souches de R. meliloti : MgS,
M95mlstr et 1-5 Str, Pour chaque condition.opératoire, la souche est testée
sur 6 plantes. Les plantules sont inoculées avec environ 1,5 107 cellules par ml.

La fixation symbiotique est &tudiée en suivant :

1° 1'gvolution du nombre de nodules par plante pendant 45 jours,

2° l1a moyenne du poids sec aprés 45 jours de culture,

3° la fixation d'azote (test de réduction de 1'acétyléne) par plante
aprés 45 jours.

Cette expérience permet de voir le comportement symbiotique de ces diffé-
rentes souches pour les deux pH.

A - Milieu pH 7,2.

>
i»

(]
'
s
o ,l
sl &
2 /
%
2
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z A— Mgsm18tr
) B———n 155t
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] 1 1 ’
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Figure 8 : Nodulation sur milieu de NICOL et THORNTON aélosé pH 7,2
des différentes souches de Rhizobium meliloti : Mgs, M95m1
et l—SStr.

Str
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La figure 8 montre que la souche R. meliloti MgS a une capacité d'infec-
tivité meilleure que MQSmIStr et 1-5°%". Elle se traduit par un tracé de 1'évo-
lution du nombre de nodules par plante supérieur aux deux autres souches qui
sont presque identiques.

Les premiers nodules apparaissent environ 7 jours aprés inoculation.

< 3
. "’

.Témoin non . , Str: Str .
Mgs . Mgsml : 1-5 .

: 1nocu1e :

: Nombre de plantes : 6 : 6 : 6 : 6

. Nombre de nodules aprés 45 Jjours : : : : o
de cu]ture : 0 72 : 62 LY

: Pourcentage de plantes nodulées : 0% : 100% : 100% : 100 %
Po1ds sec des plantes | | ‘: -------- :- o : L --: ------ )
* (mg par p]ante) : 9,8 : 14,66 : 12,40 : 18,33

*“A-C-) ------------------------------ tommmmm——— L e R it +

: quantité d' éthy1éne . . 20 . .
) produ1te (n moles par plante et - 2,43 : 43,35 : 40,6 : 82,84
: par heure)

Tableau 9 : Efficacité symbiotique des différentes souches de
Rhizobium meliloti au bout de 45 jours de culture
dans le milieu de NICOL et THORNTON gélosé pH 7,2.

D'aprés le tableau 9, les trois souches MgS, M93m1Str et l-SSt" sont
efficientes et font noduler la luzerne & 100 % & pH 7,2.

5Str

Par contre, 1a souche 1- malgré sa capacité d'infectivité 1égérement

inférieure aux deux autres souchés, présenté une efficacité synbiotiqué qui se
traduit par une augmentation de poids sec par plante de 1'ordre de 25 % et une
quantité d'éthyléne produite par plante et par heure nettement supérieure.
Donc i1 n'existe pas de relation entre 1'efficacité symbiotique et le nombre
de nodules.
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B - Milieu pH 5,5.

>

H
1
Nomibre de nodules par plante

N
1
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Figure 9 : Nodulation sur milieu de NICOL et THORNTON gélosé pH 5,5
des différentes souches Rhizobium meliloti Mgs, MQSmIStr
et 1_58tr.

Str et 1-55t" prasentent un pouvoir

A pH 5,5, les deux souches MgSmq
d'infectivité meilleur que celui de 1a souche MgS, ainsi que leur capacité

a former rapidement des nodules au cours du temps.

D'autre part, pour ce méme pH, nous assistons & une réduction de nombre
de nodules par plante par rapport au pH 7,2. En effet, les nombres de nodules
par plante aprés 45 jours de culture aseptique pour les souches Mgs, MQSmlstr
et 1-55%" sont respectivement & pH 7,2 : 12 ; 10,33 et 9,5 et & pH 5,5 : 4,66 3
6,83 et 6,33. )
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:Témoin noé Str _eStr
. inOCU]é . Mgs M95m1 : 1-5
: Nombre de plantes : 6 : 6 : 6 : 6
_ Nombre de nodules au R g
" bout de 45 jours ’ 0 P28 FoH 38
: Pourcentage de plantes nodulées : 0% :66,66% : 100 % : 100 %
: Poids sec (mg par plante) : 9,2 : 13,86 : 17,73 : 14,4
' ZSQ Quant1te d'éthyléne pro- : : : : :
du1te (n moles par plante et par * 1,66 : 40,36 : 57,0 : 44,5
:_heure) :

Tableau 10 : Efficacité symbiotique des différentes souches de
Rhizobium meliloti au bout de 45 jours de culture
dans le milieu de NICOL et THORNTON gélosé pH 5,5.

D'aprés les résultats montrés sur le tableau 10, malgré le pH acide du
support, nous constatons une efficacité symbiotique meilleure pour les sou-
ches MQSmISt” et 1-55tr par rapport & MgS. Elle se traduit par un poids sec
et une quantité d'éthyléne produite aprés 45 jours de culture nettement supé-
rieurs.

Signalons enfin que 1'infectivité n'est pas totale & pH 5,5 pour la
souche MgS.

C - Discussion,

I1 apparait donc & la suite de cette expérimentation que :

D'une part, 1'infectivité (aptitude & former les nodules) est fonction
du pH du milieu de culture utilisé pour la croissance de la luzerne. Ainsi,
1'acidité wduik 1a nodulation pendant la durée de 1'expérience, mais ne re-
tarde pas 1'apparition du premier nodule.Moins de nodules apparaissent & pH 5,5
qu'a pH 7,2.
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D'autre part, le comportement des souches selon leur efficacité est
variable. En effet, 1'assimilation de 1'azote dans les plantes en symbiose
avec les Rhibozium est trés différente. Ainsi, la souche MgSmIStr, issue de
Ta souche sauvage MgS ayant subi une série de mutagenéses par la nitrosogua-
nidine & raison de 750 Ppg/ml1 et sélectionnée sur milieu riche solide pH acide,
a une efficacité bien meilleure que la souche MgS & pH 5,5. Ceci se traduit
par un rendement en matiére séche et une réduction d'acétyléne meilleurs.

Enfin, nous avons vu dans les chapitres précédents que la souche MQSmIStr
peut se développer @ pH acide, méme si le temps de génération est trés Tlong.
Malgré cette croissance faible et 1'acidité du milieu de culture, nous consta-
tons que la souche ne perd pas son infectivité et qu'elle est efficiente tant
d pH acide qu'd pH voisin de la neutralité.

Le fait qu'il y ait une relation entre 1'efficacité symbiotique et 1'aci-

dité du milieu nous améne & approfondir le probléme en tentant de voir les
comportements de ces trois souches & différents pH acides.

IT - ETUDE EN FONCTION DU pH SUR MILIEU SYNTHETIQUE.

Dans cette expérience, nous avons étudié 1'effet de 1'acidité du milieu
sur 1a fixation symbiotique chez les trois souches de R. meliloti MgS, MgSm,
et 1-55tr sous un environnement contrlé avec la méme variété de la luzerne.
Le pH du milieu de NICOL et THORNTON gélosé varie de 4,9 & 6,6. Nous avons
contrdlé aprés 32 jours de culture, la nodulation, le rendement en matiére _
séche par mesure de poids sec par plante et la quantité d'éthyléne produite.

Str

L'essai comprend 6 plantules par pH et par souche. L'inoculum est environ
de 1,5.108 bactéries par mil.
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Figure 10 : Effet du pH sur la nodulation de la luzerne aprés 32 jours
de culture.

La figure 10 montre que :

- D'une part, 1'infectivité augmente nettement lorsque le pH croit
de 4,95 3 6 et devient presque constante pour les pH 6,1 et 6,6.

- D'autre part, aux pH 4,95 ;5,3 et 5,6 1la nodulation semble nette-
ment meilleure pour les souches de R. meliloti MQSmIStr et 1-5°°F
que celle de MgS. Elle se manifeste par un écart trés significatif
du nombre de nodules par plante.

- De plus, malgré 1'acidité du milieu, les nodules apparaissent tou-
jours 5 & 10 jours aprés 1'inoculation. Ainsi, 1'acidité ne retar-
de pas 1'apparition des premiers nodules mais influe sur le nom-
bre de nodules.
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- Enfin, i1 est intéressant de sianaler que Ta nodulation ne se
fait pas & 100 % poUr les trois souches & pH faible. Elle est
respectivement aux pH 4,95 et 5,3 de 0 % et 33,3 % pour la sou-
che MgS, 66 % et 83,33 % pour MgSm°™" et 50 % pour 1-5°%" & pH 4,95,

B - Le rendement en matiére séche.

>

Poids sec par plante
(mg de matiére séche)

12,54

onp

10 -

7.5+

A——u AMgSmqStr
a—n 1-55tr

2,54

L T T T P ’
0 4.7 5 55 .

O -
o
[4 ]

Figure 11 : Effet du pH sur le rendement en matiére séche de la luzerne
aprés 32 jours de culture.

La relation qui existe entre le rendement en matiére séche et le pH du
milieu de culture est résumée dans la figure 11. Le poids sec est utilisé
comme mesure indirecte de Ta fixation d'azote des souches de R. meliloti
MgS sMgSmy ST et 1-55t", Nous constatons en effet que le rendement en matiére
séche est meilleur & pH supérieur 3 6,1 pour les trois souches. Par ailleurs,
les souches MQSmIStr et 1-5°" prennent 1'avantage sur MgS aux pH 4,95 et 5,3.
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C - Quantité d'éthyléne produite.
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Figure 12 : Effet du pH sur la quantité d'éthyléne produite de Ta Tuzerne
aprés 32 jours de culture.

La figure 12 montre que, effectivement 1'acidité influence 1'efficacité
symbiotique des trois souches é&tudiées. Elle refléte les résultats obtenus
sur les figures 10 et 11. En effet, la symbiose est meilleure pour MQSmIStr
et 1-55%" que MgS aux pH 4,95 et 5,3.

De plus, Ta fixation symbiotique augmente avec le pH jusqu'd pH 6 et
devient alors presque constante aux pH 6,1 et 6,6.
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D - Discussion.

Les résultats obtenus lors de ces expériences nous aménent 3 conclure que :

La fixation d'azote est fortement affectée par le pH du milieu. Lorsque
le pH est inférieur & 6,1, le rendement en matiére séche, la nodulation et
la quantité d'éthyléne produite sont réduits fortement. Aux pH inférieurs a
4,95 1'acidité inhibe la nodulation. Cette variation de 1'efficacité peut
étre directement attribuée au faible taux d'infection des racines quand le
PH est inférieur & 6,0,1es pH supérieurs & 6 ont trés peu d'effet sur la cul-
ture de Tuzerne.

En effet, plusieurs auteurs montraient que 1'acidité influence la nodu-
Tation soit en Timitant la survie et 1a multiplication de Rhizobium (2, 72,
90), soit en interférant avec le processus de la nodulation (72). Ainsi,
T'activité d'ion H' est un facteur majeur empéchant la survie et la croissance
du Rhizobium (107) et de la luzerne dans Te milieu.

De plus, 1'efficacité symbiotique varie d'une souche de Rhizobium &
une autre selon son adaptation au pH du milieu. La nodulation apparait en
vagues successives selon 1'activité physiologique de 1a plantule (67).
Ainsi, certaines souches n'auraient pas autant d'aptitude & croitre dans
la rhizosphére de 1a luzerne et & former rapidement les nodules, alors que
d'autres auraient la capacité & former rapidement les nodules malaré le pH
acide du milieu. Tel est le cas des souches Rhizobium meliloti MQSmIStr et
1-55tr par rapport & MgS aux pH 4,95 ; 5,3 et 5,6. Les Rhizobium, aux
stades précoces de la synbiose, se comportent en "parasites" ; ils sont
alors en compétition avec la plante pour 1'azote et les autres substances
métaboliques de la plante. La rapidité & laquelle une souche forme des no-
dules et &labore la nitrogénase pour la fixation de 1'azote sera réflétée
par une reprise rapide de la croissance de la luzerne.

Enfin, nous aurions pu essayer de mettre en évidence les corrélations
possibles entre la taille, le nombre de nodules et 1'efficacité des souches.
En fait, MARTINEZ (67) a d&ja mentionné le manque de corrélation entre 1'état
des nodules chez 1a luzerne et 1'efficacité des souches de Rhizobium meliloti,
1'appréciation de 1'état des nodules é&tant trop subjective pour étre quanti-
fiable.
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Signalons qu'aucune relation ne semble exister entre le nombre des nodu-
les par plante et la quantité d'éthyléne produite ou le poids sec de la plante.
Par contre, les plantes ayant des nodules roses (probablement dus & Ta présence
de leghémoglobine) réduisent plus fortement 1'acétyléne que les nodules incolores.

Ces résultats semblent intéressants pour 1'é@tude de 1'amélioration de
1a luzerne en terre acide de BRETAGNE. Ainsi, dans la suite de notre travail

nous avons utilisé les deux terres acides de BRETAGNE & savoir pH 4,9 et 5,9.

ITT - ETUDE SUR DES MILIEUX CONTENANT DE LA TERRE ACIDE DE BRETAGNE.

A - Suspension de terre de BRETAGNE en milieu de NICOL et THORNTON gélosé.

A 50 grammes de terres de BRETAGNE de pH 4,9 et 5,9, on ajoute 50 ml de
milieu de NICOL et THORNTON liquide.

Le mélange contenant la terre de pH 5,9 est gélosé & 15 g/litre, tandis
que celui contenant l1a terre de pH 4,9 nécessite une concentration d'agar de
25 g/1itre du fait de la non-solidification due & 1’acidité. Les milieux sont
répartis & raison de 12 ml par tube (20 x 200 ml).

Aprés stérilisation a 120° C pendant 20 minutes de fagon & éliminer les
Rhizobium indigénes présents dans les terres, les tubes sont maimtenus incli-

nés jusqu'a prise en masse.

Nous avons essayé de ;uivre 1a nodulation de la luzerne pendant 44 jours
pour les souches MQSmlstr et 1_53tr. L'inoculation se fait avec environ

3.107 cellules par ml.
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Figure 13 : Nodulation sur milieu (NICOL et THORNTON additionné de

terre pH 5,9) gélosé des Rhizobium meliloti MgSm >t" et
Str
1-55%r,

D'aprés la figure 13, la nodulation & pH 5,9 est meilleure avec la sou-
che l-SStr qu'avec MQSmIStr. Ce résultat a été déja constaté lors de la cul-
ture de 1a Tuzerne dans le milieu NICOL et THORNTON gélosé seul.

Par contre, dans ce dernier milieu, la nodulation est nettement meilleure
qu'en additionnant la terre de pH 5,9. Ce phénoméne pourrait amener & suaaérer
1'existence des facteurs autres que 1'acidité affectant la nodulation.
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Ainsi, nous avons dosé la quantité d'azote présent dans cette terre par
la méthode de KJELDAHL. Nous avons trouvé les résultats suivants :

:Dosage d'azote total  : NH, : Nog
:(méthode de KJELDAHL) : - ammoniaque : Nitrate

b d w/be et e - ———- k- Ao on o e et e o e e e o s e o e o ol = e e -~

Tableau 11 : Quantité d'azote (en grammes par kg de terre) dans la terre
de pH 5,9 de 1a BRETAGNE.

Nous constatons une haute concentration de nitrate 0,41 g/kg, soit
6,5 mM N03'. Cette teneur pourrait affecter 1a formation des nodules. En
effet, MUNNS (73) montre que les concentrations de 1'ordre de 0,2 ou 0,5 m M
réduisent fortement le nombre de nodules. RAGGIO et RAGGIO'S (84) suggérent
que le nitrate inhibe & haute concentration mais stimule & la concentration
de 1'ordre de 1 m M ou moins la formation des nodules.

L'8tude menée sur cette terre est négative. La Tuzerne se développe
trés difficilement. Aprés un mois de culture, elle reste au stade de
“feuille trilob&e". Nous n'avons pas pu effectuer 1'inoculation a cause de
cet état rachitique des plantules.

Les dosages de différentes quantités d'azote sur cette terre sont montrés
par le tableau ci-dessous :

: Dosage d'azote total NH3 : NO4

: méthode de KJELDHAL T ammoniaque : nitrate :
R (alkg_de terre) . ... (g/kg_de terre) __,____(g/kg.de_ terre) ____ .

1,6 : 0,204 : 1,48

Tableau 12 : Quantité d'azote (en arammes par kg de terre) dans la
terre pH 4,9 de 1a BRETAGNE.
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Bien souvent, les 1égumineuses répondent favorablement & des apports
de phosphore et de potasse. La quantité de potasse assimilable de 180 ma/kg
semble étre faible pour le développement de la Tuzerne. De plus, la quantité
de nitrate 1,48 g/kg de terre correspondant @ 2 3 m M est trés néfaste & la
nodulation.

B - Sable de FONTAINEBLEAU.

Pour chacune des deux terres acides de BRETAGNE (de pH 5,9 et 4,9) nous
avons ajouté du sable de FONTAINEBLEAU suivant le rapport : sable : 2 ;
terre : 1. Ce sable a 1a particularité d'avoir été traité par 1'acide.

Des vases tronconiques en terre cuite de 13 cm de diamétre sont remplis
de ce mélange. Des tubes en verre sans fond sont placés dans le milieu et
sont bouchés au coton. On met du sable paraffiné en surface. L'ensemble est
enveloppé pendant 1'autoclave (120° C pendant 20 minutes) par du papier
d'aluminium

Chaque pot a regu 300 grammes de sable ou terre-sable (1/2) ; 9 traite-
ments ont été faits de la fagon suivante :

- Support sable :
Ty ¢ témoin non inoculé
To : inoculation par la souche MQSm%s
T3 : inoculation par la souche 1-5s &

tr

- Support sable-terre pH 5,9 (2/1) :
Ty : témoin non inoculé
4 Str
Tg : inoculation par la souche MQSm%
Tg : inoculation par la souche 1-5s r

- Support sable-terre pH 4,9 (2/1) :
T7 : témoin non inoculé

Tq : inoculation par la souche MgSm SAr

8 Pt

Tg : inoculation par la souche 1-5

Les graines aprés avoir &té stérilisées par Ha Cly, sont mises en culture
directement. L'inoculation se fait aprés 8 jours de développement de la grai-

ne et & raison d'environ 108 bactéries par plantule (Figure 14).
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“ <——t—(2.sable + terre(pH 5,9)

=

3.sable + terre(pH 4,9)

Figure 14

Nous avons utilisé ce support sableux dans le but de récupérer facile-
ment les plantules de fagon & compter le nombre des nodules et surtout d'éva-
Tuer 1'efficacité symbiotique des inocula par 1a mesure de la réduction d'acé-
tyléne en chromatographie en phase gazeuse aprés deux mois de développement
de 1a Tuzerne.

D'aprés le tableau 13 (P. 64) nous constatons que :

D'une part, 1'efficacité symbiotique est meilleure sur le sable seul
que sur le sable supplémenté avec des terres acides de BRETAGNE. Celle-ci
se traduit par une réduction d'acétyléne nettement supérieure.

D'autre part, nous assistons & une nodulation maximale des plantes ;
le rendement en matiére sé&che et l1a réduction d'acétyléne sont nettement
supérieurs aux valeurs trouvées pour le témoin non inoculé.

IT est certain qu'il existe des facteurs autres que 1'acidité qui inhi-
bent 1a fixation d'azote dans les terres de pH 5,9 et 4,9. En effet, dans
ces derniéres aprés 90 jours de culture aseptique de luzerne, les rendements
en matiére séche sont de 1'ordre de 1,03 & 1,8 fois supérieurs & leurs témoins
non inoculés respectifs, alors que dans le cas de sable seul, ce rapport est
de 3,5 & 3,75. '
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Un de ces facteurs limitant la fixation serait probablement 1a présence
d'azote combiné dans ces terres de BRETAGNE. La luzerne posséde dans les ra-
cines et les parties aériennes une nitrate-réductase. La quantité de nitrate
présente dans ces types de sol semble inhiber la fixation (tableaux 11 et 12).
Ainsi une certaine partie de 1'azote fixé provient de 1'action de Ta nitrogé-
nase, le reste étant assimilé & partir des terres par la voie de la nitrate
réductase. La faible différence des rendements en matiére séche du témoin non

inoculé et la terre en est la preuve.

En outre, nous constatons une différence trés nette entre la taille des
nodules des trois types de milieu de culture : les nodules obtenus en présen-
ce de l1a terre sont plus petits que ceux observés sur le sable seul. La dif-
férence pourrait étre due encore @ la présence d'autres facteurs que 1'acidité
dans les deux types de sol.

Sur un méme support, i1 ne semble pas y avoir de grande différence entre
les deux souches MS,SmIStr et 1-5°%" ay point de vue 1'efficacité fixatrice.

Par contre, dans le cas de terre de pH 4,9, on note peu de différence
entre les plantules inoculées et les témoins non infectés.

- IV - TERRE DE BRETAGNE pH 5,9.

Des cultures de luzerne (Medicago sativa) ont été effectues directement
sur terre de pH 5,9.

Avant 1'utilisation, les pots contenant 200 grammes de 1a terre de pH 5,9
ont été stérilisés & 120° C pendant 60 minutes. L'ensemencement des graines
et 1'inoculation bactérienne se font stérilement. Un témoin terre (non inoculé
et non stérilisé) préparé avec des graines de Tuzerne stériles a été fait de
facon & mettre en évidence les éventuels Rhizobium indigénes existant dans ce
type de terre.

Aprés 35 jours de culture, un certain nombre de plantules sont récupérées
pour mesurer leur efficacité symbiotique en dosant la réduction d'acétyléne
par chromatographie en phase gazeuse.
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L'inoculation (1,8. 108 bactéries par gramme de terre) se fait a partir
des R. meliloti MgS MQSmlStr et 1-5°t7,

Les résultats sont rapportés dans le tableau suivant :

TTémth nof Témoin
:1noculé :non inoculé : Str

[(terre (terrenm, MgS . MgSm 1-55tr

* stérile)" stérile)” )
e ety sabOb DL ELE ST et e e $ommm - e e tommm e -2
: Nombre de plantes : 6 : 6 : 6 : 6 : 6
: Nombre de nodu]es : | : B ) : L : S : o
* au bout de 35 jours : 0 : 16 : 15 : 27 : 16
: Po1ds sec : : : : : .
* (mg par plante) : 8,49 : 10,11 : 11,43 : 12,33 : 11,55

AQ : quantité d” ethy1ené : ) )
produ1te (n moles par : 0,6 : 18,58 : 24,83 : 48,12 : 31,83
. Plante et par heure) ) ) ) ;

Tableau 14 : Efficacité symbiotique des souches de Rhizobium meliloti
MgS s M95mlstr et 1-5°%" ay bout de 35 jours de culture
dans la terre de pH 5,9 de BRETAGNE.

Str apparait étre le meilleur

D'aprés le tableau 14, la souche MgSmy
inoculum de la terre de pH 5,9 de BRETAGNE. Ce résultat confirme celui du
melange sable-terre de pH 5,9 (2/1) trouvé auparavant. En effet, la souche
M9$m1 Str présente une capacité fixatrice d'azote (test de réduction d'acéty-
1éne) supérieure & celles des souches MQS et 1- 5Str et semble avoir un pouvoir
d'infectivité 1égérement supérieur ou identique & celui de la souche 1- gStr

sur cette terre de pH 5,9.

Dans ce type de sol, nous avons constaté la présence des Rhizobium
indigénes ayant un pouvoir de nodulation et une activité fixatrice d'azote
non négligeables. De plus la présence de nitrate, malgré 1'apport d'inocula
MQSmIStr ou 1-55tr améliore faiblement le rendement en matiére séche et nette-
ment la fixation symbiotique par rapport au témoin non inoculé non stérile.
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DISCUSSION ET CONCLUSION.

L'acidité est un paramétre important de la fixation symbiotique et de 1a
nodulation ; elle ne retarde pas 1'apparition des nodules. Elle agit sur la
nodulation soit en limitant la survie et la multiplication des Rhizobium,
soit sur le processus de la nodulation lui-méme ; elle peut aussi intervenir
en diminuant 1'absorption ou 1'adsorption du calcium par la luzerne. En effet,
nous avons vu dans le chapftre précédent que les bactéries se divisent plus
vite quand le pH du milieu de culture augmente. I1 existe d'autres facteurs
agissant sur la nodulation : par exemple une forte concentration en nitrate
réduit ou inhibe la nodulation dans le cas de la terre de BRETAGNE de pH 5,9.

L'apport extérieur d'inoculum favorise la fixation symbiotique en sol
acide. I1 permet un meilleur rendement en matiére séche jusqu'd@ une certaine
valeur de pH limite. Par contre, dans les sols trés acides (la terre de BRETAGNE
de pH 4,9) le chaulage est obligatoire. Bien qu'en général le Rhizobium soit
plus sensible & 1'acidité que la plante hdte, cette derniére dans ce cas est
affectée.

Cette plus grande sensibilité de Rhizobium & 1'acidité pourrait avoir
des implications pratiques importantes. Pour favoriser la culture de la lu-
zerne sur les sols modérément acides, les effets de 1'acidité sur la crois-
sance de la bactérie doivent &tre supprimés soit par application de carbonate
de calcium ou par utilisation des souches de Rhizobium meliloti plus acido-
tolérantes.
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Nous avons vu précédemment que les deux souches de Rhizobium meliloti
MgS (sauvage) et MQSmlstr (mutant) se comportent différemment en fonction
du pH du milieu.

Cette propriété est due soit @ une mutation pléiotrophe, pouvant concer-
ner par exemple les systémes de perméabilité aux ions de fagon & modifier le
pH intracellulaire, soit & une mutation simple rendant acido-résistante une

enzyme normalement sensible et qui limite la croissance de 1a bactérie.

D'ol 1a recherche des différences entre la souche sauvage (MQS) et son
mutant (MQSmIStr) afin de tenter de déterminer les raisons de la résistance
aux pH acides.

Dans ce travail, nous avons été ob]igés'de chercher au hasard parmi
les grandes fonctions de la cellule, celles qui ont pu étre modifiées chez
le mutant. Ainsi, nous avons &tudié :

1° 1'expression principale de la cellule : la croissance correspon-
dant & la division cellulaire chez les micro-organismes.

2° 1a biosynthése de macromolécules.

3° la pénétration d'un sucre particuliérement important : le fructose.
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MATERIEL ET METHODES.

I - MILIEUX DE CULTURE.

En plus des milieux RC et R, nous avons utilisé les milieux suivants.

A - Milieu TY.

Tryptone.....couuen. ceeane Ceetariesasenans 59

Extrait de lewure....... Ceteanieerenenaas 349

Ca Clyp (6 Ho0)uvuvuruennininunnanennnnnn, 1,3 ¢

Eau distillee.iiiiieieninnsnenennsens e q.s.p. 1 Titre
pH = 7,2

La stérilisation se fait & 120° C pendant 20 minutes.

Le cas é&chéant nous avons ajouté de la dihydrostreptomycine & la concen-
tration finale de 400 Pa/ml.

B - Milieu RN'ZC (RN 2 fois concentré en phosphate).

N L 1g
Mg S04 (7 Hp0)....... e i etheneneranena, 0,2 g
Eau bidistillée.ieeursnae ceanes Creeeseaes g.s.p. 1 Titre

On ajuste aux pH voulus par une solution d'acide orthophosphorique (H3PO4).
La stérilisation se fait & 120° C pendant 20 minutes.

C - Milieu minimum ch (R 2 fois concentré en phosphate).

KZHPO4 ooooooo LICAE BN RE I SRR O I A BN BN BN RC I R BN Y ) ].G

Mg 504 (7 Hzo)...-......... .............. 0,29

NH4 NO30--0.-o..oooococ-u-ou-.oa ooooooooo 0,59

Eau distillée............. tetesesecenacas qg.s.p. 1 Titre

La stérilisation se fait & 120° C pendant 20 minutes.
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II - MILIEUX DE SYNTHESE.

A - Tampon phosphate.

On prépare un tampon phosphate 0,2 M pH 7,2 pour la chromatographie sur
colonne de Séphadex G 25. L'azoture de sodium est ajouté & Ta concentration
finale de 0,02 %.

B - Mélange des acides aminés.

Dans une fiole jaugée de 50 ml, on met :

= 75 mg de chacun des acides aminés suivants : alanine arginine,
glycocolle, histidine, isoleucine, leucine, lysine, méthionine,
ornithine, phénylalanine, proline, sérine, thréonine et valine.

- on compléte & 50 m1 avec de 1'eau distillée.

- La concentration de chaque acide aminé est de 1500 pg/ml.

g¢2_so0lution B.

. La cystéine, le tryptophane, 1'acide aspartique, 1'acide glutamique
et la tyrosine sont préparées séparément & la concentration de 15000 Ug/ml.

Pour ces acides aminés, la dissolution se fait soit en ajoutant une
goutte de solution de potasse (K OH) soit par chauffage.

La stérilisation de ces solutions se fait & 105° C pendant 30 minutes.

A 10 m1 de solution A on ajoute 1 ml chaque solution d'acide aminé de
la solution B. On obtient alors 15 ml1 de mélange d'acides aminés de concen-

tration 1000 Pg/ml. On dilue ensuite au dixiéme pour avoir une concentration
de 100 pg/ml.
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ITI - SYNTHESE DES MACROMOLECULES.

A - GENERALITES.

Les cellules vivantes utilisent 1'é@nergie chimique de 1'ATP (adénosine

triphosphate) pour réaliser le travail chimique qui consiste & effectuer la
biosynthése des composants cellulaires a partir de précurseurs.

La biosynthése est programmée génétiquement. Les grosses macromolécules
de 1a cellule, telles que protéines, polyosides..., sont faites & partir des

précurseurs simples par des séquences de réactions enzymatiques.

B - SYNTHESE DES EXOPOLYOSIDES.

1 - Généralités.

Les exopolyosides sont des longues chaines de molécules de sucres Tliés
par des liaisons glycosidiques, leurs poids moléculaires peuvent atteindre
10 mitlions.

Les bactéries d'espéce Rhizobium meliloti, en milieu complet ou en milieu
de non prolifération, produisent des exopolyosides en quantités variables selon
les substrats carbonés (17). En effet, la synthése est moins bonne sur milieu
glucosé que fructosé (17). D'aprés COURTOIS et Coll. (18), ces exopolyosides
sont composés essentiellement d'oses neutres tels que glucose et galactose.

Par contre, 1a croissance de 1a souche de Rhizobium est indépendante de la syn-
thése des exopolyosides.

Des auteurs attribuent & ces molécules un role éventuel dans la symbiose
en intervenant soit dans la protection de 1a souche de Rhizobium dans le sol
(103), soit dans le mécanisme d'infection (34) (codage de 1a bactérie et des
racines des l1égumineuses) et d'étre ainsi le support de la spécificité 1&gumi-
neuse-Rhizobium (25). De plus, ils pourraient constituer une réserve d'énergie

Tors de 1'état bactéroide.

IT1 est difficile actuellement de préciser le role exact des exopolyosides,
en particulier au niveau de 1a spécificité et de 1'efficience.
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2 - Synthése et dosage d'exopolyosides (17).

Les cellules aprés culture sur milieu RC fructosé sont centrifugées a
4500 ¢ pendant 10 minutes. Le culot, remis en suspension dans du tampon de
non-prolifération 2 fois concentré en phosphate (RN-ZC) de pH 5,9 ou 7,2,
est lavé par une nouvelle centrifugation puis repris dans le méme tampon.

Pour 1{m1 de synthése d'exopolyoside, nous opérons de la fagon suivante :
A 0,2 ml de cette suspension bactérienne, nous ajoutons 0,5 ml de RN ¢ de
pH correspondant, 0,05 ml d'une solution de fructose & 2 %, 0,05 ml de fruc-
tose radio-actif (D-fructose -3C,U ; C.E.A., activité spécifique : 238 m Ci/mM)
soit une concentration finale d'environ 106 cpm/ml et 0,2 m1 d'eau distillée.
La synthése se fait en tube de 16 x 160 dans un bain-marie & 30° C sous
agitation rotative.

-2cA différents temps, on ajoute & 0,5 m1 de milieu de synthése, 2 ml de
RN de pH 5,9 ou 7,2. On centrifuge dans des pots coniques & 34 000 g sur
une centrifugeuse SORVALL RC-2 réfrigérée a 4° C.

1° 2 m1 du surnageant 2,5 ml sont passés sur colonne (15 x 600) Séphadex
G.25.1'élution se fait par le tampon phosphate 0,2 M pH 7 contenant 0,02 %
d'azoture de sodium. Le débit est de 65 ml par heure.

La fraction polyosidique sort & 1'exclusion et les oses résiduels plus
tardivement. En effet, les 40 premiers ml correspondant au volume mort sont
é&liminés. Les 40 ml suivants représentent la fraction polyosidique et Tes
80 ml finaux sont les oses résiduels et le dessalage de la colonne.

Ainsi, @ 5 ml1 des deux dernidres fractions, on ajoute 5 ml de liquide
scintillant Lumagel. La radioactivité est comptée dans le spectrométre a
scintillation liquide INTERTECHNIQUE ABAC SL40.
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2° Le culot, remis en suspension dans 2 ml de tampon de non-prolifération
(RN'ZC)de méme pH, est lavé par une nouvelle centrifugation, puis repris par
0,2 ml de ce méme tampon. On filtre sur membrane SARTORIUS 0,22 (TR

Le filtre est séché & 1a lumiére infra-rouge. La radioactivité est comp-
tée en présence de 10 ml de liquide scintillant Lipoluma.

La relation qui existe entre le nombre de cpm/ml et la quantité de poly-
osides en Pg/ml s'établit de la maniére suivante : le nombre de cpm/ml dans
la suspension bactérienne est calculé en tenant compte de la dilution dans
les fractions. On considére que les polyosides sont des polyméres constituées
de n molécules de fructose utilisées pour la synthése. Ainsi, le nombre de
cpm/ml de fructose radioactif correspond & un certain nombre de Pg/ml de
fructose froid. On ne tient pas compte quantitativement du fructose marqué
au 14C qui est en quantité négligeable par rapport au fructose froid.

C - INCORPORATION DE LA THYMIDINE RADIOACTIVE DANS L'ADN.

L'acide désoxyribonucléique (ADN) est Ta principale molécule information-
nelle de Ta cellule. E1le contient toute 1'information génétique nécessaire a
une reproduction exacte de chaque type de cellule pendant un nombre infini de
générations.

1 - Marquage de 1'ADN.

Les cellules, aprés culture sur milieu RC fructosé sont centrifugées
d 4500 g pendant 10 minutes.

Le culot, remis en suspension dans du RN'2c de différents pH, est lavé
par une nouvelle centrifugation pour étre repris dans le méme tampon afin
d'étre inocule.

Les souches sont ensuites cultivées dans 9,5 m1 de milieu RN"2C de pH 7,2
et 5,9 complétés par les additifs suivants :
- 0,5 ml d'une solution de fructose & 20 %.
- 0,25 m1 de 2-désoxy-adénosine (Merck) de concentration 10 mg/ml.
- 0,1 ml de thymidine 6 - H (C.E.A. : activité spécifique : 26 ci/mM)
correspondant 3 10 pci de produit marqué. ‘
Le produit radioactif est ajouté stérilement.
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2 - Dosage.

A différents temps, on préléve 0,5 m1 du milieu auquel on ajoute 5 ml
d'acide trichloracétique a3 10 % refroidi & + 4° C. Le tout est filtré sur
membrane Sartorius 0,22u . Le tube est rincé & 1'acide trichloracétique

a 5% froid. Le filtre est séché a 1'infrarouge.

La radioactivité est comptée en présence de Lipoluma.

-~

Signalons que les cellules radioactives sont numérées & chaque préléve-
ment sur milieu RCG fructose.

D - SYNTHESE DES PROTEINES.

Les cellules, aprés culture sur milieu minimum RHB, fructosé 1%
(RHBl : milieu R additionné de 0,01 pPg/ml de biotine (Bl) et 0,5 pPg/ml de
thiamine (H) ), sont centrifiugées et lavées dans du tampon RN'2¢ pH 7,2,

puis centrifugées & nouveau.lLe culot est repris dans RN_2C fructosé a 1 %,
d différents pH.

Dans des tubes de 20 x 200, on met :
- 8 ml de suspension bactérienne dans du RN'2C fructosé 1 % de
pH 7,2 et 6,25.
- 1 ml de mélange d'acides aminés de concentration 100 pg/ml.
- 1 ml de leucine marquée au tritium de concentration 2.107 cpm/ml.

La tempé&rature d'incubation est de 30° C. Au temps T = 0 (addition du
mélange d'acides aminés et de la leucine marquée 3 la suspension bactérienne)
et & différents temps, on ajoute & 0,5 m1 de milieu de synthése, 0,5 m1 d'aci-
de trichloracétique de concentration 20 % et préalablement réfrigéré a 4° C.

Aprés un séjour & 4° C pendant quelques minutes, e mélange réactionnel
est filtré sur une membrane Sartorius 0,22p . Les tubes et les filtres sont
rincés 2 fois & 1'acide trichloracétique de concentration 10 % froid. Les fil-
tres sont ensuite séchés.

La radioactivité est comptée en présence de 9 ml de Lipoluma.
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IV - ETUDE DE LA PENETRATION DU FRUCTOSE.

Les cellules, aprés culture sur milieu RC fructosé & 1 % pH 7,2, sont
centrifugées. Le culot est lavé par le milieu ch pH 7,2, centrifugé et re-
Pris dans ce méme milieu. L'@tude de pénétration se fait & 30° C sans agitation.

Dans un tube de 20 x 160 on met :
- 0,375 ml d'une solution de fructose de concentration 90 mM.
- 0,375 m1 de fructose radioactif (D-fructose 14C-U ;s C.E.A.
activité spécifique : 238 m Ci/mM) de concentration finale
3,6 Ci/ml soit environ 0,72.107 cpm/m1).
- 6 m1 d'une suspension bactérienne dans du ch contenant
84.107 bactéries par ml.

On préléve a différents temps 0,5 ml que 1'on filtre sur membrane
Sartorius 0,22 p et on lave 3 1'acide trichloracétique de concentration 5 %

froid, puis on rince le filtre & 1'&thanol. Le filtre est séché.

La radioactivité est comptée avec 9 ml de Lipoluma.
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RESULTATS ET DISCUSSION.

I - MORPHOLOGIE DES SOUCHES

L'observation au microscope optique montre que les cellules de la souche
MgS semblent étre plus grandes que celles de la souche MQSmistr- Par contre,
les colonies de cette derniére sont plus muqueuses.

Lo P LA M - e e L k3

% Photographies 1 et 2.

- Etalement en double couche sur milieu RCG fructosé & 1 % aprés
5 jours d'incubation & 30° C.

- Photographie montrant les souches de Rhizobium meliloti MgS et
MaS Str
19>y

1 - souche sauvage MgS
2 - souche mutante MgSm;

Str
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I1 - ETUDE DU TEMPS DE GENERATION.

C'est dans les organismes en cours de développement que la biosynthése
du matériel cellulaire se manifeste de la fagon la plus évidente.

Le matériel cellulaire nouvellement synthétisé est entiérement construit
d partir du sucre, des sels d'ammonium, des acides aminés et des substances
minérales présents dans le milieu nutritif. Ainsi c'est Teur aptitude & se
multiplier rapidement qui permet aux bactéries de survivre.

Le travail de biosynthése ne consiste pas seulement 3 construire des
molécules complexes (protéines, polyosides, lipides...) & partir des précur-

seurs simples, mais aussi a assembler tous ces composants pour former les
structures cellulaires.

La vitesse de renouvellement métabolique des composants cellulaires varie
d'une cellule a 1'autre et d'un milieu 3 un autre.

Dans cette expérience, nous avons comparé le temps de génération des
souches de Rhizobium meliloti MgS et MQSmlstr dans différents milieux & dif-
férents pH.

Les cellules, aprés préculture sur milieu RC fructosé & 1 £ pH 7,2 sont
centrifugées. Le culot, remis en suspension dans du milieu R, est lavé par
une nouvelle centrifugation pour &tre repris dans le milieu de culture. Nous
avons utilisé trois types de milieux : TY, RC fructosé & 1 % et R fructosé & 1 %.

La culture se fait dans une fiole d'Erlenmeyer de 300 ml1 contenant 100 ml
de milieu et & la température de 30° C sur une table d'agitation rotative.

La croissance est suivie par numération des cellules viables en utilisant
la technique a@ double couche sur milieu RCG fructosé.

Nous avons inoculé au départ 200 & 2000 bactéries par ml dans le milieu
de culture.




- 78 -

Le temps de génération (T) est calculé suivant la formule :

(Ty -

Tl) ]Og 2

log N

tels que : Tog Ny ¢

]Og Nl :
N2 >

Le tableau suivant donne

2 - ]Og Nl
logarithme du nombre de bactéries au temps Ty
logarithme du nombre de bactéries au temps Ty

Ny

les résultats de 1'@tude du temps de génération.

'MgS : MgSml

e- -------------- e o . - - . - = e e s - i o - - e o o - o= -y - o s — - &

Milieux de :pH du milieu

“0 Pg/ml de "0 Pg/ml de 400 Pg/mi de

: :dihydrostrepto:dihydrostrepto:dihydrostrepto:
. Gulture  “de culture  uvcine mycine________ mycine________ \
Tt TY 7,0 1,43 1,7 1,7
7,0 1,7 2,56 2,26
6,7 2,11 3,96
6,3 2,8 5,28
: R C fructose #------==-ceu-- Pomemememom e tocmm oo femmmmeme—cmeme :
: 5,9 + 10,36
B o e 9 am &-i--lgéggl-___a ------------- T L Ty -
: 5’7 - +
om0 o o o e B o o e o o - g--lgﬁggl---ﬁ
5,4 - -
: R fructose 7,0 2,6 4,72 4,8

Tableau 15 :

Temps de gén
meliloti Mg
R fructosé s

ération (en heures) des souches de Rhizobium
S et MQSmIStr sur milieux TY, RC fructosé et
ans ou avec 400 pg/ml de dihydrostreptomycine.
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Légende du tableau 15 :/- : le nombre de cellules/ml diminue aprés
24 heures de croissance (pas de croissance).

+ : le nombre de cellules/ml augmente faiblement
aprés 24 heures de croissance (croissance
trés faible).

: le temps de génération est supérieure &
10,36 heures.

D'aprés le tableau 15, nous constatons que 1a souche Mgs donne de meil-
leurs résultats que MQSmIStr sur ces différents milieux & pH neutre. Cette
derniére a un temps de génération environ 2 fois plus grand sur R fructose
pH 7 et supérieur sur les autres milieux & pH neutre (TY et RC fructose avec
ou sans dihydrostreptomycine) que MgS.

Aux pH 6,7 et 6,3, les temps de génération de MQS sont meilleurs sur RC
fructosé que ceux de MQSmlstr- Par contre d pH 5,9, nous assistons & un phéno-
méne inverse @ savoir que la souche MQS a un temps de génération plus grand
que celui de MQSmlStr qui est de 10,36 heures. A ce pH, on assiste & une trés
faible croissance de MgS.

Str

Le pH 5,7 permet encore la croissance de la souche MgSmq alors que

la souche MgS ne se développe plus.

Dans cette expérience, les différents milieux de culture sont inoculés
faiblement (102 a 103 bactéries par ml). Ceci diminue fortement :

- d'une part le risque de changement du pH du milieu de culture du
d la lyse des bactéries plus ou moins déficientes.

- d'autre part, 1'apparition des mutants spontanés aux pH acides
qui est de 1'ordre de 1073 a 1074 pour Ta souche MgS sur milieu
RC g&losé fructosé pH 5,55.

La souche MQSmlstr, malgré une vitesse de reproduction faible jusqu'a

pH 6,3, a son pH limite acido-tolérant de croissance meilleur que 1a souche

sauvage. Elle accepte mieux 1'acidité du milieu. I1 semble donc que les muta-

genéses et les différentes méthodes d'isolement agissent soit sur les systémes
de perméabilité, soit sur une ou plusieurs enzymes ayant une fonction dans 1la
croissance.
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I1 importe alors de compléter ces résultats obtenus avant d'étudier la
synthése des macromolécules par une étude rapide du pH limite de croissance
d forte inoculation. Celle-ci permet de voir, si dans de telles conditions,
du fait de l1a lyse importante des bactéries aux pH plus acides, le pH Tlimite
de la croissance de la souche MQSmIStr est inférieur & celui de MgS.

IIT - CROISSANCE LIMITE A FORTE INOCULATION.

Les souches MQS et MQSmIStr, aprés culture sur RC fructosé, sont centri-
fugées. Le culot, repris et lavé en le mettant en suspension dans le milieu
R, est & nouveau centrifugé,puis repris dans différents tubes contenant 10 ml
de RC fructosé a 1 %, & différents pH.

L'inoculum du départ est de 1'ordre de 1,3.107 cellules par ml pour tous
les tubes.

_ Str .
MQS MQSml :
I £ e et o oo - f ————— e ----- f ----- .h 'ﬁ ----- * ----- ? ----- * ----- *—--- -*
*remps (Jours
: : 0 : 2 : 4 : 6 : 11
‘QH m.‘ ]1e o won - do > o o - .5 ----- oy o s o .- 2 3
- + + + +
S, - L R ¥ D -~
- + + + +
e o o o - o - f TR T o o - e- ----- WP Wy . T Sg——— '
- + + + +
t ------------ o um o oo w v o o - - - f ----- - - e - - - - &
- + + + +
- - - o e s . on - f ----- Ao - - - o . o - &
- + + + +
o o - op e - do wn wn - - e o o o - * ----- oo - o o - o
- + + + +
b v - - o - X o - f ----- L L T oo o - &
e - - - I e r o o o - -.L ----- o e - do e we an o £ 3

Tableau 16 : Détermination du pH limite de croissance de Rhizobium meliloti
MQS et MQSmlstr pour un inoculum de 1,3.107 bactéries par ml.
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+

Légende du tableau 16 : : culture dense et supérieure & 1'inoculum.

: croissance des bactéries (croissance &
PH 5,85 de 1a souche MgS est identique &
celle de MgSmy>t" pH 5,35).

- : croissance peu différente du temps T = 0.

|+

Le tableau 16 confirme le résultat trouvé dans le premier chapitre concer-
nant la limite de pH de la souche MQSmIStr qui est de 5,35. La souche Mgs a un
pH limite approximatif de croissance 5,85. A ce pH, nous observons une densité
de culture équivalente a& celle de MQSmIStr d pH 5,35 et supérieure & la densi-
té optique d'environ 0,01 de 1'inoculum.

Ces résultats différent de ceux obtenus au tableau 15. Ceci est du a la
forte inoculation du départ. I1 semble donc qu'effectivement un enrichissement
du milieu de culture, du soit & la lyse des bactéries plus ou moins déficientes,
rendant le pH favorable & la croissance, soit & une présence importante de mu-
tants spontanés, a favorisé la prolifération de ces germes .

Par contre, cette expérience confirme la meilleure tolérance acide de
la souche MQSmIStr par rapport & la souche MgS.

. IV - SYNTHESE DES MACROMOLECULES.

A - SYNTHESE DES EXOPOLYOSIDES.

1 - Synthase.

Elle se fait dans des milieux non proliférants (RN'ZC) de pH 7,2 et 5,9 :
" 1'absence de source d'azote dans ces milieux ne permet pas aux R. meliloti
MQSmIStr et MgS de se diviser. Le milieu réactionnel contient 1,6.10° et
7,2.108 bactéries par ml pour les pH respectifs 7,2 et 5,9.

La synthése des polyosides est suivie par :
- 1'accumulation de la radioactivité intracellulaire.
- la quantité de polyosides synthétisés.
- la mesure des oses résiduels radioactifs.
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Figure 15 : Cinétique d'accumulation de la radioactivité intracellulaire

(A), production d'exopolyosides (B) et des oses résiduels
extracellulaires (C) des souches de Rhizobium meliloti Mgs ey
(@——8) et MSm;St" (a A) en milieu RN"°C fruc->"
tosé 4 1 °/oo de pH 7,2 (les résultats (B) et (C) sont expri-
més respectivement en Pg/ml d'exopolyosides synthétisés et
d'oses résiduels extracellulaires calculés a partir de la
radioactivité spécifique initiale du fructose.

30
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Les courbes de la fiqure 15 nous montrent que le bilan du fonctionnement
du systéme enzymatique de synthése d'exopolyosides de la souche R. meliloti
MgsmIStr est moins important que celui de MgS.

La quantité d'exopolyosides synthétisés au cours du temps d'aprés la figu-
re 15 (B) par MgS est supérieure & celle de MQSmIStr et atteint son maximum au
bout de 22 heures de synthése. D'autre part, 1la souche MQSmIStr

thétiser des exopolyosides aprés 31 heures.

continue d syn-

De plus, d'aprés la figure 15 (A), nous constatons qu'au cours de la
synthése, 1'accumulation de la radioactivité & 1'intérieur des cellules de la
souche MgS est plus importante que celle de la mutante MQSmIStr.

La quantité d'oses résiduels dans le milieu extracellulaire d'aprés la
figure 15 (C) confirme ce "ralentissement" du fonctionnement du systéme enzy-
matique de synthése d'exopolyosides de MQSmIStr. E1le est plus grande pour le
mutant MQSmlStr d différents temps de synthése d'exopolyosides que celle de
MgS. Cette derniére souche utilise beaucoup le substrat carboné fructose pour
sa biosynthése. Aprés 22 heures, la synthése d'exopolyosides s'arréte, la quan-
tité d'oses résiduels extracellulaires se stabilise, ce qui n'est pas le cas

chez 1a souche MQSmIStr.
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(A), production d'exopo1yosides (B) et des oses résiduels
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(@ ®) et M95m1Str (A A) en milieu RN fructose
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En milieu non prolifération (RN'ZC) de pH 5,9, les résultats rapportés
dans les courbes de la fiqure 16 (A, B et C) montrent que la souche de
R. meliloti MQSmlstr a une vitesse de fonctionnement du systéme enzymatique

de polyosides presque égale & celle de MgS. Cette derniére souche semble trés
affectée par 1'acidité du milieu.

La quantité d'exopolyosides synthétisés, montrée par la figure 16 (B)
au cours du temps, est identique pour les deux Rhizobium durant les premiéres
24 heures, alors qu'elle est nettement supérieure @ pH 7,2, De plus, la souche
MQSmIStr continue & synthétiser des exopolyosides jusqu'a@ 98 heures, alors
que la souche sauvage s'arréte aprés 30 heures. Pour une méme concentration
finale de fructose dans le milieu réactionnel, la souche MQSmlstr synthétise

plus d'exopolyosides que la souche Mgs.

La radioactivité intracellulaire mesurée (figure 16 (A) ) est semblable
pour les deux Rhizobium jusqu'ad 24 heures. Elle continue & augmenter et se
stabilise & partir de 72 heures pour la souche MQSmIStr alors que pour la sou-

che MQS un plateau est atteint au bout de 24 heures.

-------------

Les expériences réalisées sur la synthése d'exopolyosides en milieux non
proliférants (RN'ZC) nous aménent aux constatations suivantes :

La souche MgS a un métabolisme plus actif que la souche mutante Mgsmlstr
d pH neutre. Cette dernidre souche a une vitesse de synthése d'exopolyosides plus
faible que 1a souche Mgs. Ce résultat refléte ceux du temps de génération, a
savoir une croissance meilleure pour la souche sauvage MQS.

A pH acide, nous assistons & une diminution d'activité du systéme enzyma-
tique de synthése.d'exopolyosides des deux R. meliloti par rapport 3 pH 7,2. La
synthése des exopolyosides & pH acide est bloquée partiellement (méme résultat
que COURTOIS (17) ).
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Ces faits suggérent que la souche de Rhizobium meliloti MQSmIStr Tors
des mutagenéses successives et lors de son isolement, a subi une mutation
rendant acido-résistante la synthése de polyosides normalement acido-sensibles.
Le fait qu'il y ait une trés grande différence de 1'activité du complexe enzy-
matique des deux souches MgS et MQSmIStr améne & penser une différence dans

1'utilisation du fructose qui pourrait étre due & un défaut de perméabilité
d ce sucre chez le mutant.

IT nous a donc paru intéressant d'étudier la perméabilité au fructose
des deux souches dans le milieu complet R deux fois concentré en phosphate
(milieu pourvu d'azote permettant la croissance bactérienne) a pH 7,2.

2 - Perméabilité au fructose.

L'8tude cinétique de la perméabilité concerne en fait la rétention de
ce substrat carboné par les cellules de R. meliloti Mgs et MQSmIStr en fonc-
tion du temps. La technique est décrite dans la partie “"matériel et méthodes".
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Figure 17 : Perméabilité au fructose des souches de Rhizobium meliloti
MQS et MQSmIStr dans le milieu ch.
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D'aprés cette expérience montrée par la figure 17, nous constatons que
les courbes d'incorporation obtenues sont trés similaires et montrent que la
pénétration de fructose est réquliére et trés progressive pour les deux sou-
ches de Rhizobium.

I1 semble donc que la mutation, rendant acido-résistante la synthaése de
polyosides et provoquant une diminution de son activité & pH 7,2 de 1a souche
MQSmIStr, n'a pas de corrélation avec la perméabilité au fructose. L'incorpo-
ration de fructose radioactif est la méme dans les deux souches. I1 s'établit
un équilibre entre la concentration interne des cellules et celle du milieu
extérieur en fructose a différen;s temps du métabolisme.

B - INCORPORATION DE LA LEUCINE RADIOACTIVE.

Les milieux d'incorporation de pH 7,2 et 6,25 contiennent chacun un
inoculum de 50.107 cellules par ml.
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Figure 18 : Cinétique d'incorporation de la leucine radioactive dans
les milieux RN2c fructosés 1 % de pH 7,2 et de pH 6,25 des
souches de Rhizobium meliloti MQS et MQSmIStr.
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Nous constatons d'aprés la figure 18 une #ncorporation de la leucine
radioactive plus imporfante chez 1a souche MgS que chez MgsmIStr pour les
deux pH é&tudiés. Ce résultat confirme aussi que Ta croissance et la $ynthése
d'exopolyosides sont meilleures pour les pH voisins de la neutralité. Les pen-
tes des droites correspondant aux pH 7,2 et 6,25 sont différentes pour la sou-
che Mg : elles diminuent au fur et & mesure que le pH devient acide. Pour
tr <

M Sm1 s ce phénoméne n'est pas aussi évident du fait que les pentes &
pH 7,2 et 6,25 sont du méme ordre de grandeur.

Enfin la souche MgS semble &tre plus sensible & 1'acidité du miiieu que

la souche MQSmIStr.

Pour compléter cette &tude, nous avons &tudié cette différence du compor-
tement métabolique au niveau de la production d'adénosine triphosphate (ATP).

C_- PRODUCTION D'ATP AU COURS DE LA CROISSANCE CELLULAIRE®

La principale sourced'énergie des cellules aérobies est la respiration,
ou 1'oxydation enzymatique des molécules nutritives par 1'oxygéne moléculaire.
Les principaux composants chimiques de la structure cellulaire sont construits
enzymatiquement & partir de précurseurs simples grace & 1'énergie apportée par
1'A.T.P.

Pour cette étude expérimentale, les cellules sont précultivées dans Tle
milieu RC fructosé 1 % ; elles sont ensuite centrifugées, lavées dans e mi-
lHeu RC'ZC pH 7,2, puis centrifugées & nouveau. Le culot est remis en suspen-
sion dans du milieu RN"2C pH 7,2. A 10 m1 de milieu RC fructosé pH 7,2 est
additionné 1 ml de cette suspension bactérienne. L'incubation se fait dans
un bain-marie agité & 37° C. A différents temps : 2, 24 et 48 heures, on
préléve 0,1 ml pour doser 1'ATP produit au cours de la croissance.

Les résultats sont exprimés en picogramme d'ATP par ml. L'inoculum ini-

tial est de 2.108 bactéries par ml.

% Cette expérience a été réalisée au laboratoire bactériologie (Faculté de _
Médecine) par Mme NARCOLIN. Nous la remercions aimablement de sa collaboration.
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Temps en heures’

: : 2 : 24 : 48 :

JSouches _____________TToo— e e eem e fe e e e .
MgS . 296 000 : 639 205 : 502 500
M_Sm,ot" . 365625 : 417 614 : 522 143

Tableau 17 : Production d'ATP des souches de Rhizobium meliloti M9$ et
MQSmlstr dans le milieu RC fructose 1 % pH 7,2 & 37° C en
agitation.

Malgré une différence de production d'ATP au bout de deux heures, due pro-
bablement & une quantité plus faible d'inoculum de départ, la souche M.S au
bout de 24 heures présente une production supérieure a celle de MQSmIS%r. En
effet, pour assurer un meilleur fonctionnement métabolique, la souche MQS
fournit beaucoup plus d'énergie ; au bout de 48 heures la production d'ATP
décroit du fait de 1'établissement de la phase stationnaire et de la phase
de déclin. Par contre, 1a souche MQSmIStr continue & produire de 1'ATP parce
qu'elle présente un retard de croissance.

Ce résultat permet de confirmer que la synthése d'exopolyosides,1'incor-
poration de la leucine et la croissance sont meilleures & pH voisin de la neu-
tralité pour la souche MgS que pour la souche MQSmISt”.
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D - INCORPORATION DE LA THYMIDINE DANS L'ADN.

1 - Incorporation.

L'expérience a &té réalisée & partir d'un inoculum de 2.107 bactéries par ml.
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Figure 19 : Cinétique d'incorporation de la thymidine radioactive
(dans le milieu RN'ZC) des souches Rhizobium meliloti
MgS (@) et MQSmIStr (a) : (en trait plein) accumulation
de la radioactivité et (en pointillés) nombre de cellules

par ml.
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Les résultats obtenus d'aprés la figure 19 (A et B) indiquent qu'a
pH 5,9 (figure 19, B), 1'incorporation de la thymidine par les deux souches
est deux fois plus faible qu'a pH 7,2 (figure 19, A). L'acidité affecte 1'in-
corporation de la thymidine tritiée.

De plus, & fort inoculum de départ, la souche MQSmIStr pour les deux
PH de milieu d'incorporation (dont la source d'azote est apportée par la
2'-déoxy-adénosine et la thymidine marquée) a un rendement en "ADN synthétisée"
supérieur a celui de MQS. Ceci est surprenant car ce résultat diverge de ceux
obtenus précédemment qui montraient qu'a pH 7,2 la croissance et la biosynthése
de 1a souche MgS étaient plus importantes que celles de la souche mutante
MQSmlStr. Ce phénoméne pourrait s'expliquer par le nombre de bactéries via-
bles dans le milieu d'incorporation au cours du temps. En effet, d'aprés la
figure 19 (A), pour une méme quantité d'inoculum de départ, le nombre de bac-
téries viables dans le milieu au cours du temps est supérieur pour 1a souche
MgSmlStr. Cette derniére souche semble mieux adaptée au milieu que la souche
MgS. De plus, & pH 5,9 (figure 19 B), la souche MQSmlstr continue & se déve-
lopper jusqu'a 30 heures, alors qu'il y a directement lyse pour MgS, ce qui
s'accentue au cours du temps.

Nous avons donc exprimé les résultats de 1'incorporation de la thymidine
trouvés sur 1a figure 19 par rapport au nombre de bactéries viables dans Te
milieu.
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Figure 20 : Cinétique d'incorporation de 1a thymidine marquée dans 1'ADN
(en milieu RN'ZC) des souches de Rhizobium meliloti MgS (@)
et MQSmlstr (A ) rapportée en fonction du nombre de bactéries
viables.

La figure 20 montre qu'en ramenant au nombre de bactéries viables 1'in-

corporation de la thymidine est bien supérieure pour la souche Mgs.

-

Ce phénoméne nous améne & reprendre notre analysé en réalisant 1'expé-
rience dans les mémes conditions, mais en partant d'un inoculum initial plus

faible.
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2 - Etude de 1'influence de la 2'-dé@oxy-adénosine et de la thymidine
sur la croissance.

Cette expérience permet de voir 1'influence de ces sources d'azote sur
la croissance bactérienne. Elle est réalisée pour les deux souches étudiées :
MgS et MgSmy>tr.

Pour préparer les inoculums, les cellules cultivées dans le milieu RC
fructosé pH 7,2 sont centrifugées. Le culot, remis en suspension dans du mi-
lieu RN'ZC, est lavé par une nouvelle centrifugation pour étre repris dans le
milieu de culture.

‘La culture se fait dans le milieu RN"2C pH 7,2. La 2'-déoxy-adénosine
et la thymidine (non radioactives) sont ajoutées & raison de 250 pg/ml, la

concentration finale de fructose est de 1 %.

L'inoculum de départ est de 1'ordre de 1,65.103 bactéries/ml pour les
deux souches.

>
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Figure 21 : Croissance des souches de Rhizobium meliloti Mgs et MQSmIStr

sur milieu RN-2C pH 7,2 fructosé 1 % ayant comme source d'azote
la 2'-déoxy-adénosine et la thymidine & raison de 250 pg/ml.

ki 1124
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D'aprés la figure 21, 1a croissance de la souche Mgs est meilleure que
celle de MgSmIStr- Ces deux Rhizobium ont des temps de génération respectifs
de 2,62 et 3,88 heures. La phase stationnaire se situe entre 100 et 120 heures
pour la souche Mgs, et entre 170 et 220 heures pour la MQSmIStr ; 1a phase de
déclin de cette derniére survient beaucoup plus tardivement que celle de MgS.

Str incorpore plus de thymidine

Le phénoméne qui fait que la souche MgSmq
(& pH 7,2) que MgS peut donc s'expliquer comme suit : d'une part il y a un
nombre supérieur de bactéries viables dans le milieu de synthése au cours du
temps et d'autre part on a affaire a une forte inoculation initiale.

St sur nitrate d'ammonium

Le temps de génération de 1a souche MgSmq
(NO3NH4) comme source d'azote est de 1'ordre de 4,8 heures, alors qu'avec
la 2'-déoxy-adénosine additionnée de thymidine i1 n'est que de 3,88 heures.
Par contre, pour la souche MgS, on constate des temps de génération presque
identiques que ce soit en présence de NO3 NH, ou en présence de 2'-déoxy-

adénosine et de thymidine.

I1 est intéressant de compléter les essais précédents par une €tude compa-
rative de la croissance des souches MgS et MQSmIStr sur les milieux R2c (milieu
R 2 fois concentré en phosphate) et RN'ZC, avec des sources de carbone et
d'azote différentes.

3 - Etude comparative de la croissance.

Les cultures sont inoculées a partir d'une préculture lavée par centrifu-
gation et reprise dans du milieu RN"2C,

L'inoculation du départ est de 1'ordre de 103 bactéries par ml. Les sour-
ces de carbone (fructose ou succinate ou glutamate) sont utilisées a la con-
centration finale de 1 %. La 2'-déoxy-adénosine et 1a thymidine sont employées
a 250 pg/ml.




- 95 -

: : : Str
SOUCHES : MgS : MQSm1
$asasomzmoommeeeoes |G RN — $mmomoes Sl $omommomes *
: 144 192 144 192
Mllleyx-ég_syl.tyre _________________________ P e emmemeee e ecieee .
: R%C+fructose . 1,06 : 1,23 : 0,45 : 0,76
: RN"2Cafructose : 0 : 0 : 0 : 0
: R2c+fructose+2'—déoxy-adénosine : 1,17 ¢ 1,34 : 0,65 : 1,05
: RN'2C+fructose+2'—déoxy-adénosine: 0,52 : 0,78 : 0,32 : 0,82
e sttt drmmm——e—— R el tom e 4rmm +
. RN +fructose+thynnd1ne+ . . . .
P 2t dsoxy- adenos1ne : 0,95 : 1,19 : 0,64 : 1,27
: R2 +succinate : 0,51 : 0,58 : 0,14 : 0,22
: RN'2C+succinate : 0 : 0 : 0 : 0
. R%C+glutamate 0,36 0,47 0,3 0,36
-2cC .
RN <™+ 0,56 0,69 0,26 0,24

Tableau 18 : Densités optiques des cultures de Rhizobium meliloti MgS
et MQSmIStr en présence de différentes sources de carbone
et d'azote.

Les cultures obtenues aprés 144 et 192 heures d'incubation donnent les
résultats rapportés dans le tableau 18. La croissance de la souche Mgs est
analogue dans les milieux contenant du fructose, que Ta source d'azote soit
de nitrate ou de la 2'-déoxy-adénosine additionn&e ou non de la thymidine.
Par contre, pour 1a souche MQSmlstr, 1'addition de 2'-déoxy-adénosine
avec ou sans thymidine améne une augmentation importante de la croissance
par rapport au milieu RZC fructosé.
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Dans une autre expérience, les calculs des temps de génération sur milieu
R2C fructosé additionné de la thymidine et de 2'-déoxy-adénosine (concentration
finale 250 Pg/m1) avec les souches MgS et MQSmlstr ont donné Tes valeurs res-
pectives suivantes : 2,44 et 3,44 heures. Ainsi, 1a croissance de Ta souche
MQSmIStr est améliorée sur ces composés par rapport au milieu R contenant de
nitrate (temps de génération : 4,8 heures) mais n'atteint pas celle de la
souche sauvage MgS (temps de génération : 2,6 heures).




V - DISCUSSION ET CONCLUSION
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Tableau 19 : Activités des souches de Rhizobium meliloti MgS et Mgsm >t

~ Les valeurs des diverses activités précédemment obtenues sont rapportées
dans le tableau 19. Le rapport des activités & pH neutre et & pH acide pour
chacune des souches est différent : i1 est nettement plus &levé pour la souche
sauvage MgS : le rapport du taux de croissance tend vers 1'infini ; celui de
la synthése des exopolyosides est de 12,84 et celui correspondant & 1'incor-
poration de la leucine tritiée est de 1,25. Par contre pour le mutant MQSm Str
les rapports sont respectivement : 4,06 ; 2,75 et 1,09. Ces résultats reflé-
tent la propriété nouvelle du mutant MQSmIStr : & savoir un développement &
PH acide nettement meilleur que celui de la souche sauvage MgS.

En comparant les taux de croissance dans le milieu RC fructosé & 1 %
de la souche sauvage et du mutant & pH neutre, nous constatons un avantage
important (de 1'ordre de 1,50 fois plus grand) pour la souche sauvage.
La premiére raison du développement plus lent du mutant MQSmIStr peut
€tre une mauvaise pénétration des substrats. Nous avons enreaistré seulement
la pénétration du fructose radiocactif et nous avons constaté que le rapport
pénétration du fructose chez l1a souche sauvage sur celle du mutant est voisin
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de 1. 11 n'existe donc pas de différence d ce niveau. Ainsi, ce résultat
indique :

- d'une part qu'il ne s'agit pas de l1ésions au niveau du systéme
de pénétration du fructose.

- d'autre part la mutation affectant la souche MgSmy " ntest pas
pleiotrophe : en effet, s'il s'agit d'une mutation de ce type,
la perméabilité au fructose devrait diminuer.

- enfin, qu'il n'y a pas de 1ésion sur d'autres systémes concernant
1'entrée de 1'ensemble des substrats dans les cellules car les
perméases sont spécifiques. Le rapport du taux de croissance de
Ta souche sauvage sur celui de la souche mutante est toujours du
méme ordre de grandeur quel que soit le milieu de culture. I1
est 1,5 pour le milieu RC fructose, 1,2 pour le milieu TY et 1,8
pour R fructose.

St

Cela ne veut pas dire qu'il n'y ait pas de 1ésions au niveau d'un autre
systéme perméasique. Cependant ceci est tré&s improbable. En effet, nous consta-
tons que le rapport du taux de croissance de la souche sauvage sur celui de la
souche mutante est identique quel que soit le milieu de croissance (minimum
ou nutritif).

=

Une deuxiéme raison du ralentissement de la croissance & pH neutre du
mutant peut provenir d'une difficulté & produire son énergie (ATP) & partir
des substrats carbonés habituels. Les contenus en ATP montrent une 1égére dif-
férence au bout de vingt quatre heures, mais elle ne parait pas étre 1'é@lément
Timitant de la croissance puisque chez le mutant 1'ATP est en quantité impor-

tante.

Si 1'on examine sur le tableau 19 les valeurs concernant le taux de crois-
sance, la synthése "gratuite"” (celle des exopolyosides) et des deux synthéses
"obligatoires" (incorporation de la leucine tritiée et de 1a thymidine tritiée),
nous pouvons faire les rapports de 1'activité de 1a souche sauvage sur celle
du mutant & pH neutre. Ces rapports sont respectivement : 1,5 pour le taux de
croissance, 1,61 pour la synthése des polyosides, 1,36 pour 1'incorporation
de la leucine tritiée et 6,3 pour 1'incorporation de la thymidine tritiée.
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Ces résultats montrent que la synthése des exopolyosides n'est pas particulié-
rement inhib&e chez le mutant. Cette synthése correspond & un excés de produc-
tion d'ATP par 1a cellule. En effet, la synthése des exopolyosides est favo-
risée pratiquement par un rapport concentration en carbone sur concentration
en azote élevé dans les milieux. De plus, le mutant MQSmIStr comparé d la
souche sauvage synthétise des exopolyosides dans un rapport de valeur presque
égale & celle du rapport des taux de croissance. Ceci confirme que le mutant
n'a pas de difficulté & réaliser ses réactions énergétiques (voir production
d'ATP lors de 1a croissance). Enfin, le rapport d'incorporation de 1a Teucine
tritige de la souche sauvage sur celle de 1a mutante a pH neutre est du méme
ordre de grandeur que celui concernant le taux de croissance. Par contre,
celui caractérisant 1'incorporation de la thymidine tritiée est &levé (environ
6,3). Cette anomalie constatée permet de suggérer que le facteur limitant la
croissance du mutant existe probablement au niveau de la synthése de 1'ADN.
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Conclusion Générale
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L'utilisation de souches de R. meliloti sélectionnées ayant une capacité
8levée de fixer symbiotiquement 1'azote avec la luzerne est 1'une des condi-
tions & 1'établissement de cette culture dans les différents types de sol et
en particulier dans les sols acides de BRETAGNE.

Le premier objectif de notre travail a consisté & isoler une (ou plu-
sieurs) souche (s) de R. meliloti acido-tolérante(s), car 1'acidité dans les
sols est néfaste & 1a survie et & la multiplication des souches bactériennes
sauvages. Le caractére de résistance en milieu acide n'a pas &té obtenu par
adaptation sur des milieux de plus en plus acides (i1 dépendrait du potentiel
somatique), mais par mutagenéses successives provoquées par la N-méthy1-N'-
nitroso-N-nitrosoquanidine (NTG) et sélection sur milieu acide de fagon & ren-
dre génétiquement stable le caractére acido-résistant. Le mutant MQSmIStr que
nous avons isolé a partir de la souche sauvage MgS est non seulement acido-
résistant, mais aussi streptomycino-résistant : cette derniére qualité assure
un marquage génétique qui permet non seulement de repérer notre mutant, mais
aussi d'éliminer Tes éventuels contaminants au cours de diverses manipulations.

En présence de glucose, la plupart des souches de R. meliloti acidifient
le milieu et inhibent leur propre croissance ; on peuvait pensér que notre mu-
tant MQSmIStr 8tait acido-résistant parce qu'il n'acidifie pas : nos résultats
expérimentaux montrent qu'il n'est pas ainsi.
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Les études du comportement symbiotique du mutant MgSmIStr et des souches
sauvages MgS et 1_55tr en milieu synthétique de NICOL et THORNTON & différents
pH, dans les terres de BRETAGNE de pH 4,9 ou de pH 5,9 additionnées ou non de
supports (sable de FONTAINEBLEAU ou milieu de NICOL et THORNTON) permettent de
constater :
1° L'acidité affecte la fixation symbiotique soit par une faible
multiplication et des conditions réduites de survie de la bac-
térie entrainant un faible taux d'infection racinaire, soit en
interférant sur le processus de l1a nodulation(réduction ou inhi-
bition), soit encore en agissant sur le phénoméne d'absorption
du calcium de la Tuzerne.

2° L'efficacité symbiotique varie d'un R. meliloti & un autre selon
sa capacité & résister au pH du milieu. La souche Mgs présente
une faible efficacité (test de la réduction d'acétyléne, rende-
ment en matiére séche et nombre de nodules par plante aprés
45 jours d'expérience) par rapport aux souches MQSmlStr et 1-5°%"
pour les pH inférieurs ou égaux 4 5,5 dans le milieu synthétique
de NICOL et THORNTON.

Nous avons constaté la présence d'une forte quantité de nitrate dans
les deux terres de BRETAGNE qui on 1le sait présente un effet défavorable
pour 1'8tablissement de la symbiose par la réduction de 1'infectivité.

L'état kachitique de la plante & pH 4,9, malgré 1'apport d'inocula et la
présence de nitrate, nous suggére la présence d'autres facteurs 1iés aux sols
acides : aluminium, manganise, etc... Pour réussir 1'&tablissement de la cul-
ture de Tuzerne pour 1a terre de pH 4,9, le chaulage est indispensable de fa-
gon d neutraliser 1'excés d'alumine et de manganése néfaste & cette plante.

L'étude faite directement sur la terre de pH 5,9 nous permet de confirmer
la présence de R. meliloti indigénes ayant une efficacité symbiotique non né-
gligeable. Bien que le rendement en matiére séche soit presque identique pour

les souches indigénes et les souches Mgs, MQSmIStr, l-SStr du fait de la pré-

sence de nitrate, 1'étude de la fixation symbiotique par le test de la réduction

Str SStr’

d'acétylane montre une meilleure efficacité pour les souches M95m1 et 1-
ceci montre qu'une fois les nitrates &puisés, ces deux souches présenteraient
un intérét pratique pour la fixation de 1'azote.
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Enfin, 1'&tude physiologique montre une différence trés nette des deux
souches R. meliloti MgS ethQSmlstr. Cette derniére présente aux pH voisins
de Ta neutralité un ralentissement de la croissance, de la synthése d'exopoly-
osides en milieu de non-prolifération, de la synthése de protéine et de 1'in-
corporation de la thymidine radioactive dans 1'ADN. Par contre, & pH 5,9, on
observe une meilleure croissance et une synthése accrue d'exopolyosides pour
1a souche MQSmIStr que pour Mgs, mais celles-ci restant inférieures & celles
observées a pH 7,2.

Le ralentissement de la vitesse de renouvellement du matériel biologique
du mutant MQSmlstr n'est pas di & une perméabilité moindre aux substrats car-
bonés tel le fructose, mais & un phénoméne aénétique entrainant un chanaement
du fonctionnement du systéme métabolique. I1 peut présenter dans la nature
(sol acide) un avantage important : en effet, i1 donne une résistance plus
grande pour la souche M98m1Str (pas de lyse) assurant un nombre de bactéries

viables suffisant pour 1'infection racinaire de la plante hdte.

S'i1 n'a pas été possible de déterminer les sites précis affectés par
les mutations de la souche MgS donnant MQSmIStr, i1 apparait que le systéme
d'incorporation de la thymidine dans 1'ADN semble &tre le plus *cuché chez
le mutant. Enfin, nous n'avons trouvé aucune hypothése permettant de relier
directement le faible taux d'incorporation de la thymidine dans 1'ADN et 1'ap-
titude & se développer & pH acide.

En conclusion et quoique les résultats rapportés ci-dessous ne font pas
partie du sujet de notre thése, le mutant MQSmlstr a montré son utilité sur
le plan pratique. En effet, dans des expériences agronomiques en terrains aci-
des (pH 4,9) n'ayant jamais supporté les cultures de luzerne, 1'inoculation
par les souches MQSmlstr et 1-5 ' aprés chaulage léger a permis d'obtenir
des rendements convenables en luzerne aprés deux coupes. Le rendement moyen
en grammes de matiéres séches de luzerne au m2 passe de 93,69 pour le terrain

=~

non inoculé & 225,20 pour les parcelles inoculées avec les Rhizobium.
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