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A V A N T  P R O P O S  



Tandis que la population mondiale s'accroît de 

façon exponentielle, le déséquilibre dans la répartition 

des richessesprotéiques devient chaque jour flagrant. Ainsi, 

alors que la production depotéines dans le monde tend à 

s'élever légèrement, le bilan par tête de terrien accuse 

en fait un déficit qui ne cesse de s'accentuer et auquel 

les Etats tentent de remédier. 

D'innombrables techniques sont donc mises en jeu 

pour assurer la survie de l'humanité. Actuellement, les 

traitements desprotéines végétales représentent un grand espoir 

pour les chercheurs. En effet, les végétaux sont les seuls 

organismes supérieurs de la biosphère capables de transformer, 

à l'aide de micro-organismes, l'azote atmosphérique en substan- 

ces nutritives. Cette transformation est rendue possible 

par suite de la symbiose qui s'établit entre les plantes 

de la famille des~égumineuses et les bactéries du genre 

3hizobium. La connaissance approfondie de tout ce qui peut 

modifier de près ou de loin la fixation de l'azote gazeux, 

est donc nécessaire. 

Ce phénomène suscite actuellement l'attention d'un 

nombre croissant de chercheurs dans de nombreux laboratoires 

de par le monde. La cause essentielle de cet intérêt se 

devine aisément si l'on sait que le coût des approvisionne- 

ments énergétiques n'a cessé d'augmenter ces dernières 

années. 

Ces recherches sont donc orientées vers le rempla- 

cement des procédés de synthèse chimique des engrais azotés 

par une augmentation de la fixation symbiotique de l'azote 

atmosphérique par les plantes. 

Par ailleurs, ces études représentent un grand 

espoir pour l'humanité, celui de pouvoir induire l'assimila- 

tion de l'azote moléculaire à d'autres plantes culkivées 

telles que les céréales. 



Une grande partie des études entreprises dans ce 

domaine est consacrée à la génétique de Rhizobium. 

Parmi ces études, figure la transduction, processus biolo- 

gique au cours duquel une partie du génome d'une bactérie 

peut être véhiculée vers une autre bactérie grâce à un 

bactériophage. On voit donc l'intérêt que présente le fait 

de pouvoir apporter à une bactérie, le caractère d'efficience 

dans la fixation de l'azote. 

Sur le plan fondamental, il est intéressant de 

connaître la morphologie des bactériophages et d'étudier 

leurs propriétés biologiques, chimiques ou physiques. 

Sur le plan agricole, il faut noter que les bactério- 

phages jouent vraisemblablement un rôle dans la compétitivité 

entre les souches de Rhizobium présentes dans la rhizosphère ( 21) 



INTRODUCTION 



1) H I S T O R I Q U E  

En 191 5, TWORT ( 61 ) remarqua qlle certaines colonies 

de microcoques devenaient vitreuses et transparentes. Il fit 

quelques observations très importantes au sujet de ce phénomène 

qu'il appela "transformation vitreuse". 

1 )  L'examen des surfaces vitreuses ne montre que 

de minuscules granules et ne révèle aucune bactérie. 

2) Si une culture pure de microcoques est touchée 

par une partie de l'une des colonies vitreuses, elle devient 

elle aussi transparente. 

3) Le filtrat obtenu à partir de colonies vitreuses 

est capable de rendre transparente une culture pure de 

microcoques. 

4) La "transformation vitreuse" est transmissible ; 

elle peut être communiquée à de nouvelles cultures saines 

pendant un nombre indéfini de générations. 

Après ces constations, TWORT émit l'hypothèse que 

la "transformation vitreuse" était provoquée par un agent 

infectieux, filtrable qui tuait les bactéries. 

Deux ans plus tard, D'HERELLE ( 2 5 )  décrit un phénomène 

semblable à celui observé par TWORT, il écrit :"what caused 

my clear spots was in fact an invisible microbe, a filtrable 

virus, but a virus parasitic on bacteria". 

Il confirme ainsi la découverte de TWORT et donne 

le nom de "bactériophagie1' à ce phénomène. 

Cette découverte a divisé les chercheurs en deux clans 

opposés : 



D'un côté, ceux qui admettent la conception virale 

du phénomène. 

De l'autre côté, ceux qui contestent cette hypothèse. 

Ils expliquent ce phhomène par une autodestruction due 

à des agents lytiques tels que les enzymes. Parmi eux 

BORDET ( 1 5  ) pense que la lyse bactérienne est due à une 

"viciation nutritive" provoquée par des agents extérieurs. 

En 1933, les recherches d'Eugène et Elisabeth 

wOLL~J~AN ( 6 6 ) ,  ont incontestablement placé le problème 

des bactériophages sur la bonne voie. Selon eux, il existe 

des bactéries dites lysogènes qui sont capables de produire 

des bactériophages dans certaines conditions et de les 

répandre autour d'elles. Mais, le plus intéressant est que 

ces bactéries lysogènes n'en contiennent pas elles-mêmes 

sous la forme infectieuse. 

Ces auteurs estiment surtout, que dans une bactérie 

lysogène, le bactériophage se comporte comme un gène. 

Ce fait important a conduit plusieurs auteurs dont 

LWOFF ( 4 0  ) ,  à distinguer 2 types de bactériophages : 

- les phages virulents qui lysent la presque totalité 
de la culture bactérienne sensible 

- les phages tempérés qui lysent une partie de la 
culture sensible et lysogénisent l'autre partie. 

Par ailleurs, LWOFF ( 4 0 )  a insisté sur le fait 

qu'une bactérie lysogène ne porte pas un phage infectieux, 

mais un précurseur qui peut se transformer, dans certaines 

conditions, en un "vrai" phage infectieux. Ce précurseur 

est appelé prophage. 

La recherche sur les phages a ?ris xn nouvel essor 

avec DELBRÜCK ( 14 ) ,  en 1940, qui montre que chaque bactérie 

infectée libère environ 100 phages après la lyse. Il dénomme 



sept phages virulents sur Escherichia coli : Tl, T2, Tj, T4, 

Tg, T6 et T (T pour type). 7 

L'observation directe des bactériophages n'a été 

possible qu'après l'invention du microscope électronique 

et la mise au point des techniques de coloration négative. 

C'est ainsi qu'en 1942, LURIA et ANDERSON ( 39) 

étudient des bactériophages au microscope électronique et 

les caractérisent du point de vue morphologique. 

De même BRADLEY, en 1960 ( IO), observe plusieurs 

phages de provenances diverses et les classe dans 6 groupes 

morphologiques différents. La classification de BRADLEY 

est actuellement l'une des plus utilisées dans la systématique 

des bactériophages. 

Ce n'est qu'en 1956 que MARSHALL ( 4 2 )  a pu mettre 

en évidence la lysogénie chez Rhizobium trifolii ; phénomène 

jusque là inconnu chez le genre Rhizobium. 

En 1958,DAVIES ( 12 ) décrit un phage tempéré qu'il 

a isolé à partir d'une souche lysogène de R. meliloti. 

De leur côté, TAKAHASHI et QUADLING (60), en 1961, 

en utilisant la souche lysogène SU 298 de MARSHALL et la 

souche indicatrice SU 297, ont confirmé la découverte de 

MARSHALL. En effet, ils ont montré que la souche SU 298 

porte deux prophages inductibles par un phage de la souche 

De même, SZENDE et ~RDOGH ( 59 ) , en 1960  nt etudié 
152 souches de Rhizobium meliloti dont 44 d'entre elles se 

sont révélées lysogènes. 

En 1966, KOWALSKI (33) isole 24 phages tempérés 

de R. meliloti dont un, le phage L possède une propriété 5 



transductrice ( 3 4 ) .  Ce phage peut transférer le caractère 

de résistance à la streptomycine d'une souche résistante 

à une souche sensible à cet antibiotique. Par cette 

découverte, KOWALSKI présage l'essor de la génétique bactérien- 

ne de Rhizobium, discipline jusque là basée seulement sur 

la transformation BALASSA 1963 ( 5 1 ,  ELLIS et coll. 1962 ( 19 ) 

ZELAZNA 1963, 1964 (68]69)et GABOR 1965 ( 2 3 )  . 

Six ans plus tard, KOWALSKI et DENARIE ( 3 5 )  décrivent 

la cotransduction du gène "Leucine" et d'un gène contrôlant 

la fixation de l'azote. En effet, ils ont montré qu'une muta- 

tion de R. meliloti L5-30 provoque simultanément l'auxotro- 

phie pour la leucine et la perte du pouvoir fixateur d'azote 

sur la luzerne. Après transduction, tous les recombinants 

prototrophes retrouvent l'efficience. 

En 1965, SCHWINGHAMER (61 ) met en évidence un 

phénomène jusque là inconnu chez Rhizobium ; il s'agit 

de la restriction-modification. Cet auteur a montré que 

la possibilité de multiplication d'un phage sur une souche 

bactérienne donnée, dépend considérablement de la souche 

d'origine sur laquelle on a reproduit le phage. 

Alors que les études de la restriction-modification 

chez Rhizobium, n'ont pas permis d'avoir des renseignements 

satisfaisants sur ce phénomène, d'autres études génétiques 

telles que la conjugaison et la transduction ont, au contraire, 

vu leur évolution progresser et ont contribué à une connais- 

sance plus profonde de Rhizobium. Parmi les travaux réalisés 

dans ce sens, on peut citer ceux de SVAB et coll. ( 5 8 )  

qui ont réussi à mobiliser le gène chromosomique "cystéine" 

de Rhizobium meliloti, grâce au phage tempéré 16-3. Par ces 

travaux, ils ont donc mis en évidence la transduction 

spécialisée chez R. meliloti 



Par ailleurs, BUCHANAN-WOLLASTON ( 11 ) ,  en 1979, 

en travaillant sur Rhizobium leguminosarum et R. trifolii, 

ont réussi à transférer des gènes chromosomiques et des gènes 

plasmidiques par l'intermédiaire de phages virulents. 

De même, ils ont mis en évidence la transduction interspécifi- 

que en transférant des gènes de R. leguminosarum à R. trifolii. 

En 1980, SIK et coll. ( 5 3 )  constatent que le phage 1 1  de 

R. meliloti peut transduire plus d'un gène à la fois. Ils ont 

donc exploité cette propriété pour établir une ébauche de 

la carte génétique de R. meliloti. 

Il faut également noter qu'outre leur pouvoir transduc- 

teur, les bactériophages ont servi dans la classification 

des souches de Rhizobium. C'est ainsi qu'en 1968, des méthodes 

de typage basées sur la sensibilité des bactéries à des 

phages spécifiques (lysotypie), ont permis à STANIEWSIU (56) 

de subdiviser des souches de Rhizobium trifolii, R. meliloti, 

R. leguminosarum et R. phaseoli et de contribuer ainsi à une 

classification jusqu'alors basée uniquement sur le genre 

de la plante hôte. 

Par ailleurs, en 1974, STANIEWSKI et KOWALSKA ( 5 7 )  

ont montré que des mutants de Rhizobium obtenus par traite- 

ment à l'acide nitreu::, présentent des changements dans 

leur sensibilité aux phages, ce qui les différencie de la 

souche sauvage dont ils sont issus. 

Des travaux du même genre ont été réalisés par PATEL(48) 

en 1976, sur des souches de Rhizobium "lotus". 

Plus récemment, LESLEY ( 3 6 )  en 1982, a mis au point 

un schéma de lysotypie à partir de 15 bactériophages spécifiques 

de Rhizobium meliloti. Il a pu ainsi subdiviser 350 souches en 

80 groupes distincts. 



Fiqure  1 : R e p r é s a n t a t i o n  schémat ique  d e  l a  p a r t i c u l e  i n f e c t i e u s e  

du phage T 4 .  

D ' a p r D s  L U R I A  é t  D A R N E L L .  Genaral V i r o l o g y ,  Wil.ey, 1967  



GENERALITES 

Après avoir relaté un bref historique sur les bactério- 

phages, et avant d'aborder notre sujet proprement dit, nous 

avons jugé utile de rappeler succintement quelques généralités, 

maintenant devenues classiques, sur les bactériophages. 

Les bactériophages sont constitués essentiellement 

de protéines et d'un acide nucléique qui peut être, soit 

de l'ADN, s ~ i t  de 1' ARN 

Actuellement, les bactériophages -les plus étudiés 

et les mieux connus sont ceux de la série T ( T l  ....., T,) 
qui ont pour hôte Escherichia coli. Ces phages sont constitués 

d'une tête icosaédrisue (ouicosaédre allongée) et d'une 

queue contractile (figure 1 ) . D'autres phages, infectant 
d'autres espèces bactériennes, possèdent une queue non 

contractile, laquelle peut être vestigiale ou même absente. 

Ces variations morphologiques ont permis à BRADLEY ( 10) 

de classer les bactériophages en 6 groupes : 

- groupe A : queue contractile 

- groupe B : longue queue non contractile 

- groupe C : queue courte non contractile 

- groupe D : sans queue, grands capsomères 

- groupe E : sans queue, petits capsomères 

- groupe F : sans tête, sous forme de filament flexible 

Lorsqu'une cellule bactérienne sensible est infectée 

par un phage, ce dernier s'adsorbe sur la paroi bactérienne 

et injecte son acide nucléique dans la bactérie. Etant à 

l'intérieur de la bactérie, l'ADN phagique peut suivre l'une 

des voies suivantes : 

- déclencher le cycle lytique, et dans ce cas il va 



s e r v i r  de mat r ice  pour d i r i g e r  l a  syn thèse  de nouveaux 

c o n s t i t u a n t s  phagiques 

- s ' i n s é r e r  dans  une zone déterminée du chromosome 

bac t é r i en  e t  secomporter  a l o r s  comme p a r t i e  i n t é g r a n t e  

du génome b a c t é r i e n .  Dans ce  c a s ,  il va s e  r e p l i q u e r  de 

façon synchrone avec  l e  chromosome b a c t é r i e n .  On nomme 

prophage, un t e l  génome v i r a l  i n t é g r é  dans l e  chromosome 

de l ' h ô t e  ; l e s  b a c t é r i e s  p o r t a n t  des  prophages s o n t  d i t e s  

lysogènes ; e t  les phages dont l ' A D N  peu t  engendrer des  

prophages son t  appe lé s  phages tempérés. 

- ê t r e  dégradé par  l e s  endonucléases de r e s t r i c t i o n  

de l a  b a c t é r i e  h ô t e  

- ê t r e  d i l u é  pendant l a  c ro i s sance  bac té r ienne  ; c ' e s t  

l e  ca s  d ' un  phage tempéré i n f e c t a n t  une b a c t é r i e  lysogène 

immune. 

a )  L e  cyc le  l y t i q u e  

Le phage T d 'E .  c o l i  é t a n t  l ' u n  des  phages l e s  p lus  4 
é t u d i é s ,  nous a l l o n s  donc nous r a p p o r t e r  à c e  phage pour 

d é c r i r e  l e s  d i f f é r e n t e s  é t apes  du c y c l e  l y t i q u e  ; e t  c e c i  

depuis  l ' a d s o r p t i o n  du phage s u r  l a  b a c t é r i e  jusqu 'à  l a  

l y s e  bac té r ienne .  

1 )  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  Adsorption du ehaqe _ _  _-_____ e t  i n j e c t i o n  ~ _ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ _  de l ' A D N  ~haq&i~e 

Pour qu'un phage p u i s s e  s ' a d s o r b e r  s u r  une b a c t é r i e ,  

il f a u t  que c e l l e - c i  possède des  r é c e p t e u r s  pa r i é t aux  

spéc i f iques  r econne i s sab le s  par  l ' a p p a r e i l  de f i x a t i o n  du 

phage ( l a  plaque b a s a l e  e t  l e s  f i b r e s ) ,  ( f i g u r e  1 ) 



Dans le cas du phage T 4 ,  les sites récepteurs sont 

localisés au niveau de la couche externe de la paroi bactérien- 

ne ( 38). Cette couche est essentiellement constituée de 

lipopolysaccharides (LPS), dont la synthèse est gouvernée 

par des gènes bactériens. Une mutation au niveau de ces 

gènes rend donc la bactérie résistante au phage. 

Dès que le phage est fixé sur la bactérie, les fibres 

de la queue se plient, la gaine se contracte et le tube 

central pénètre dans la paroi sans franchir la membrane cytoplas- 

mique , l'enveloppe bactérienne restant à l'extérieur (26). 

LIADN phagique est ensuite injecté dans le cytoplasme bactérien 

et commence son cycle de développement. 

2) ___-__ Développement ___~_____-__--_----------- intracellulaire des ehgqes 

Après l'injection du génome phagique dans la bactérie, 

on assite à un détournement de l'activité métabolique de 

la bactérie au profit de la synthèse des constituants phagiques 

( 46). Autrement dit, le phage va utiliser les différents 

composants intracellulaires bactériens et particulièrement les 

ribosomes comme lieu de synthèse protéique. 

Certains gènes phagiques, dits précoces, vont commencer 

à fonctionner alors que d'autres, appelés tardifs, ne vont 

entrer en action que vers la moitié du cycle. 

Parmi les protéines synthétisées au début du cycle 

(protéines précoces), on trouve essentiellement des enzymes 

nécessaires à la synthèse de l'ADN phagique ( 31 ) . 
Les protéines constitutives, quant à elles, sont 

gouvernées par des gènes tardifs ( 63). 

Le développement s'achève par l'assemblage des 

différentes sous-unités protéiques pour donner des particules 

phagiques fonctionnelles. 
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crossing over . D'après WATSON (63) . 
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3) Lyse bactérienne ---------------- 
Parmi les protéines tardives figure le lysozyme. 

L'accumulation de cette enzyme dans la bactérie va p, yovoquer 

la digestion de la paroi Sactérienne ; la cellule bactérienne, 

devenant ainsi sensible à la pression osmotique du milieu, 

éclate entraînant la libération des particules phagiques 

nouvellement formées. 

L'intervalle de temps qui s'écoule entre l'adsorption 

du phage et la lyse bactérienne constitue la période de latence. 

Notons enfin que la destruction des bactéries est 

une caractéristique obligatoire de la multiplication des phages, 

car aussi longtemps que l'acide nucléique d'un phage reste 

à l'intérieur de la capside protéique, il ne peut en aucun 

cas engendrer d'autres particules phagiques. 

b) Aperçu sur la lysogénie (Ex : phage Lambda) 

Lambda ( h ) est un phage tempéré dont le génome 

peut s'intégrer par recombinaison dans le chromosome 

dlE. coli et la rendre ainsi lysogène (figure 2 ) .  Ce phénomène 

est dû au blocage de la grande majorité des gènes du phage h (49 )  * 
/ 

l'élément responsable de cette inhibition est une protéine 

dimérique dite répresseur, dont la synthèse est codée par 

un gène phagique désigné par C 1. 

L'attachement du répresseur aux opérateurs gauche 

et droit renforce l'ADN duplex et rend ainsi moins probable 

le déroulement du promoteur, phénomène nécessaire à l'attache- 

ment de 1'ARN polymérase. 

La présence de cette protéine empêche donc la transcrip- 

tion des deux opérateurs gauche et droit (figure 3 1 ,  qui sont 

spécifiques dlARN messagers précoces. Ceci rend imsossible 

la synthèse des protéines précoces, à l'exception du represseur 

lui-même ( 47 ) . 
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Figure 4 : Cycle d'un bactériophage tempéré. D'après WATSON (63). 

Après l'entrée de l'ADN viral dans la cellule-hôte, il 
peut soit s'y multiplier à la manière d'un phage viru- 
lent, soit être transformé en prophage. 
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Figure 5 : La transduction : transfert du matériel génétique 

d'une bactérie à une autre par l'intermédiaire de 

particules phagiques. D'après WATSON (63). 



Dans certaines conditions (par exemple après traitement 

par les rayons ultraviolets), le represseur est inactivé ; 

les deux opérateurs précoces peuvent alors fonctionner. 

Parmi les protéines précoces, on trouve ( 6 3 )  : 

- des enzymes nécessaires aux phénomènes de recombinaison 
qui vont permettre au prophage de se décrocher du chromosome 

bactérien. 

- une protéine qui va inhiber le gène du répresseur 
(C 1) ; elle est codée par le gène "tof" qui se situe juste 

à droite du gène C 1 . 
- des enzymes qui vont permettre la replication de 

l'ADN de Lambda. 

La synthèse de 1'ARN messager commence au niveau 

des deux promoteurs mais s'arrête au bout d'une courte 

distance ( 6 3 ) .  Ceci est dû au fait que les signaux "stop" 

sont reconnus par le facteurde terminaison p de E. coli. 
Ce facteur est inhibé par le produit du gène phagique "N" 

appelé facteur d'anti-terminaison ( 62 ) ,  ce qui permet 

la transcription de parties beaucoup plus longues. Ensuite 

-viendra la transcription des gènes tardifs qui sont sous 

la dépendance d'un seul promoteur ( 6 3 ) .  Ainsi on a un cycle 

lytique qui se terminera par la lyse de la bactérie et 

la libération de nouveaux phages (figure 4 ) . 
Il peut arriver qu'une particule phagique incorpore 

une partie du chromosome de l'hôte. Lors d'une seconde 

infection, on peut voir s'exprimer chez la bactérie infectée, 

l'information génétique transférée par le phage. Ce phénomène 

est la transduction (figure 5 ) . 



c) Restriction-modification 

Il existe plusieurs processus par lesquels une 

bactérie peut recevoir un ADN étranger. On peut citer la 

transformation,La conjugaison et la transduction. 

Des bactéries s'opposent à cette intrusion grâce 

à un système de défense qui est la restriction-modification. 

Ce phénomène est généralement dû à deux activités 

enzymatiques ( 4  ) : une endonucléase et une méthylase. 

L1endonucléase_est capable de couper l'ADN 

en des sites spécifiques à chaque système de restriction. 

La méthylase, quant à elle, permet la modification de 

certains sites de l'ADN par insertion de groupes "méthyl", 

ce qui empêche l'action de l'endonucléase. Elle permet 

donc à la bactérie qui la possède d'être protégée contre 

sa propre endonucléase et de reconnaître son ADN d'un 

ADN étranger. 

La majorité des systèmes de restriction modifica- 

tion sont codés par des gènes chromosomiques bactériens. 

Cependant, il s'est avéré que des gènes plasmidiques (29) 

ou phagiques ( 2 4 )  peuvent eux aussi coder pour des enzymes 

de restriction. 

Enfin, les endonucléases de restriction constituent 

actuellement un outil très important pour l'étude de l'ADN. 

Elles permettent en effet d'obtenir des segments d'ADN assez 

courts de façon à ce que l'on puisse en déterminer la séquence 

nucléotidique. 

Ainsi, grâce à ces enzymes on a pu établir des 

cartes de restriction de plusieurs plasmides et d'ADN phagiques. 

De plus, elles ont permis la fabrication de molécules d'ADN 

hybrides entre acides nucléiques de provenances diverses. 
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SOUCHES BACTERIENNES ET CONSERVATION 

NOUS avons utilisé pour ce travail 45 souches sau- 

vages de Rhizobium meliloti. 

L'oriqine et le phénotype de chaque souche sont 

mentionnés dans le Tableau 1. 

Elles sont conservées à -20°C dans du milieu RC 

fructosé à 1 p.100 et glycérolé à 20 p.lOO. 

II. BACTERIOPHAGES DE LA COLLECTION 

NOUS nous sommes servi des bactériophages de 

Rhizobium meliloti de la collection du laboratoire, isolés 

de la terre par KRSMANOVIC-SIMIC et WERQUIN (32). 

Ces bactériophages sont conservés au congélateur dans du 

milieu RC fructosé à 1 p.100 et glycérolé à 50 p.100. 

Dans le Tableau II, nous avons reporté les différents 

phages utilisés, ainsi que leurs souches sensibles respectives. 

III. BACTERIOPHAGES TEMPERES 

Des phages tempéréssont isolés à partir de souches 

lysogènes de R. meliloti. Leur nomenclature sera décrite 

au cours de l'exposé des résultats. 

IV. MILIEUX DE CULTURE 

a) Milieu Rhizobium complexe (RC) ( 13 ) 

K2HP0 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19 
................ Mg S04, 7 H20 012 g 

.... Extrait de levure (Difco) 1 g 
........ Eau distillée q.s.p.. 1 1  

Le pH est ajusté à 7,2 - 7,5 
Le milieu est stérilisé par autoclavage à 121' pendant 

20 min. 



TABLEAU 1 : SOUCHES DE R. MELILOTI UTILISEES 

O r i g i n e  

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

R. 1. O. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L.  

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

U.S.T.L. 

M. KOWALSKI ( P o l o g n e )  

M .  OBATON ( I .N.R.A. )  

M.  OBATON ( I .N.R.A. )  

L s  1 8  M. OBATON ( I .N.R.A. )  

M.  OBATON (I .N.R.A.)  

M. OBATON ( I .N.R.A. )  

U.S.T.L. 

C .  1. A. T. 

R. C. R. 

R. C. R. 

R. C. R. 

R. C .  R. 

M. TRUCHET (Marseille) 

Inconnu 

S .  R. M.  S .  

S .  R. M. S .  



Souches sauvages Oriuine 

C.S.I.R.O. 

C.S.I.R.O. 

U.S.T.L. 

R.I.J.P.K. 

R.I.J.P.K. 

S.R.M.S. 

M. BONNIER (Gernbloux) 

S.R.M.S. 

U.W.A. 

U.W.A. 

Souches mutantes Origine Phénotype 

M5N1 m2 U.S.T.L. 1lv- ~ r y -  

M5N1 m3 U.S.T.L. ~lv-~ry-~r~-Fix- 

M5N1 m4 U.S.T.L. ~ l v - ~ r y - ~ r ~ - ~ i x +  

444 :: Tn 5.17 U.S.T.L.  et- ~m' 
444 :: Tn 5.40 U.S.T.L.  eu- ~m~ 

~m~ : résistance à la kanamycine 

~ r ~ - ,  1lv-,  eu-,   et-, ~ r y -  : exigeants en arginine, iseuleucine- 
valine, leucine, méthionine, tryptophage 

Fix+ : efficiente 

Fix- : inefficiente 

C.I.A.T. Centre International Agricultura Tropical de COLOMBIA 

C.S.I.R.O. Commonwealth Scientific and Industrial Research 
Organisation of Canberra, AUSTRALIA 

R.C.R. Rhothamsted collection of Rhizobium 
(Harpenden Hert-fordshire, United Kingdom 

R.I.O. Research Institute of Ontario, CANADA 

U.S.T.L. Université des Sciences et Techniques de l il le, FRANCE 

U.W.A. The University of Western Australia 
(Nedlands, AUSTRALIA) 

R.I.J.P.K. Rijksdienst voor de ijsselmeer polders Kampen, 
THE NEDEERLANDS 

S.R.M.S. Station de Recherches de Microbiologie du sol de 

Dijon, FRANCE. 

.I.N.R.A. Institut National de Recherches Agronomiques, FRANCE. 



Bactériophages Souches indicatrices 

M ~ S  

l S  

Ml l S  

Ml l S  

M l l S  

M l l S  
NgS 

2S 

3S 

l S  

4S 

3' 

8' 

2S 

2S 

2S 

TABLEAU 2 : Bactériophages isolés du sol et leurs souches 

bactériennes indicatrices. 



Ce milieu est utilisé couramment pour la conserva- 

tion des souches bactériennes et de bactériophages. 

Le milieu, éventuellement gélosé à 15 g/l d'agar ( R C G ) ,  

est utilisé pour la numération des cellules bactériennes 

viables, et des particules phagiques infectieuses. 

b) Source de carbone 

Une solution aqueuse de fructose est préparée 

à la concentration de 40 p. 100 ; elle est utilisée à la 

concentration finale de 1 p. 100. 

c) Milieu riche TY (Tryptone-yeast) 

........ Bacto Tryptone (Difco) 5 g 
Extrait de levure (Difco) ..... 3 53 

.................. CaC12, 6 H20 113 g 

.... Eau distillée q.s.p....... 1 1  

Le pH est ajusté à 7,2-7,5 et le milieu est 

autoclavé pendant 20 min. à 121°C. 

Ce milieu est utilisé pour la préculture des sou- 

ches de Rhizobium meliloti. 

d) Milieir R 

............ Mg S04, 7 H20 012 g 

K2HP0 4.........-......... 015 g 

NH4 N03................. 015 g 

.. Eau distillée q.s.p.... 1 1  

pH 7,2 - 7,5. Stérilisation par autoclavage à 

121°C pendant 20 min. 

Ce milieu, additionné de glucose à 1 p.100, de 

biotine à 0,01 ~g/ml et de thiamine à 0,5 yg/rnl (concentra- 

tions finales), peut servir comme milieu minimum de croissance. 



Ce milieu, éventuellement gélosé (RG) avec 

15 ~ / 1  d'Agar, est utilisé pour la sélection de clônes proto- 

trophes soit après réversion soit après transduction. 

e) Milieu gélosé pour bactériophages 

............... Na2 HP04, 12 H20 0145 g 

.................. Mg Cl2, 6 H20 0110 g 

Mannitol....................... 10 g 

................... Agar (Difco) 7,5 g 

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

pH 7. Stérilisation à 105°C pendant 30 min. 

Ce milieu est utilisé pour la numération des par- 

ticules phagiques infectieuses. 

V. MULTIPLICATION DES BACTERIOPHAGES 

a) Sur milieu gélosé 

Cette technique dite de "la double couche" est due 

à ADAMS ( 1 ) .  

Les suspensions phagiques conservées au réfrigéra- 

teur à + 4°C sont diluées au 1/10. Si la conservation a été 

faite à -20°C, la dilution est inutile. A 0,1 ml de la 

suspension phagique, on ajoute 0,3 ml d'une culture bactérien- 

ne sensible enphaseexponentielle de croissance. e près 20 min. 

de contact à la température du laboratoire (ceci pour permettre 

une adsorption convenable des bactériophages sur les bactéries), 

on ajoute 3 ml de gélose bactériophage préalablement fondue 

au bain-marie bouillant et maintenue à 50"~. Le tout est ensuite 

coulé en boîtes de Petri à la surface du milieu RC çélosé et 

fructosé A 1 p.100. L'incubation est réalisée à 28°C pendant 



environ 15 heures. La couche superficielle est ensuite récu- 

pérée à l'aide d'un étaleur de verre stérile et placée 

dans un tube à centrifuger (5 à 6 boîtes par tube). On ajoute 

dans chaque tube 7 à 9 ml de RC fructosé à 1 p.100 et 

l'ensemble est homogénéisé, par brassage à l'aide d'une 

pipette et laissé pendant 20 min. à la température du 

laboratoire. 

On centrifuge ensuite à 12000 g pendant 15 min. 

Le surnageant contenant les phages est débarassé définitive- 

ment des débris bactériens par filtration sur membrane 

Millipore de porosité 0,45 fim ou 0,22 Pm.   près dosage 

de la suspension phagique (voir la méthode plus loin), elle 

est conservée à + 4'~. Si la conservation doit durer plus 

longtemps, la suspension phagique est glycérolée à 50 p.100 

puis placée à -20°C. 

b) En milieu liquide 

Pour obtenir un lysat en phase liquide, 35 ml 

d'une suspension phagique titrant entre 5.10' et 10" parti- 

cules phagiques/ml sont ajoutés à 750 ml de la culture 

bactérienne en phase exponentielle de croisance. 

L'évolution de la lyse bactérienne est suivie 

au spectrophotomètre par lecture de la densité optique à une 

longueur d'onde de 600 nm. Lorsque la lyse est complète 

(ce qui se traduit par une baisse de la densité optique), les 

débris bactériens ainsi que les bactéries survivantes sont 

éliminés par centrifugation pendant 15 min. à 12000 g ; le 

surnaqeant contenant les bactériophages est filtré et dosé. 

c) En fermenteur 

Les cultures sont effectuées en fermeteur "Setric", 

type F 7 T (Toulouse), à agitation magnétique, de 4,5 litres. 



On peut à tout instant contrôler la température, 

le pH, le débit d'air et la vitesse d'agitation dans le fer- 

menteur. De même, on peut enregistrer, sur papier, les varia- 

tions instantanées de pH et du pourcentage d'oxygène dissous 

dans le milieu de culture. 

1) Paramètres de la fermentation ............................. 
Pour toutes nos expériences, nous avons adopté 

les valeurs suivantes : 

- une température de 30°C. Il s'agit en fait de 
la température optimale de croissance de Rhizobium. 

- un débit d'air de 60 litres par heure permet 
d'avoir les meilleurs résultats. 

- la vitesse d'agitation est fixée à 300 tours/min. 

En ce qui concerne le pH, nous avons observé 

qu'il varie dans la zone de croissance optimale de Rhizobium, 

alors nous avons jugé inutile de le réguler. 

- le pourcentage d'oxygène dissous dans le milieu 
de culture est fixé en début d'expérience, à 80 ou 90 p. 100 

2 ) Pre~aratLon-et ~ s n s ~ ~ e n ~ ~ ~ s ~ t ~ d ~ ~ f ~ ~ ~ s ~ t s ~ ~  
La cuve du fermenteur est remplie de 2,5 litres 

de milieu RC et stérilisée par autoclavage à 120°C pendant 

30 min. 

Le milieu est ensuite complété par addition de : 

- 75 ml de fructose à 40 p.100 pour avoir une 

concentration finale de 1 p.lOO. 

- 75 ml de peptones à 10 p. 100 pour obtenir 

une concentration de 0,25 p.100. 

- 30 31 de MgC12, 6 H20 3 1 p.1OC pour avoir uns 

concentration en ions ~ g + +  de 0,5 mM. 



- et 30 ml de CaC12, 2 H20 à 0,6 p.100 pour obtenir 
++ une concentration de 0,4 rnM en ions Ca . 

Il est ensuite ensemencé avec 300 ml d'une précul- 
. - 

ture de 15 heures de Rhizobium meliloti. 

La suspension phagique ( 150 ml, titrant entre 
9 5.10 et 10lo particules phagiquss infectieuses/ml), est 

injectée dans le fermenteur après 2 heures à 2 heures 30 min. 

de culture, temps nécessaire aux cellules bactériennes pour 

parvenir en phase exponentielle de croissance. L'injection 

des phages est immédiatement suivie d'un arrêt de 20 min. 

de l'agitation et de l'aération pour permettre aux particules 

phagiques infectieuses de s'adsorber convenablement sur 

les bactéries. Ceci se traduit sur les graphiques par 

l'apparition d'un pic reflétant la baisse de la teneur 

d'oxygène dissous dans le milieu. 

3) A~~réciation de la lyse de la culture - ----------------- ---------------- 

L'évolution de la lyse est suivie de deux façons 

différentes : 

. les bactéries, en se lysant, entraînent une bais- 
se de la densité optique (D.O.) de la culture bactérienne. 

Ainsi, des prises d'échantillons successives et la mesure 

de leur D.O. à 600 nm nous permettent de suivre l'évolution 

de la lyse. 

. les variations du pourcentage d'oxygène dissous 
dans le milieu de culture sont détectées par une sonde à 

oxygène dissous, et enregistrées sur papier. Le débit d'air 

apporté dans le fermenteur restant constant durant toute 

la fermentation, la lyse de la culture bactérienne s'accom- 

pagne d'une augmentation du taux d'oxygène dissous dans le 

mj lieu. 

Ces deux moyens d'observation ont été simultané- 

ment utilisés afin d'avoir une bonne appréciation du phénomène. 



C e t t e  technique de product ion de  phages en f e r -  

menteur, p r é s e n t e  deux avantages i ndén iab le s .  Outre l ' o b t e n -  
13 t i o n  d 'une grande q u a n t i t é  de phages (1012 à 1 0  ) ,  q u i  en 

f a i t  une bonne méthode p r é p a r a t i v e ,  e l l e  c o n s t i t u e  un o u t i l  

ana ly t ique  i n t é r e s s a n t .  En e f f e t ,  l ' a n a l y s e  des  graphiques  

r ep ré sen tan t  l ' é v o l u t i o n  du pourcentage d'oxygène d i s sous  

dans le mi l ieu  de  c u l t u r e ,  nous permet de f a i r e  des  comparai- 

sons e n t r e  d i f f é r e n t s  phages e t  d ' a v o i r  des  renseignements 

s u r  l a  paren té  e n t r e  c e r t a i n s  phages. 

V I .  DENOMBREMENT DES PARTICULES PHAGIQUES INFECTIEUSES 

La technique  re tenue  es t  c e l l e  d é c r i t e  p a r  

ADAMS ( 1 ) .  L a  suspension phagique à doser  e s t  soumise 

à une s é r i e  de d i l u t i o n s  en progress ion  géométrique de 

r a i son  10 ( I O - '  à A 0 ,3  m l  de  l a  c u l t u r e  bac t é r i enne  

s e n s i b l e  en phase  exponen t i e l l e  de c ro i s sance ,  on a j o u t e  0,1 m l  

des d i l u t i o n s  c h o i s i e s .  Après 2 0  minutes à l a  température  

du l a b o r a t o i r e ,  on a j o u t e  3 m l  de gé lose  bactér iophage fondue 

e t  maintenue à 50°C. L'ensemble es t  e n s u i t e  coulé  s u r  mi l i eu  

RC gé losé  e t  f r u c t o s é  à 1 p. 100, p u i s  m i s  à incuber à 28OC 

pendant environ 15 h. L e s  b a c t é r i e s  en se m u l t i p l i a n t ,  forment 

un t a p i s .  Une b a c t é r i e  i n f e c t é e ,  a p r è s  l y s e ,  l i b è r e  des  phages 

q u i  vont  à l e u r  t o u r  i n f e c t e r  les b a c t é r i e s  v o i s i n e s  e t  

a i n s i  de  s u i t e .  I l  se forme a l o r s  une plage de l y s e ,  v i s i b l e  

à l ' o e i l  nu. 

Un phage e s t  à l ' o r i g i n e  d 'une plage de l y s e .  

On peu t  donc dé te rminer  fac i lement  l e  t i t r e  de l a  suspension 

phagique i n i t i a l e  en m u l t i p l i a n t  l e  nombre de p lages  de l y s e  

par  l e  f a c t e u r  de d i l u t i o n .  Ce t i t r e  est  ramené en nombre 

de p a r t i c u l e s  phagiques i n f e c t i e u s e s  pa r  m i l l i l i t r e ,  encore  

appelées  " u n i t é  formant plage" (ufp).  



V I I .  CONCENTRATION DES SUSPENSIONS PHAGIQUES 

a )  Tampons 

. Tam~on GoUr b a c t é r i o ~ h g q e g  --- --- ------------ 
La composit ion de c e t t e  s o l u t i o n  a  é t é  m i s e  

au po in t  p a r  IWNASSE ( 41 ) . 

N a 2  HP0 4............................... 1 t 4 2  9  

Na H2P0 4............................... 1 t 2  9  

Mg S0 4................................. 2t47 57 

Eau d i s t i l l é e  q-S.P.................... 1 1  

Le pH est  a j u s t é  à 7,O e t  l a  s o l u t i o n  e s t  f i l t r é e  

s u r  membrane M i l l i p o r e  de p o r o s i t é  0,22 K .  

. Tameon de d i a l y s e  --- ---------- 
Ce tampon a é t é  m i s  au p o i n t  par  WEBER e t  OSBORN( 6 4 ) .  

N a 2 H P 0  4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  24,52 g  

Na H 2 P 0  4................... 7,01 g 

Eau d i s t i l l é e  q . s .p . . . . . . . .  1 1  

L e  pH es t  a j u s t é  à 7,O. 

b )  Mgge-g~ggg&g&gg 

Ce t t e  technique due à YAMAMOTO ( 6 7 ) ,  e s t  basée  

s u r  l a  p r o p r i é t é  qu 'on t  l e s  phages de p r é c i p i t e r  en présence 

de ch lo ru re  de sodium e t  de po lyé thy lène  g lyco l  ( P . E . G . ) .  

L e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  du p ro toco le  expér imental  

son t  l e s  s u i v a n t e s  : 

1 )  La c u l t u r e  de  R.  f n e l i l o t i ( r é a 1 i s é e  en fermenteur)  l y s é e  

par  l e  phage c h o i s i  e s t  l a i s s é e  à + 4OC pendant une n u i t .  

2 )  Cent r i fuga t ion  à 12000 g pendant 15 min. pour é l i m i n e r  

l e s  d é b r i s  b a c t é r i e n s  e t  les b a c t é r i e s  surv ivan tes .  



3)  Diges t ion  de l ' A D N  e t  de 1 ' A R N  b a c t é r i e n s  l i b r e s  pa r  addi-  

t i o n  de  D N a s e  e t  R N a s e  à r a i s o n  de 1 pg de chaque pa r  

m l  de  l y s a t .  Ce t t e  opé ra t ion  es t  r é a l i s é e  à 37OC pendant 

une heure .  

4 )  Cen t r i fuga t ion  à 1 2 0 0 0  g pendant 15 min. 

5) Le surnageant  e s t  add i t i onné  de NaCl a f i n  d ' o b t e n i r  une 

concen t r a t i on  f i n a l e  de  0 ,5  M t  pu i s  l a i s s é  une n u i t  à 

+ 4 O c  

6)  Cen t r i fuga t ion  à 12000 g pendant 15 min. 

7 )  Addit ion de P.E.G. 6000 pour a v o i r  une concen t r a t i on  de 

8 p.100. L a  suspension phagique e s t  l a i s s é e  p l u s i e u r s  

j ou r s  à + 4OC ; temps n é c e s s a i r e  à l a  p r é c i p i t a t i o n  des  

bac té r iophages .  

8 )  C e n t r i f u g a t i o n  à 2000 g pendant 15 min. du p r é c i p i t é .  

Le surnageant  e s t  é c a r t é .  

9 )  L e  c u l o t  e s t  d i s sous  dans 1 0  m l  de tampon bactér iophage.  

10) Cen t r i fuga t ion  pendant 15 min. à 1 2 0 0 0  g .  L e  c u l o t  e s t  

é c a r t é .  

11) Le surnageant  est c e n t r i f u g é  à 78000 g pendant 90 min. 
-1 (34000 t .  min. , r o t o r  60 T i ) .  

12) Le culot contenant  l e s  phages est  d i s sous  dans 14 m l  de 

tampon pour bactér iophages .  

13)   près a d d i t i o n  d ' env i ron  9 ,3  g de C s C l  pour o b t e n i r  un 

i n d i c e  de r é f r a c t i o n  de 1,379 mesuré à 2 5 ' ~  ( r é f r ac tomè t re  

 A ABBE), l a  s o l u t i o n  es t  c e n t r i f u g é e  100000 g pendant 

15 heures  (33000 t .  min.-', Rotor SW 50 .1 ) .  



TABLEAU 3 : Quelques agents inducteurs chimiques : leurs effets mutagène et carcinogène - 

M6thyl bis - (B-chloroéthyl) - amine 
H202 dans un milieu organique 

Tertio-butyl peroxyde 

2,4,6 - Wis-éthylène-imino-1,3,5 - triazine 
Butadiène - 1,3 - diépoxyde 
N - méthyl - NB-nitro-N-nitrosoguanidine 
(N'lx) 

Mitomycine C (MC) 

8 - méthoxy psoralène 

+ : effet positif 
- : effet négatif 

N D : effet non déterminé. 

l2FEET MU'I- 
................................................................................................................. ................................................................................................................. 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

EFFET CARCINCGENE 

+ 
- 
+ 
+ .  
+ 

+ 
+ 
N D 

EFFET INDUCIEüFt 

+ 
+ I 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

REFERETJCES 

(40) 

( 40) 

( 40) 

( 40) 

(40) 

( 5 2 )  

(44 

(55) 



L a  bande v i s i b l e  contenant  l e s  bactér iophages  

e s t  récupérée par  ponct ion du tube  p a r  l e  fond. E l l e  e s t  

e n s u i t e  d i a l y s é e  pendant 48 heures  à + 4°C con t r e  du tampon 

phosphate d i l u é  au 1/10,  a f i n  d ' é l i m i n e r  l e  ch lo ru re  de  

cesium. 

La suspension phagique concentrée  a i n s i  obtenue 

e s t  dosée e t  conservée à -20°C. 

V I I I .  MISE EN EVIDENCE DE PHAGES TEMPERES ET RECHERCHE DE 

LEURS SOUCHES INDICATRICES 

a )  Agents i nduc teu r s  

L e s  b a c t é r i e s  lysogènes ( q u i  possèdent un prophaye) 

peuvent l e  l i b é r e r  spontanément. On peu t  accentuer  ce  phénomè- 

ne p a r  l ' a c t i o n  d ' a g e n t s  physiques ou chimiques appe lés  

induc teurs .  Parmi l e s  premiers,  on peu t  c i t e r  : l e s  chocs  

thermiques, les rayons u l t r a v i o l e t s ,  l e s  rayons X ,  e t c . . .  ; 

l e s  seconds s o n t  nombreux ; l a  p l u p a r t  d ' e n t r e  eux s o n t  cancé- 

r i gènes .  Nous en avons r é p e r t o r i é  quelques uns dans l e  t a b l e a u 3 ,  

Pour nos e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s ,  nous avons soumis 

des  souches de  R.  m e l i l o t i  aux rayons u l t r a - v i o l e t s ,  à l a  

mitomycine C ,  e t  à l a  N-méthyl-~'~itro-N-~itrosoguanidine(NTG) . 

1 )  Les rayons u l t r a - v i o l e t s  (UV) ------ ----------------- 
Dix m i l l i l i t r e s  d 'une c u l t u r e  de R.  m e l i l o t i  de  

D . O .  0 , 2  s o n t  i r r a d i é s  p a r  une lampe germicide à UV de 

type  "Mazda" TG 15 d ' une  puissance de 15 Watts. La c u l t u r e  

e s t  e n s u i t e  incubée à 30°C pendant env i ron  15 heures ,  

à l ' o b s c u r i t é  pour é v i t e r  l e  phénomène de ] ~ h o t o r é a c t i v , a t i o n .  

On procède e n s c i t o  à une c e n t r i f u g a t i o n  à 1200G y 

pendant 15 min. e t  on f i l t r e  l e  surnageant  s u r  membrane 

Mi l l ipore  de p o r o s i t é  0 , 2 2  Pm. 



2 )  Action de l a  mitomycine C (MC) ------------------ ---- 
A une c u l t u r e  de R .  m e l i l o t i  de t u r b i d i t é  i n i t i a l e  

D.O. 0 , 2 ,  on a j o u t e  de l a  mitomycine C à d i f f é r e n t e s  concen- 

t r a t i o n s .  L e  t o u t  e s t  m i s  à 30°C pendant une heure ,  l avé  

deux f o i s  avec du mi l i eu  TY p u i s  remis à 30°C pendant 1 5  

heures .  L a  c u l t u r e  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  p u i s  f i l t r é e  

dans des  cond i t i ons  i den t iques  aux précédentes .  

C e t t e  substance e s t  s u r t o u t  r épu tée  pour son a c t i o n  

mutagène ; o r ,  il s ' a v è r e  q u ' e l l e  possède a u s s i  un pouvoir  

induc teur  s u r  des b a c t é r i e s  lysogènes ( 5 2 ) .  

A 5 m l  d 'une  c u l t u r e  de R. m e l i l o t i  de D.O.  0 ,3 ,  on 

a j o u t e  1 m l  d 'une s o l u t i o n  de NTG dans du tampon Tris-maléique 

(600 kg de NTG p a r  m l  de  tampon T r i s  9 0  mM, ac ide  maléique 

5 0  mM ; pH 6 , 6 5 ) .  L'ensemble e s t  incubé à 30°C pendant 

30 min.. La s u i t e  des  opé ra t ions  s ' e f f e c t u e  dans les mêmes 

cond i t i ons  que précédemment. 

b )  Recherche de souches lysogènes e t  de  souches i n d i c a t r i c e s  

Toutes les souches de  R.  m e l i l o t i  de n o t r e  c o l l e c t i o n  

(Tableau 1 ) o n t  é t é  t r a i t é e s  p a r  l e s  UV, l a  MC e t  l a  NTG. 

Chaque souche e s t  t r a i t é e , a u  début comme souche lysogène 

e t  i n d i c a t r i c e .  

L e s  bactér iophages  p r o d u i t s  s o n t  d é t e c t é s  s e l o n  l a  

technique du "spot" .  E l l e  c o n s i s t e  à déposer une g o u t t e  

de surnageant  de chaque souche t r a i t é e  s u r  d i v e r s  t a p i s  

b a c t é r i e n s  de souches présumées i n d i c a t r i c e s .  Après une 

incuba t ion  à 28°C pendant environ 15 heures ,  l e s  b o î t e s  

son t  examinées. La présence de phages dans un surnageant  

donné, va s e  t r a d u i r e  pa r  l ' a p p a r i t i o n  d 'une zone de l y s e  



c l a i r e  s u r  l e  t a p i s  b a c t é r i e n  s e n s i b l e .  

L e  phage tempéré, a i n s i  d é t e c t é ,  e s t  m u l t i p l i é  

pu i s  dosé s u r  s a  souche i n d i c a t r i c e .  

A i n s i ,  par  c e t t e  t echnique ,  on met simultanément 

en évidence l a  souche lysogène e t  l e s  souches s e n s i b l e s .  

I X .  MISE EN EVIDENCE DE L'EFFET I N H I B I T E U R  DES IMMUN-SERUMS 

SUR LES PHAGES 

En  1 9 2 1 ,  BORDET e t  CIUCA ( 9 1 o n t  montré que l ' i n j e c -  

t i o n  de suspensions  phagiques à un l a p i n  e n t r a î n e  l a  pro- 

duct ion d ' a n t i c o r p s  s é r iques  chez ce  d e r n i e r .  C e s  d e r n i e r s  

son t  capables  de n e u t r a l i s e r  non seulement l e  phage q u i  

l e u r  a donné na i ssance  m a i s  a u s s i  des  phages apparen tés .  

L e s  immun-serums o n t  é t é  obtenus pa r  WERQUIN e t  c o l l .  

l o r s  de t r avaux  a n t é r i e u r s  ( 65  ) . 
L a  suspension phagique à é t u d i e r  e s t  d i l u é e  de façon 

à avo i r  env i ron  lo7  ufp/ml. A 0 , 9  m l  d 'une d i l u t i o n  connue 

de l'immun-serum c h o i s i r o n  a j o u t e  0 , l  m l  de l a  suspension 

phagique d i l u é e .  Après 30 min. à 37OC, l a  r é a c t i o n  est 

a r r ê t é e  p a r  d i l u t i o n  dans du m i l i e u  RC f r u c t o s é  maintenu 

à + 4 O C .  L e  nombre de  p a r t i c u l e s  phagiques i n f e c t i e u s e s  

non i n h i b é e s  e s t  déterminé p a r  l a  méthode de l a  double 

couche d'ADAMS ( 1 ) . 
A p a r t i r  de c e t t e  expér ience ,  nous pouvons c a l c u l e r  

l e  pourcentage d ' i n h i b i t i o n ,  a i n s i  que l a  cons t an t e  d ' i n h i b i -  

t i o n  ( K )  de  1 ' immun- serum ( 1 ) .. 

Après i n t é g r a t i o n  de l ' é q u a t i o n  

- = kp on o b t i e n t  K = 2,3 D Log Do . - 
d t  D t P 



Po = nombre de phages initiaux 

P = nombre de phages au temps t (min.) 

D = dilution utilisée de l'immun-serum 

t = durée de la réaction phage-immun-serum. 

Il faut cependant noter que cette formule n'est valable 

que sour une inhibition supérieure à 90 p. 100. 

- X. DETERMINATION DU POURCENTAGE DE PHAGES ADSORBES 

La culture bactérienne en phase exponentielle de crois- 

sance ainsi que la suspension phagique, sont diluées de façon 

à avoir respectivement 1 o8 bactéries/ml et 10' ufp/ml . L ' in- 
fection étant réalisée à raison d'une particule infectieuse 

pour 10 bactéries:, la multiplicité d'infection est ici éga- 

le à 0,1. Des concentrations finales de 0,4 mM et 0,5 mM 
++ ++ 

respectivement en Ca et Mg sont nécessaires pour une 

bonne adsorption des phages sur les bactéries ( 7 ) .  

Après 30 min. à la température du laboratoire, on centri- 

fuge pendant 15 min. à 12000 g pour éliminer les bactéries 

et donc les phages adsorbés. Le surnageant est ensuite filtré 

sur une membrane Millipore de porosité 0,22 fim. Les parti- 

cules phagiques infectieuses libres (non adsorbées) sont 

dénombrées comme précédemment. Connaissant le nombre de 

~hages introduits au départ, on peut calculer le pourcentage 

d'adsorption des phages. 



XI. DETERMINATION DE LA PERIODE DE LATENCE ET DU RENDEMENT 

INDIVIDUEL MOYEN DES BACTERIES. 
. - 

La méthode que nous avons adoptée dans notre travail 

est celle de la multiplication phagique en une seule étape 

ou "single step growth experiment" ( 1 8 ) .  En effet, cette 

méthode nous permet de déterminer simultanément la période 

de latence et le nombre moyen de phages libérés par bactérie 

(rendement individuel moyen) ou encore "burst size". 

NOUS l'avons adaptée à notre matériel et appliquée 

d'une part après infection et d'autre part, après induction 

du développement d'un prophage par les rayons ultraviolets. 

a) p près infection 

Nous avons utilisé une culture sensible de R. meliloti 

en phase exponentielle de croissance de D.O. 0,11, soit environ 
8 10 bactéries/ml. La suspension phagique est diluée pour obtenir 
8 10 ufp/ml. La dilution de l'immun-serum est choisie de telle 

sorte qu'elle soit capable d'inhiber le phage à un taux 

supérieur à 90 p. 100 en 5 min. La suite du protocole expéri- 

mental est rapportée dans le tableau suivant: 

Tube no Temps (min.) Manipulations 

1 : Adsorption (1) O 0,1 ml phage + 0,9 ml bactérie 

2 : immun serum (2 10 0,1 ml tube 1 + 0,9 ml serum 

3 : PTC(~): dilution 15 0,1 ml tube 2 + 9,9 ml TY à O°C (4 

4 : STC ( 5 )  : dilution 16 0,1 ml tube 3 + 0,9 ml TY 

5 : TTC'~): dilution 17 0,1 ml tube 4 + 0,9 ml TY 

(1) dans nos conditions expérimentales, 10 min. suffisent 

pour l'adsorption d'au moins 90 p.100 des phages introduits. 



( 2 )  l a  d i l u t i o n  c h o i s i e  de l'immun serum e s t  capable  d ' i n h i b e r  

l e s  phages à un taux  s u p é r i e u r  à 9 0  p.100 en 5  min. 

( 3 )  PTC : premier tube  de  c ro i s sance  

( 4 )  l a  d i l u t i o n  se f a i t  dans  du mi l i eu  TY à O°C pour a r r ê t e r  

l a  r é a c t i o n  phage-imrnun-serum. 

( 5 )  STC : second tube  de  c ro i s sance  

( 6 )  TTC : t r o i s i ème  tube de  c ro i s sance .  

L e s  tubes  3 ,  4 e t  5  son t  incubés à 30°C. 

A des  i n t e r v a l l e s  de temps r é g u l i e r s ,  des  é c h a n t i l -  

lons  de  0 ,1  m l  de s  tubes  p r é c i t é s  s o n t  mélangés avec 0 , 3  m l  

de l a  souche bac t é r i enne  s e n s i b l e  e t  3  m l  de gé lose  pour 

bactér iophage.  L e  t o u t  e s t  e n s u i t e  coulé  s u r  m i l i e u  RCG 

f r u c t o s é  à 1 p.100. Après 15 h  d ' i ncuba t ion  à 28OC, les p lages  

de l y s e  son t  comptées . 
Dans les premières  b o î t e s  (correspondant  aux pre-  

miers p ré lèvements ) ,  l e s  p l ages  de l y s e  observées  s o n t  unique- 

ment dues  aux b a c t é r i e s  i n f e c t é e s  q u i  on t  é t é  l y s é e s  dans 

l a  b o î t e .  Leur nombre ( N )  reste cons t an t  pendant t o u t e  l a  

pér iode de  l a t e n c e  ap rè s  quo i  les b a c t é r i e s  vont  commencer 

à l i b é r e r  des  phages (dans l e  t u b e ) .  Ceci s e  t r a d u i t  s u r .  

l e s  b o î t e s ,  p a r  un accroissement brusque du nombre de p lages  

de l y s e ,  l eque l  va augmenter cont inuel lement  pendant un ce r -  

t a i n  temps, p u i s  devenir  c o n s t a n t  à l a  f i n  de  l a  1yse .des  
/ 

b a c t é r i e s  i n f e c t é e s .  L e  nombre de. p lages  de l y s e  ( N I  ap rè s  

s t a b i l i s a t i o n ,  correspond au  nombre de phages l i b é r é s  pa r  

l 'ensemble des  b a c t é r i e s  i n f e c t é e s  ( N )  . Ains i ,  l e  r a p p o r t  

N t  c o r r i g é  par  les f a c t e u r s  de d i l u t i o n ,  nous donne l a  - 
t a l e u r  du nombre moyen de p a r t i c u l e s  phagiques l i b é r é e s  . par  b a c t é r i e  (rendement i n d i v i d u e l  moyen). 



b) Après induction par les UV 

Une culture de la souche lysogène choisie est lavée 

3 fois avec du milieu TY puis diluée pour obtenir une DO 

de 0,21 correspondant à environ 2. 108 bactéries/ml. A 0.5 ml 

de cette dilution, on ajoute 4,5 ml de l'immun-serum dilué. 

Après 5 min. à 37OC, on centrifuge à 4000 g pendant 15 min. 

à O°C pour arrêter la réaction. Le culot est repris dans 

10 ml de TY puis centrifugé dans des conditions identiques 

aux précédentes. Le culot est ensuite remis en suspension 

dans un volume de TY permettant d'avoir une D.O. finale 

de O, 1 1, soit environ 108 bactéries/ml . Un échantillon 
est filtré et le nombre de phages libres est déterminé. La 

culture est ensuite exposée pendant six secondes à une 

dose de rayons ultraviolets de 80 ergs/mm2.s, mesuréeà 

l'aide d'un dosimètre (L.A.P.-Paris) . Après 
une série de dilutions, les tubes contenant les dilutions 

10-~, 1 0 - ~  et 1 0 - ~  sont incubés à 30°C. 

A des intervalles de temps réguliers, on prélève 

0'1 ml de chaque tube qu'on mélange avec 0,3 ml de la 

souche sensible (au prophage choisi) ; après addition de 

3 ml de gélose pour bactériophage, l'ensemble est coulé à 

la surface de milieu RCG fructosé à 1 p.100 puis incubé 

à 28OC pendant 15 h. 

Les rayons ultraviolets vont induire le développe- 

ment du prophage à l'intérieur de la bactérie lysogène. 

On pourra alors, déterminer la période de latence (temps s'écou- 

lant entre le décrochement du prophage du chromosome bactérien 

et la libération de nouvelles particules phagiques par la 

bactérie) qui correspond dans notre expérience, à l'intervalle 

de temps qui sépare l'irradiation et l'augmentation soudaine 

du nombre de plages de lyse. Le nombre moyen de plages de lyse 

observées pendant cette période correspond aux bactéries 

induites. Le rendement individuel moyen après induction 

se calcule de la même façon qu'après infection (voir paragra- 

phe précédent). 



XII . TRANSDUCTION 
a) Préparation de lysats 

La Souche donatrice de R. meliloti sensible est 

infectée en milieu liquide par le phage tempéré choisi. 

Après la lyse de la culture bactérienne, on ajoute 

0,5 ml de chloroforme et on laisse à + 4OC pendant une nuit. 

Le lendemain, le lysat est débarassé des débris bactériens 

et des bactéries survivantes par centrifugation à 12000 g 

pendant 15 min..Les acides nucléiques bactériens libres 

sont éliminés par action simultanée de la DNase et de la 

RNase à 10 ~g/ml pendant une heure à 37°C. La suspension 

phagique est ensuite filtrée sur membrane Millipore de 

porosité 0,22 km puis concentrée 100 fois grâce à deux 

centrifugations successives à 78000 g pendant 90 min..Le 

culot ainsi obtenu est remis en suspension dans du tampon 

phosphate et son titre phagique déterminé par la méthode 

d'ADAMS ( 1 ) . 

b) .-- Technique - de transduction 

La souche réceptrice de R. meliloti est cultivée dans 

du milieu TY jusqu'à l'obtention d'une D.O. de 0,2. La culture 

est ensuite lavée trois fois avec du milieu R puis concentrée 
8 pour avoir environ 5 à 10 .10 u.f.c./ml (u.f.c. : unité 

formant colonie). 

L'infection de la culture réceptrice se fait par 

une dilution de lysat de manière à avoir une multiplicité 

d'infection (m.0.i. comprise entre 1 et 5 (u.f .p/u.f.c) . Ceci 
slef fectue en présence de 1 mM de ~a': 

Après 20 min. à la température du laboratoire, on 

ajoute de l'immun-serum et l'ensemble est incubé à 30°C pen- 

dant 2 h. 3n procède alors aux dilutions, puis des quantités 

aliquotes de 0,l ml sont coulées sur milieu sélectif. 



L'incubation se fait à 30°C pendant une semaine. 

Notons, enfin, que parallèlement à cette expérience, nous 

réalisons des témoins avec la souche réceptrice seule pour 

déterminer la fréquence de mutation spontanée ou de réversion. 

C) Préparation de particules phagiques alourdies à la 

5-bromouracile 

La méthode que nous avons adoptée, s'inspire de travaux 

antérieurs de SIK et coll. ( 5 3  ) . 
La souche donatrice est cultivée pendant 15 h dans 

du milieu TY additionné de 20 bg/ml de 5-bromouracile. La 
- 

culture est alors diluée 10 fois dans le même milieu puis 

incubée à nouveau 2 heures à 30'~. Après addition de thymidine 

pour obtenir une concentration finale de 100 pg/ml, on infec- 

te la culture bactérienne en respectant une multiplicité 

d'infection de 1 à 5. Le tout est laissé à la température 

du laboratoire pendant 20 min. 

L'incubation est ensuite poursuivie à 30°C  jusqu'à 

l'obtention de la lyse des bactéries sensibles ; le phénomène 

se traduit par la b3isse de la turbidité de la culture. 

Le lysat est ensuite purifié comme précédemment. 

d) Centrifugation en gradient de chlorure de cesium 

Un millilitre de la suspension phagique purifiée et 
1 1  concentrée ( 10 u.f.p./ml), est déposé au sommet de 

4 ml d'une solution de chlorure de cesium ayant un indice 

de réfraction de 1,379 mesuré à 25°C: 

On procède alors à une centrifugation à 100 000 g 

pendant 48 h (33 000 tours/min. Rotor Spinco SW 50.1). 

Le tube est ponctionné par le fond, et des fractions 

de deux gouttes sont collectées. 



La pen te  du g r a d i e n t  de d e n s i t é  e s t  déterminée 

p a r  l e c t u r e  d e s  i n d i c e s  de r é f r a c t i o n  e t  c a l c u l  des  d e n s i t é s  

r e l a t i v e s  de  f r a c t i o n s  c h o i s i e s  21 p a r t i r  de  l a  formule su ivan te  : 

p250C = (10,8601 x I R )  - 13,4974 

où 

- p 2 5 0 C  est  l a  d e n s i t é  r e l a t i v e  2i 25'C (g/cm3) 

- I R  e s t  l ' i n d i c e  de r é f r a c t i o n  à 25'C 

L e s  f r a c t i o n s  son t  a l o r s  d i l u é e s  convenablement 

dans  du tampon phosphate pour bac té r iophages ,  p u i s  examinées 

pour l a  p résence  de p a r t i c u l e s  phagiques i n f e c t i e u s e s  (u . f . p . )  

e t  d ' é v e n t u e l l e  a c t i v i t é  t r a n s d u c t r i c e .  
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CHAPITRE 1 

RECHERCHE DE SOUCHES LYSOGENES ET DE SOUCHES INDICATRICES 

a) Choix de 1 ' agent inducteur 
1) Mitomycine ----- ---- C (MC) 

Parmi les souches de R. meliloti traitées par la 

MC, la M26S, la L5 (L5), la M5N1 et la MEOS se sont révélées 

porteuses d'un prophage. 

Le Tableau 4 ainsi que la figure 6 montrent 

l'évolution de la turbidité d'une culture de la M5N1, en présence 

de différentes concentrations de MC. Nous reniarluons que la 

lyse de la culture bactérienne est provoquée pour une dose 

supérieure ou égale à 1 pg/ml. 

Nous constatons que des concentrations en MC de 5 

ou 10 pg/ml provoquent une lyse importante de la culture bac- 

térienne. Mais après dénombrement des particules phagiques conte- 

nues dans les surnageants des différents lysats, il s'avère 

que la lyse n'est pas due uniquement à l'induction de prophages 

mais surtout, à l'action létale de la MC sur les bactéries, 

sans production de phages. 

2) N-méthyl-NI-nitro-N-nitrosoquanidine _ _ _ _ _ _  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  _ _ _ _ _ _ _ _ _  (NTG) 
Contrairement à son pouvoir inducteur mis en 

évidence chez les bactéries glutamiques ( 5 2 ) ,  la NTG est 

inefficace vis à vis des souches de R. meliloti. Son action 

inductrice est nulle, même sur des souches s'étant révélées 

lysogènes par traitement aux UV ou à la MC. 

Après plusieurs essais préalables, nous avons 

choisi de réaliser nos inductions en utilisant les rayons UV. 

En effet, cet agent présente plusiocrs zvantages. Outre son coût 

faible, son utilisation constitue une méthode rapide, par 

comparaison avec la MC. Par ailleurs, plusieurs souches non 
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1 
temps en heures 

Figure 6 : Evolution de la densité optique (600 nm) d'une 

culture de la souche M5N1 en fonction du temps, 

en présence de différentes concentrations 

en MC : 

.--.---. culture témoin sans MC 

A- - - - - - -A 
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inductibles par la MC, le sont par action des rayons UV. 

Les conditions d'induction sont consignées dans 

le paragraphe suivant. 

b) Mise au point des conditi~ns optimales d'induction 

  près le choix de l'agent inducteur, il nous a fallu 

déterminer les conditions optimales de son utilisation. Pour 

ce faire, nous avons étudié tout particulièrement la dose UV 

et le milieu de culture. 

Nous avons soumis les souches lysogènes M N et 5 1 
Ls 5 B à une dose de 80 ergs/mm2.s1pendant des périodes diffé- 

rentes de 2, 4, ...., 20 S. Après une incubation d'environ 
15 heures à 30°C, les phages contenus dans les surnageants 

des cultures sont dénombrés. 

Comme nous pouvons le constater sur la figure 7 , 1, nombre 

de phages libérés par la culture varie considérablement en 

fonction du temps d'exposition et présente un optimum à 

4 s pour la M5Nl et 6 s pour la Ls 5 B. Au dela de ces 

valeurs, on note une baisse du nombre de phages produits. 

Nous avons donc choisi, pour nos expériences, de 

soumettre les souches bactériennes à une dose d'UV de 

80 ergs/mm2.s pendant 6 S. 

Les cultures des souches lysogènes M20S et M5Nl 

sont réalisées dans trois milieux différents : 2 milieux complexes, 

TY et RC fructosé à 1 p.100 et le milieu mininum R complété 

avec du fructose (1 p. 100) , la vitaxine H (0,5 pc;/rnl) et la 

vitamine B (10 bg/ml).   près irradiation et incubation des 1 
cultures, le rendement de l'induction est évalué par dénombre- 



ment de s  p a r t i c u l e s  phagiques p r o d u i t e s  dans chaque m i l i e u .  

L e s  r é s u l t a t s  cons ignés  dans l e  t a b l e a u  s u i v a n t  montrent  

que l e  nombre de  phages obtenus  es t  maximum lo r sque  l a  

c u l t u r e  e t  l ' i n d u c t i o n  s o n t  r é a l i s é e s  dans l e  m i l i e u  TY. 

Tab leau5  : In f luence  du m i l i e u  de c u l t u r e  s u r  le  nombre de  
p a r t i c u l e s  phagiques p r o d u i t e s  pa r  les souches 
lysogènes  M20S e t  M5N1. 

m i l i e u x  d e  c u l t u r e  

c )  Mise en  évidence de phages tempérés 

L e s  c o n d i t i o n s  op t imales  d ' i n d u c t i o n  é t a n t  dé te rminées ,  

nous avons  exposé t o u t e s  les  souches de R .  m e l i l o t i  d e  l a  

c o l l e c t i o n  du l a b o r a t o i r e  aux rayons  UV, e t  avons recherché  

l e s  phages dans les surnagean ts .  L e s  r é s u l t a t s  de c e t t e  ex- 

pé r ience  s o n t  r a p p o r t é s  dans l e  t a b l e a u  6 .  

1 )  Nomenclature ___--__-__-______ des  ~Sd~qeg-teg~$&eg 

T Y 

9 .  10 9 

2 4 .  10; 

L e s  phages tempérés que nous avons i s o l é s ,  son t  

dés ignés  s e l o n  l a  méthode modif iée  de  JARVIS (30) . 

l e  : l e  phage tempéré i s s u  de  l a  souche lysogène MZOS, 

e s t  dé s igné  p a r  l a  l e t t r e  $2, s u i v i e d u  numéro de  l a  souche,  s o i t  : 

R C Fru. 

7,6.10 
9 

R. Fru .  H B I  

0 ,8.10 9 

2 0  .10 
5 2,5.10 5 



SOUCHES INDICATRICES 47 bis 

FM1 
Ve26 

U45 

su47 

!Il-5 
A145 

A161 

Ar16 

M31 
Tu20 

Wu498 

Wu499 
MinS 

TABLEAU 6 : SPECTRE LYTIQUE DES PHAGES TEMPERES @3 w 
45 souches ont é té  t ra i tées  aux rayons ultra-violets.  15 d'entre e l l e s  se sont 
révélées lysogènes ; pour les  autres soaches, aucun phage n'a é t é  décelé dans 
nos conditions exnérimentales. 
(+) lyse nette,  (T)  lyse trouble, (qp) quelques ?hales de lyse, ( - )  nas de lyse. 
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2 )  Libé ra t ion  s ~ o n t a n é e  de ~ h a q e s  Ear les souches ------------ ----------- -- --- --------------- 
lysoqènes - -- ---- 

L e s  souches lysogènes peuvent l i b é r e r  l e s  phages 

tempérés q u ' e l l e s  p o r t e n t ,  non seulement ap rè s  t r a i t e m e n t  par  

un agen t  induc teur ,  mais a u s s i  spontanément. 

Nous avons comparé l e  nombre de  phages l i b é r é s  

spontanément p a r  des  souches lysogènes,  e t  l e  nombre de phages 

p r o d u i t s  après  induc t ion  p a r  les UV. L e s  r é s u l t a t s  de  c e t t e  

expér ience s o n t  consignés  dans l e  t ab l eau  s u i v a n t  : 

1 souchzs I n a g e s  
l y s o g è n e s  / cempkrés ------------ r-----------. 

INOXERE CE PXAGES LIBERES (ufp/nl)j 

s-ontanénent a p r g s  t r a ~ ~ e -  1 faccellr dc 
c a t r i c e s  ( 1 )  ment aux UV ini i l t ipl lcat loA'  ----- * --------- --------------- 4 --------------- 

TABLEAU 7 : Comparaison e n t r e  l e  nombre de phages l i b é r é s  sponta-  

nément e t  a p r è s  induc t ion  par  l e s  UV. 

( 1 )  L e s  souches i n d i c a t r i c e s  u t i l i s é e s  son t  l e s  p lus  

s e n s i b l e s  aux phages tempérés c h o i s i s .  

( 2 )  Facteur  de m u l t i p l i c a t i o n  correspondant  au r appor t  : 

Nombre d  iufp/ml l i b é r é e s  ap rè s  induc t ion  p a r  l e s  UV 

Nombre d  'ufp/ml p rodu i t e s  spontanément 



Les titres des phages libérés spontanément varient 

considérablement en fonction des souches lysogènes étudiées ; 
6 45 u£p/ml pour le phage Q MZj et 7,8.10 u£p/ml pour Q L5. 

Après induction par les rayons UV, les titres sont 

multipliés par un facteur qui varie de 10 à 2000 selon le phage 

considéré. Le titre le plus important est obtenu dans le cas 

du phage Q M20 (libéré par la souche MZOS). 

3) Seectre - ------- lytique ______- des phages -_ -_-__- tempérés -___ (spécificité 
d'hôte) 

Nous avons tenté de classer les phages tempérés d'après 

leurs spécificités d'hôte, en trois catégories : 

- les phages ayant un spectre lytique étroit; Il s'agit 
des phages : Q 2A, @ M 26, $3 FM,, , Q A161, Q Ml$ et Q 2001. 

- les phages peu spécifiques : Q MLj & Q M,,  L 

- les phages ayant une spécificité d'hôte intermédiaire. 
Ce sont les phages : @ M5Nlr $4 T0 , Q Mî7, Q 5B et Q 51B et 

L~ 

4) Commentaires sur le tableau 6 .............................. 
Comme nous pouvons le constater sur le tableau 6 

15 des 45 souches traitées aux UV (soit 33 % d'entre elles) sont 

lysogènes et ont libéré des particules phagiques. Par ailleurs, 

27 % des souches étudiées (soit 12 souches), se sont révélées 

sensibles à l'un ou l'autre des phages tempérés. 

Notons qu'une souche lysogène donnée est insensible 

à son propre phage. Autrement dit, elle est immune vis-à-vis 

de lui. 



Des souches bactériennes, telles que la M14S, M2,S, 

Ls2A et FM1 sont lysogènes et sont également sensibles à des 

phages tempérés. La souche M2,S par exemple, est sensible 

aux phages 0 M 
11 ' @ M23f 

0 M26 et 0 2 A. On peut donc en 
déduire qu'il n'y a pas de parenté entre ces phages et le 

phage 0 M27 . 

D'autres souches lysogènes, sont par contre résistantes 

à des phages tempérés : c'est le cas de la souche M5N1 qui 

est insensible, entre autres, aux phages @ 5B et @ 51B. 

Nous possédons parmi les souches de notre collection, 

un mutant auxotrophe de la M5N1 nommé la M N m (11v- ~ r ~ - ~ r ~ - ) .  5 1 4  
Ce mutant est sensible aux phages @ M5N1, @ 5B et 0 51B (Ta- 
bleau 8 ) .  Lorsque l'on irradie ce mutant, aucun phage n'est 

décelé dans la culture ; nous pouvons donc conclure qu'il est 

"gu6rin de son prophage. Ceci explique sa sensibilité au phage 

0 M5N1 

TABLEAU 8 : Sensibilité des souches M5N1 et M5Nlm4 aux phages 

tempérés @ M5N1, @5B et @ 51B 

+ : lyse au niveau du spot 

- .  . pas de lyse 

-------- 

V1 V1 
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@ 5 B  

(8 51B 

M5N1 
(sauvage) 
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(1lv- Try- ~ r ~ - )  
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La résistance de la souche bactérienne M5N1 aux phages 

@ 5B et 0 51B peut être expliquée par : 

* L'absence naturelle, sur sa paroi, de sites récepteurs spéci- 
fiques pour l'adsorption de ces phages. Si cette hypothèse 

est valable, la souche M5Nlm4, qui n'est autre qu'un mutant 

auxotrophe de la M5N1, doit être résistante, elle aussi, à ces 

phages. Or, l'expérience montre que le phage @ 5B s'adsorbe sur 

la M5N1. 

* La conversion lysogénique ( 6 ) : les récepteurs pariétaux 

de la M5N1 seraient modifiés à cause de la lysogénie. Dans 

ce cas, les phages ne s'adsorbent plus et la bactérie est 

résistante. Cette hypothèse a été écartée pour les mêmes 

raisons que précédemment. 

* La restriction de l'ADN phagique par des endonucléases de la 
souche M 5 N 1  La souche M5Nlm4 devrait alors posséder le même 

système de restriction, or, elle est lysée par les phages 

0 5B et @ 51B ; donc, la résistance de la M5N1 n'est pas due 

à la restriction. Toutefois, la M5N1 aurait pu être mutée 

sur le système de restriction. Dans ce cas, la M N m lysogé- 5 1 4  
néisée de nouveau par le phage 0 M5N1 devrait rester sensible 

aux phages 0 5B et g51B. Cependant, cette lysogénisation lui 
confère de nouveau la résistance ; on ne peut donc pas parler 

d'une mutation au niveau du système de restriction. L'éventua- 

lité d'une mutation réverse est vite abandonnée, quand on 

sait que la fréquence de réversion ( IO-') est négligeable 

devant la fréquence de lysogénisation (0,l). 

Notons qu'outre des enzymes codées par des gènes bac- 

tériens, il existe des endonucléases de restriction produites 

par des gènes plasmidiques ( 2 9 ) ,  ou par unprophagetel 

que Pl ( 2 4 ) .  Les données actuelles ne nous permettent pas 

de conclure ; nous n'avons donc pu ni confirmer ni infirmer 

cette dernière hypothèse. 



TABLEAU 9 : Coefficients d'efficacité d'étalement du phage 

PHAGE 

@ M20 
multiplié sur 

la souche 

MgS 

tempéré @ M20 sur quelques souches de R. meliloti 

P H A G E  
....................... 

SOUCHES 
INDICATRICES 

3' 
F M I  

444 

@ M20 
multiplié 

sur la souche 

TABLEAU 10: Pourcentages de phages adsorbés ( @  M ~ ~ ) ,  sur les 

TITRE 
ufp/ml 

----------------*---------------.-------------------------------- 

2,7 . 108 

8 . 106 

2 . lo5 
3 . lo4 

O 

souches de R. meliloti : M9S, M Sr FMI, 444 et M5S, 
13 

après 30 min. de contact. 

COEFFICIENT 
D'EFFICACITE 
D ' ETALEMENT 

1 

2,9 . 1 0 - ~  

7,4 .  IO-^ 
1,l .  IO-^ 
< 2,7.10-~ 

Pour le calcul du pourcentage d'adsorption voir 

" MATERIEL ET METHODES" 



*  immunité" de la souche M5N1 vis-à-vis des phages 
fi 5B et jd 51B, qui est la conséquence de la parenté existant 

entre les phages j2f M5N1, @' SB et $51~. Le fait que la lyso- 

génisation de la M5Nlm4 par j?J M5N1 lui confère de nouveau 

la résistance aux trois phages, rend cette dernière hypothèse 

la plus vraisemblable. 

5) Influence de la souche indicatrice sur ..................................... 
l'efficacité d'étalement ......................... 

Rappelons que le coefficient d'efficacité 

d'étalement d'un phage est égal au rapport entre le titre 

d'une suspension phagique obtenu avec une souche indicatrice 

donnée et le titre obtenu sur la souche qui a servi à la 

multiplication du phage. 

Comme nous pouvons le constater sur le Tableau9 

le titre des phages dépend étroitement de la souche bactérien- 

ne sur laquelle il a été dénombré. 

Le cas du phage M20 multiplié sur la souche 

MgS et dénombré sur les souches MgS, MI3S, FM,, 444 et M5S, 

constitue un bon exemple pour illustrer ce phénomène. 

L'absence, sur la paroi de la M5SI de sites 

récepteurs spécifiques pour l'adsorption du phage (if M20 

(Tableau10 ) ,  explique la résistance totale de cette souche 

au phage précité. 

Quant aux souches MI3S, FM1 et 444, nous avons 

tout d'abord pensé que les titres faibles étaient dus à 

un taux d'adsorption faible de M20 sur ces souches. Cette 

première hypothèse semble exacte dans le cas des souches 

444 et FMlI puisque seulement 2 % des phages s'adsorbent 

sur la FM1 et 0,01 % sur la 444 (Tableau 10 ) .  Seuls les 

phages adsorbés peuvent donner des plages de lyse ; ce qui 

explique, en partie, les faibles coefficients d'efficacité 

d'étalement du phage jd M20 sur ces souches. 



En ce  q u i  concerne l a  souche M S ,l' ana lyse  des  

pourcentages d ' a d s o r p t i o n  ne nous appor te  aucun renseignement 

supplémentaire s u r  l a  r é s i s t a n c e  p a r t i e l l e  de  c e t t e  souche 

vis-à-vis  du phage PM . En e f f e t ,  c e  phage s ' adso rbe  d ' une  
20 

façon a u s s i  importante  s u r  l a  souche M S que s u r  l a  souche 
13 

M S ; l e  pourcentage d ' adso rp t ion  es t  de 99,4 % dans l e s  deux 
9 

ca s .  Autrement d i t ,  l ' i n f e c t i o n  a é t é  e f f e c t u é e  à 99,4 % ; 

l ' A D N  phagique e s t  i n t r o d u i t  dans l a  b a c t é r i e  ; mais l a  

major i té  des  phages n ' o n t  pas pu l y s e r  l a  b a c t é r i e .  L'ADN 

du phage 9 M~~ a pu emprunter l ' u n e  des  deux vo ie s  su ivan te s  : 

- é t a n t  tempéré, ce phage possède un système grâce  

auquel il peut  i n t é g r e r  son génome dans  l e  chromosome 

b a c t é r i e n .  I l  rend a l o r s  l a  b a c t é r i e  lysogène.  

- ê t r e  dégradé pa r  des  enzymes de r e s t r i c t i o n  

de l a  souche hô te .  

Pour v é r i f i e r  c e s  hypothèses,  nous avons procédé 

à l a  l y s o g é n i s a t i o n  des  souches Mg S e t  M S ( v o i r  technique 
1 3  

p lus  l o i n )  par  l e  phage (3 M . 
2 0  

TABLEAU11 :Pourcentages de l y sogén i sa t ion  des  souches de 
R .  m e l i l o t i  M9S e t  M13S p a r  l e  phage tempéré 9 MZ0 

PHAGE 

@ M20 

( * )  ap rès  l a  dé te rmina t ion  du pourcentage d ' aà so rp t ion ,  l e s  
c u l t u r e s  s o n t  incubées  pendant 5 jours  à 30°C. Les c o l o n i e s  
apparues s o n t  a l o r s  examinées e t  l e  pourcentage de lysogé- 
n i s a t i o n  e s t  déterminé ( v o i r  5 LYS%~ISATION EXPERIMENTALE) . 

SOUCHES INDICATRICES  

----------.-----------------------.------------------------ 

Mg 

M S 
13 

POURCENTAGE DE 

LYSOGENISATION ( * ) 
( %  1 

30 

11 



- -- -- 

P H A G E S  SOUCHES INDICATRICES COEFFICIENT D'EFFICACITE 
D ' ET- i 

TABLEAU12 : Coefficient d'efficacité d'étalement de quelques 

phages tempérés sur des souches de R. meliloti 

( * )  0 M14/M3S (par exemple) indique que le phage M 
1 4  a 

été multiplié sur la souche M3S. 



Dans le Tableau ci-dessus, nous voyons que le pour- 

centage de lysogénisation de la souche M S par le phage @ M 
9 20 

est supérieur à celui obtenu pour la souche M13S. Le faible 

coefficient d'efficacité d'étalement observé chez la souche 

M S n'est donc pas dû seulement à la lysogénisation. 13 

Il est donc très probable, que nous sommes en présence 

d'un phénomène de restriction de la croissance du phage @ M20 

par la souche M13S. Dans ce cas, l'ADN du phage @ M20 serait 

coupé par des endonucléases de restriction de la M 1 3 S  Toutefois 

des phages échappent à cette dégradation ; ce qui explique 

l'apparition de plages de lyse. 

Si on infecte de nouveau la souche M S par le phage @ MZ0 13 
prélevé au niveau d'une plage (due à la lyse de la M13S par 

0 M ) ,  le phage va s'adsorber sur la bactérie puis la lyser. 20 
On ne verra donc pas sa croissance restreinte par la souche 

M13S. L'ADN du phage issu du premier cycle lytique a été 

"modifiéupar la souche M13S En effet, cette souche, comme 

d'autres souches de R. meliloti (45 ,50), possède au moins 

un système de restriction-modification. Ce système est dû 

en général ( 4 , 20,43 ) à deux activités enzymatiques : 

une endonucléase qui coupe l'ADN en des sites spécifiques 

et une méthylase dite de modification capable de méthyler 

certains sites de l'ADN et d'empêcher ainsi l'action de 

l'endonucléase. 

Des études génétiques et biochimiques de la restric- 

tion-modification sont en cours dans notre laboratoire ; ce qui 

nous permettra de mieux comprendre ce phénomène encore très 

peu connu chez R. meliloti. 

A partir des résultats du Tableau12 , nous pouvons 
également supposer l'existence de systèmes de restriction- 

modification cnez d'autres souches de R. meliloti de notre 

collection. C'est le cas, par exemple, de la souche 444. 



CHAPITRE II 

LYSOGENISATION EXPERIMENTALE 

L'influence de la lysogénie sur les souches bac- 

tériennes peut être étudiée de deux façons : 

ou bien on compare une souche lysogène à la 

même souche guérie de son prophage ; ou encore on procède 

inversement en lysogénisant expérimentalement une souche 

non lysogène par un phage tempéré, les deux souches pouvant 

être ensuite comparées. 

Recherche de clones ayant perdu leur prophage 

Nous avons utilisé une culture en phase exponentiel- 

le de croissance de la souche lysogène MZOS Après irradiation 

de cette culture, des quantités aliquotes des dilutions choisies 

sont coulées sur milieu RCG fructosé puis incubées 3 à 5 jours 

à 30°C. Les boîtes sont ensuite exposées à une dose d'UV 

de 80 ergs/mmS.spendant 6 secondes. Un millier de clones 

sont repiqués sur milieu RCG ensemencé par la souche sensible 

M S puis placés à l'étuve à 28OC pendant environ 15 heures. 9 

Les 1000 clones étudiés sont restés lysogènes 

et libèrent des phages qui provoquent la lyse de la souche 

MgS. 

La probabilité d'isoler une bactérie guérie 

de son prophage est donc très faible. Dans le cas étudié, 

cette probabilité est inférieure à  IO-^. 
Le même phénomène a été reporté par IMANAKA 

et coll. ( 2 8 ) ,  qui ont travaillé sur des souches lysogènes 

de Bacillus licheniformis. Cependant, SIQUEIRA et AZEVEDO ( 5 5  ) , 
d'une part, EXPERT et TOURNEUR ( 2 2  ) d'autre part, ont obtenu 

des souches guéries de leurs prophages à partir de souches 

lysogènes de Staphylococcus aureus pour les premiers et Agro- 

bacterium tumefaciens pour les seconds. 



MISE EN EVIDENCE DES CLONES RENDUS LYSOGENES 

Les clones lysog6nisés sont ceux qu i  sont  
entourés d 'un halo de lyse.  



b) Technique de lysoqénisation 

La souche sensible de R. meliloti à rendre lysogène, 

est infectée en milieu liquide par le phage tempéré choisi. 

Après 20 minutes, temps nécessaire à l'adsorption de la majorité 

des phages, le mélange est dilué puis coulé à la surface de 

milieu gélosé. Les boîtes sont incubées à 28°C jusqu'à 

ce que les colonies apparues atteignent environ 1 mm de 

diamètre ( 3  à 5 jours d'incubation). 

La technique de détection des clones lysogénisés 

est la même que celle décrite précédemment. En effet, les 

clones lysogénisés vont libérer des phages qui vont lyser 

la souche sensible. On pourra donc facilement repérer les 

clones rendus lysogènes par l'apparition d'une zone de 

lyse autour d' eux (photographie page 5 8) 

Connaissant le nombre (N) de clones rendus lysogènes, 

le nombre de clones examinés (No) et le pourcentage de survi- 

vants ( S ) ,  on peut calculer le pourcentage de lysogénisation : 

Les clones dont le caractère parait stable après 

plusieurs repiquages successifs, sont examinés pour la libéra- 

tion de phages en milieu liquide et pour leur immunité vis-à-vis 

du phage qu'ils hébergent. 

c.) Facteurs influençant la lysoqénisation 

Pour ce faire, nous avons essentiellement examiné 

l'influence du milieu de culture,de la température et de la 

multiplicité d'infection (m.0.i) sur le pourcentage de 

lysogénisation de la souche M9S par le phage tempéré @ M20. 



1) Milieu de culture - - -  - - - - - - - -  
L'infection d'une culture en phase exponentielle 

de croissance de la souche M9S, par le phage $3 M20 est 

réalisée à 28OC dans 4 milieux différents : - 

- O milieu complexe TY 
- @  milieu complexe RC fructosé à 1 p.100 (RC Fru) 

- @  milieu minimum R fructosé à 1 p.100 et additionné 
de vitamine H (0,5 bg/ml) et de vitamine BI 
(10 pg/ml) (R Fru. HB1). 

++ - amilieu minimum R Fru.HB1 additionné de Ca 
(0,4 mM) (RFru HB1 ~ a + + )  

Le pourcentage de lysogénisation est alors calculé . 
Les résultats obtenus sont consignés dans le 

Tableau 13 . 

M I L I E U  D E  C U L T U R E  

Pourcentage de 13 
lysogénisation 

I 

TABLEAU13 : Variations du pourcentage de lysogénisation de la souche 

M ~ S  par le phage $3 M20, en fonction de la nature du 

milieu de culture. 

La température d'incubation est de 28OC et la multiplicité 

d'infection m.0.i = 3 

T Y 

( * )  Ces valeurs sont le résultat de l'analyse de 400 colonies. 

RC Fru RFru HB, 
1 RFru HB, cai+i 



Nous constatons que le pourcentage de lysogénisa- 

tion est sensiblement le même pour les milieux @,@ et @ 
Par contre, quand l'infection et l'incubation sont 

réalisées dans du milieu RFru.HB1, on enregistre un faible 

taux de lysogénisation (0,2 % ) .  Ceci s'explique facilement 

si l'on compare les milieux @ et @ . Le milieu @ diffère 
du milieu @ uniquement par 1 'absence d' ions cat+. On peut 
donc attribuer la faible fréquence de lysogénisation obtenue 

dans le milieu @ au manque de calcium. 

En effet, il a été montré antérieurement ( 7 ) 
++ 

que les ions Ca sont nécessaires à l'adsorption des phages 

sur les bactéries. 

Température - - -  ------ 
Nous avons soumis une culture en phase exponentielle 

de croissance de la souche M9S, réalisée dans du milieu TY, 

au phage (d M20. L'infection est effectuée à raison de 

10 ufp par ufc (m.0.i = IO), à trois températures différentes 

2S°C, 30°C, et 37OC. 

TABLEAU 14 : Influence de la température sur le pour- 

centage de lysogénisation de la souche 

M9S par le phage 0 MZ0 

( * )  Les pourcentages sont déterminés à partir 

de l'analyse de 300 colonies 

l (*) 
% lysogénisation 

- 
TEMPERATURE D'INCUBATION Î 

25OC ................................................... 
38 

30°C 

38 

1 

I 

37OC 

3 2 



Les résultats rapportés dans le Tableau 14 montrent 

que les pourcentages de lysogénisation sont identiques quand 

l'incubation est réalisée à 25Oc ou à 30"~. A 37OC, on 

remarque une légère baisse de ce pourcentage. Cette différence 

n'est pas assez significative pour que l'on puisse conclure 

que la température a une grande influence sur la lysogénisation, 

du moins dans la gamme de température choisie. 

Cependant, il a été rapporté ( 5 4 )  que la lysogénisa- 

tion d'une souche d'E. coli par le phage Pl dépend considérable- 

ment de la température d'incubation. La fréquence de lysogénisa- 

tion est de 0,8 ou 0,2 selon que l'incubation est réalisée 

à 20°c OU a 370~. 

3) _ _ _ _  ~ultiplicité ------ d' infection ----- (m.0. i. ) 

L'infection de la souche MgS par le phage @ M20 

est réalisée à 28°C dans du milieu T Y, à différentes multi- 

plicités d'infection. 

( MULTIPLICITE D ' INFECTION ( ~fp/uf~) 1 

TABLEAU 15 : Influence de la m.0.i. sur le pourcentage 

de lysogénisation de la souche M S par 
9 

le phage tempéré @ M20 

( * )  ces valeurs sont calculées à partir de 

l'analyse de 300 colonies. 



Les résultats mentionnés ci-dessus, laissent 

suggérer que le taux de lysogénisation de la souche 

MgS par le phage @ MZ0 dépend considérablement du rapport 

entre le nombre de phages et le nombre de bactéries mis 

en contact. Le pourcentage de lysogénisation croit quand 

la multiplicité d'infection augmente. 

d )  Influence de la lysogénie sur la sensibilité 
aux phages de souches de R. meliloti 

Au cours de cette étude, nous avons examiné 

plusieurs souches de R. meliloti. Vu le nombre considéra- 

ble de cas, nous ne nous sommes limités qu'à quelques 

uns d'entre eux ; ce sont ceux que nous avons jugés comme 

étant les mieux représentatifs des différents cas observés. 

D'une part, nous avons comparé la sensibilité 

d'une souche lysogène avec celle de la même souche qui 

a été guérie de son prophage (Tableau 1 6  ) 

D'autre part, nous avons procédé à une étude 

comparative entre une souche bactérienne et la même 

souche que nous avons lyçogénisée auparavant (Tableaux 18 e t  19) 

1) Sensibilité aux phages de la souche M5E1- ----------- - - -  - - - - - - -  
et - -_ - - - - - - - -_ -  de ses mutants auxotrophes m2 ,- m3 -et -m4- 

Comme nous l'avons montré précédemment, la souche 

M5N1 porte un prophage nommé @ M5N,. Cette souche est 

résistante à ce phage et ceci est dû à son immunité vis-à- 

vis de lui. 

Par ailleurs, nous possédons parmi les souches 

de notre collection, 3 mutants de la M5N1 nommés : 

M5N1 m2 ou (m2) , M5Nlm3 (OU m3) et M5Nlm4 (OU rn4) . Ces 
trois souches sont devenues sensibles au phage @ M5N1 



I S O U C H E S  B A C T E R I E N N E S  l 

TABLEAU 16 : S e n s i b i l i t é  de l a  souche M5N1 e t  de c e s  t r o i s  

mutants auxotrophes à des  phages de n o t r e  c o l l e c t i o n .  

( + )  l y s e  n e t t e  ; ( T )  l y s e  t r o u b l e  ; (qp)  quelques p lages  de l y s e  ; 

( - )  pas de l y se .  

( 1  ) v o i r  Tableau 1 

( 2 )  v o i r  Tableau 2 

( 3 )  v o i r  Tableau 6 



par suite de la perte de leur propahge. Ceci est 

confirmé par l'absence.de particules phagiques dans 
. - 

les cultures de ces mutants irradiées aux rayons ultra- 

violets. 

Comme nous pouvons le constater sur le 

tableau 16 , les 3 mutants sont lysés, non seulement 
par le phage @ M5N1 mais aussi par les phages @ 2001, 

@ Mi4< @ SB, @ @ A 161 et @ 51 B. 

Ceci laisse supposer l'existence d'une parenté 

entre ces phages. Autrement dit, l'ADN de ces phages, 

une fois injecté dans la souche M5N1, est réprimé par 

le répresseur du prophage (75 M5N1, et ne provoque donc 

pas la lyse de la bactérie. 

La sensibilité des trois mutants étant due 

à l'absence du prophage, les phages précités vont donc 

se développer à l'intérieur de la bactérie et entraîner 

sa lyse. 

Notons aussi que ces mutants n'ont pas changé 

de sensibilité vis-à-vis des phages isolés du sol. 

Pour apporter une preuve supplémentaire, 

nous avons lysogénisé la souche M3S par le phage $5 M5N1 

et nous avons recherché si cela entraînait un change- 

ment dans sa sensibilité aux phages. 



l 
I 

PHAGES TEMPER-ES 1 

TABLEAU 17 : Influence de la lysogénisation sur la 

sensibilité aux phages de la souche N3S 

( + )  lyse nette ; (Tl lyse trouble ; ( -1  pas de lyse 

( * )  c'est la souche MjS lysogénisée par le phage 0 M5N1 

Comme le montre le Tableau ci-dessus, la lysogéni- 

sation de la souche M3S par le phage @ M5N1, la rend 

résistante aux phages @ M5N1. @ M14. @ et @ 5B 

Le développement des phages est donc inhibé par la pré- 

sence du represseur du prophage @ M5N1 dans la souche 

M3 (M5N1 ) 

AU cours de nos travaux, nous avons constaté 

que les souches M S et M13S sont sensibles à plusieurs 9 
phages de notre collection (Tableaux 1 8  et 19) 

Dans nos conditions expérimentales, 78 % des phages sont 

capables de lyser ces deux souches. Nous avons donc jugé 

intéressant de savoir si leur lysogénisation par le 

phage @ M20 allait entraîner des changements dans leur 

sensibilité aux phages. 

D'après les résultats rapportés dans les 

Tableaux 18 et 19 , nous constatons qu'effectivement, 
les souches Mg (H20j et Mlj (MZ0) ne sont plus lysées 

par certains-phages et en particulier par les phages 



I S O U C H E S  B A C T E R I E N N E S  

TABLEAU 18 : Sensibilité de souches de R. meliloti à des 

bactériophages isolés à partir du sol. 

( + )  lyse nette ; (T) lyse trouble ; (qp) quelques plages de lyse 

( - )  pas de lyse. 

* M9(M20 ) est la souche M9S lysogénisée par le phage 

tempéré p~~~ 



1 S O U C H E S  B A C T E R I E N N E S  I 

TABLEAU 19 : Sensibilité de souches de R. meliloti à des 

bactériophages isolés à partir de souches lysogènes 

( + )  lyse nette ; (T) lyse trouble ; (qp) quelques phages de lyse 

( - 1  pas de lyse. 



Pourcentage d'Oxygène dissous Densité 

Temps en heures 

FIGURE 8 : Production en masse du p h a ~ e  $l par lyse de l a  souche TI S de J,?.neliloti, : - 9 
(1)  Svolution dv. pourcentaçe ci'oxygène Ciissous dans l e  milieu en fonct ion  
du temps. 



8 1, 8 3 et 8 Lg isolés du sol. Ces phages sont donc 
inhibés par le represseur du phage 8 MZ0,ce qui laisse 
supposer l'existence d'une parenté entre eux. 

Des recherches plus approfondies de cette parenté sont 

exposées dans le paragraphe suivant. 

e) Etude comparative des phages 8 1, 8 2, 
8 3, 8 L9 et 8 MZ0 

Lyse en - ----- fermenteur ---------- 

Lors de l'étude de la lyse en fermenteur 

des phages 8 1, 8 2, $3 3 et fb L9 nous avons relevé 

des analogies importantes entre ces 4 phages. En effet, 

tous les graphiques enregistrés présentent la même 

allure que celle de la figure 8 . Cette figure montre 
une différence faible du taux d'oxygène dissous entre la 

croissance maximale de la culture bactérienne et la fin 

de la fermentation. Ceci pouvant être expliqué par la pré- 

sence d'un nombre important de bactéries résistantes aux 

phages. En d'autres termes, parmi-les bactéries présentes 

dans le fermenteur, certaines sont devenues lysogènes 

et continuent donc à se développer. Elles entraînent ainsi 

une augmentation de la densité optique à la fin de la 

fermentation, et une baisse simultanée du taux d'oxygène 

dissous dans le milieu. 

Ces observations laissent supposer que les 

phages 8 1, 8 2, $5 3 et 8 L 9 sont tempérés. Pour prouver 
cela, nous avons essayé de lysogéniser la souche MgS 

par ces phages. 



- 
B A C T E R I O P H A G E S  

Pourcentage de 
lysogénisation 42 

TABLEAU 20 : Pourcentage de lysogénisation de la sou- 

che MgS par les phages @ 1, @ 2, @ 3 

e t @ L 9  

Les résultats mentionnés ci-dessus montrent 

que ces phages sont bien des phages tempérés puisqu'ils 

sont capables de lysogéniser la souche MgS. 

Et pour plus de précision sur la parenté de 

ces phages avec le phage (3 M20, nous avons examiné 

la sensibilité de la souche M9S après l'avoir rendue 

lysogène par les phages précités. 

Comme nous pouvons le constater sur le Tableau21 

la souche M S lysogénisée par l'un ou l'autre des phages 9 
@ 1, @ 2, @ 3, $3 L 9 ou @ MZ0 devient immune vis-à-vis 

de ces phages à l'exception du phage @ 2. Ces phages 

possèdent donc des représseurs étroitement apparentés. 

Cette constatation nous conduit à émettre l'hypothèse 

suivante : 

le phage $3 2 serait un phage tempéré dont les 

sites spécifiques au répresseur ont été modifiés par suite 

d'une mutation. Ceci explique le faible pourcentage de 

lysogénisation obtenu avec ce phage (Tableau 20 ) .  

Cette faible fréquence est due à des phages dont l'ADN 

possède des sites reconnaissables par le répresseur. 

La même observation a été faite par LEVINE (37) 

qui a remarqué qu'une mutation du phage P22 entraîne une dimi- 

nution de son pouvoir de lysogénisation. 

En effet, nous avons irradié la souche Hg (2) 

et nous avons isolé des particules phagiques à partir 



TARUAU21 : S e n s i b i l i t é  d e  l a  souche M9S e t  d e  que lques  souches 

lysogènes  A d e s  phages tempérés.  

( + )  l y s e  n e t t e  

( - )  pas  d e  l y s e  

( a )  il s ' a g i t  de  l a  souche MgS l y sogén i s ée  r e s p e c t i -  

vement Fa r  les  phages : @ 1 ,  @ 2, @ 3, 0 L 9 

e t  @ M20 
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( +  4 )  @ Mg (2) est  le phage i s o l é  à p a r Y r  de l a  sou- 

che  Mg(2). 
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de cette souche. Quand on infecte les souches lysogénisées 

avec ce phage, les résultats obtenus sont négatifs 

(Tableau 21 ) ;  ceci constitue un argument en faveur 

de notre hypothèse. 

2) Action de l'immun-serum anti $3 L 9 sur - - - -  - - -  - - - -  - - - - - - - a  

les phages $3 1, $3 2, $3 3, $3 L 9 et $3 M20. -- - - - - - - - - - ---. 
Il a été montré antérieurement, que les 

phages $3 1, $3 2, $3 3 et $3 L 9 sont fortement inhibés 

par l'immun-serum obtenu après injection du phage $3 L 9 

à- des lapins(65) - 
Nous avons confirmé cela, et avons montré 

que le phage 0 M 20 est aussi inhibé par cet immun- 
serm. En effet, une dilution au 1/1000 de l'immun- 

serum anti @ L 9, est capable en 10 min. d'inhiber 

plus de 99 % du phage @ M 20. 

Toutes ces constations ne font que renforcer 

l'idée de l'existence d'une parenté étroite entre ces 

phages. 

3) Etude de la multiplication du phage $1420 - - - - - - -  - - - - -  
en une seule étape - -  - - -  - -  

Par cette méthode, nous avons pu déterminer 

la période de latence du phage $ M ~ ~  sur la souche MgS, 

ainsi que le nombre moyen de phages libérés par bactérie 

(rendement individuel) (voir MATERIEL ET METHODES). 

Les figures 9 et 1 0  représentent la multipli- 

cation du phage @ M ~ ~  après infection de la souche MgS 

et après induction de la souche rendue lysogène Mg(M20). 

A partir de ces graphiques nous avons calculé la période 

de latence et le rendement individnel moyen de chaque 

bactérie (Tableau 2 2 ) . 





heures après i r radiat ion 

Fiqure10 : Multiplication en une seule étape du phage 9 MZ0 
après irradiation de la souche lysogène Mg(M20). 



TABLEAU22:  Détermination de  l a  pér iode  de l a t e n c e  e t  du rende- 

ment i n d i v i d u e l  moyen ap rè s  i n f e c t i o n  de  l a  souche 

MgS p a r  l e  phage $ M ~ ~  e t  ap rè s  i r r a d i a t i o n  de l a  

souche Mg ( M 2 0 )  aux rayons UV 

Période 

de 

l a t e n c e  

Rendement ( * )  

i n d i v i d u e l  

moyen 
- 

( * )  c ' e s t  l e  nombre de phages l i b é r é s  p a r  b a c t é r i e .  

Nous cons t a tons  que l e  rendement i n d i v i d u e l  moyen 

obtenu ap rè s  i n f e c t i o n  e s t  proche de c e l u i  déterminé ap rè s  induc- 

t i o n .  Par c o n t r e ,  l a  pér iode  de l a t e n c e  ap rè s  i r r a d i a t i o n  de 

l a  souche M g ( M 2 0 )  e s t  p l u s  longue que c e l l e  obtenue a p r è s  

i n f e c t i o n  d e  l a  souche MgS p a r  l e  phage OM20. Autrement d i t ,  

l e  phage $ M ~ ~  met p l u s  de  temps à se m u l t i p l i e r  ap rè s  induc t ion  

qu ' ap rè s  i n f e c t i o n .  En e f f e t ,  il a é t é  montré que la  prolonga- 

t i o n  de  l a  pér iode de l a t e n c e  est d û e à l l a c t i o n  des  rayons 

UV ( 4 0  ) .  

Notons e n f i n  que l a  pér iode de l a t e n c e  obtenue 

en i n f e c t a n t  l a  souche M g S  p a r  l e s  phages $1, $2,  $3 ou @ ~ 9  

est comprise e n t r e  2 h e t  2 h 30 min. ( 3 ) .  Par  c o n t r e ,  l e u r  

rendement i n d i v i d u e l  est  d ' env i ron  2 0  phages /bac té r ie  ( 3 1 .  

APRES INFECTION 

-_-------_------,----------------------------------------------- 

e n t r e  

2 h 15 min. e t  2 h 30 min. 

130 

Les observa t ions  r e l e v é e s  jusqu 'à  p ré sen t  s o n t  

f avo rab le s  à l ' e x i s t e n c e  d 'une paren té  é t r o i t e  e n t r e  l e s  pha- 

ges  0 1 ,  $ 2 ,  $ 3, # L9 e t  (d M Z O .  C e t t e  pa ren té  e s t  confirmée 

g râce  à l ' a n a l y s e  é l e c t r o p h o r é t i q u e  de  l ' A D N  de c e s  phages 

soumis à l ' a c t i o n  d e  l ' endonuc léase  de r e s t r i c t i o n  Eco R 1 

(ANDRIANTSIMIAVONA, communication p e r s o n n e l l e ) .  

APRES I N D U C T I O N  

3 h 5 5 m i n .  

1 20 



CHAPITRE III 

ASPECTS DE LA TRANSDUCTION CHEZ RHIZOBIUM MELILOTI 

Au cours de ces travaux,nous avons mis en évidence, 

le transfert du transposon Tn5, codant pour la résistance 

à la kanamycine(Km)(8),grâce au phage tempéré @ M,,. Ce même 

phage est capable de véhiculer le gène "metf" d'une souche 

sauvage vers une souche auxotrophe. 

Dans un second temps, nous avons étudié l'influence 

de la multiplicité d'infection (m.0.i.) sur la transduction. 

Enfin, nous avons recherché l'origine de l'ADN des 

particules phagiques transductrices. 

a) Transfert du transposon Tn5 

Le phage tempéré @ M26 est multiplié sur la souche 

donatrice 444 :: Tn5.40. Il s'agit d'un mutant auxotrophe 
R  eu-), résistant à la kanamycine (Km ) qui a été obtenu 

par insertion du Tn5 dans le gène "leucine" ( 2 ) .  La souche 

réceptrice 444 quant à elle, est prototrophe et sensible 
S à la kanamycine (Km ) .  Le milieu de sélection est le milieu 

RCG fructosé à 1 p.100 et additionné de Km (200 pg/ml). 

D'après le Tableau 23 , nous constatons que le 
phage @ M26 est capable de transduire le Tn5 à une fréquence 

de 1,8.10-7 (transductants/ufc réceptrice ) .  

L'analyse des transductants a révélé que ces clones 

sont tous devenus exigeants en leucine, comme la souche 

donatrice. Ceci montre que le gène le eu-" et le Tn5 sont 
transduits simultanément (cotransduits). Ceci confirme 

le fait que la mutation est bien due à l'insertion du Tn5 

sur le gène "Leu" ( 2 ) .  

b) Transduction du caractère "metf" 

Nous avons utilisé la 444 comme souche donatrice - R 
et la souche 444 :: Tn5.17 (met Km ) corne souche réceptrice. 

Le phage transducteur est le phage @M2,]le milieu RFru.HB1 

comme milieu de sélection 



Souche 
'Ouche m.0.i. 

Caractëre Fr~$!~;;~nde Fréquence de t ransduc t ion  
Phage dona t r i  ce r é c e p t r i  ce t ransdu i  t t ransduc tan t /u fc  r é c e p t r i  ce 

TABLEAU 23  : TRANSDUCTION DES CARACTERES "Km" e t   et'" PAR LE PHAGE (il Me6 



Mu1 t ip l  i c i  t é  d ' i n f e c t i o n  ( u f ? / u f c )  
n 

FIGURE 1 1  : VARIATION DE LA FREQUENCE DE TRANSDUCTION DU CARACTERE 
"Flet+" EN FONCTION DE LA MULTIPLICITE D'INFECTION. 

Le phage Pl M26 e s t  r n u l t i g l i é  sur  l a  souche 444 ; l a  
souche r é c e y t r i c e  e s t  l a  444::Tn5.17. 



Les résultats consignés dans le tableau 23, montrent 

que le caractère "metf" est transféré de la souche 444 à 

la souche 444 :: Tn5.17 par l'intermédiaire du phage (3 MZ6. 

Les transductants sont prototrophes et ont tous perdu 

le caractère de résistance à la Km. Ces résultats confirment 

ceux obtenus à l'issue de l'expérience précédente et 

concordent parfaitement avec ceux rapportés par BUCHANAN- 

WOLLASTON qui a travaillé sur des souches de R. leguminosarum( 11 ) ,  

C) Influence de la multiplicité d'infection (m.0.i) 

sur la transduction 

D'après la figure 1 1  , nous constatons que la 
fréquence de transduction dépend considérablement de la 

multiplicité d'infection. Quand on augmente la m.o.i, le 

nombre de particules par bactérie est plus élevé ; ce qui 

entraîne une augmentation de la fréquence de transduction. 

Le même phénomène a été décrit chez Salmonella typhimurium 

(16). 

d) Origine de l'ADN des particules transductrices 

Nous avons multiplié le phage (3 MZ6 sur la souche 

444 :: Tn5.40, dont l'ADN a été préalablement alourdi par 

la bromouracile (BU). Nous avons ensuite soumis le lysat 

purifié et concentré à une ultra centrifugation en gradient 

de chlorure de cesium (ClCs) (voir "MATERIEL et MXTHODES"). 

Comme nous pouvons le constater sur la figure 12 

le pic représentant le maximum d'activité transductrice 

a une densité relative par rapport au ClCs, qui est plus éle- 

vée que celle correspondant aux particules phagiques infec- 

tieuses (u.f .p. ) . 
Ces résultats montrent d'une part que les particules 

phagiques transductrices contiennent de l'ADN bactérien 

alourdi par la bromouracile, et d'autre part que les particules 

phagiques infectieuses contiennent de l'ADN synthétisé après 

1' infection. 



densité ( gm. c m 3  
1.60 1.55 1.50 . 1.45 

fractions 

Figure 12 : Séparation des particules infectieuses (ufp) 

et des particules transductrices en gradient 

de densité de ClCs. 



Des travaux similaires réalisés par IKEDA et 

TOMIZAWA (27) sur Escherichia coli ont conduit à la même 

conclusion. En effet, ces auteurs ont remarqué que lorsque 

le phage P l  est multiplié sur une souche bactérienne en pré- 

sence de 3 2 ~ ,  aucune radioactivité n'est décelée dans 

les particules transductrices. En d'autres termes, ces parti- 

cules contiennent de l'ADN synthétisé avant l'infection. 

Par ailleurs, EBEL-TSIPSIS et coll. ( 16) ont montré 

que les particules transductrices issues de la multiplication 

du phage P22 sur une souche de Salmonella typhimurium, 

contiennent une association d'ADN bactérien et d'ADN phagique 

(représentant de 12 à 15 % de l'ADN total). Ils ont conclu 

que des fragments d'ADN phagique synthétisés après infection 

s'intégrent par recombinaison dans des segments d'ADN 

bactérien. Ces mêmes auteurs ont montré que ni le système de 

recombinaison de la bactérie (rec), ni celui du phage P22 

(erf), ne sont nécessaires pour la transduction ( 17). 

Enfin, nos résultats concordent parfaitement avec 

ceux obtenus par SIK et coll. (53) qui ont montré que la 

transduction chez R. meliloti réalisée par le phage 11, est 

également due à des particules phagiques qui encapsident de 

l'ADN bactérien synthétisé avant l'infection. 



CONCLUSI  O N  

GENERALE 



Ce travail a consisté en l'étude de la lysogénie 

et de la transduction chez Rhizobium meliloti. 

Nous avons donc été amené dans un premier temps, 

à rechercher des souches lysogènes parmi les souches de notre 

collection. Pour ce faire, l'irradiation aux rayons ultra- 

violets s'est avérée tout-à-fait appropriée & cette étude, et 

parfaitement adaptée à notre matériel. 

Parmi les 45 souches étudiées de R. meliloti, 15 

d'entre elles se sont révélées porteuses d'un prophage 

qu'elles peuvent libérer spontanément. Cette libération est 

augmentée par l'irradiation aux UV. 

Ensuite, en nous basant sur la sensibilité des 

souches bactériennes aux phages tempérés isolés, nous avons 

déterminé le spectre de spécificité d'hôte de ces phages. 

Par ailleurs, nous avons montré que l'efficacité 

d'étalement d'un phage varie d'une souche à l'autre, ce 

qui laisse soupçonner l'existence de systèmes de restriction- 

modification chez ces souches. Des travaux en cours vont nous 

permettre de mieux comprendre ce phénomène encore très peu 

connu chez Rhizobium. 

Dans la seconde partie de notre travail, nous avons 

étudié l'influence de la lysogénie sur la sensibilité des 

souches bactériennes à différents phages de notre collection. 

Ceci nous a permis de mettre en évidence des parentés 

entre différents phages tempérés. 

En effet, certains phages se sont avérés "homo- 

immuns", autrement dit, ils sont incapables de se développer 

sur une souche portant un phage tempéré. C'est le cas de la 

souche M5N1 qui est résistante,aux phages (3 M 14' M1-5' 
0 A 161, $3 5B et $3 51B. Ceci est la conséquence de la réores- 

sion de leur ADN par le represseur du prophage (3 M5N1. 



Nous avons particulièrement détaillé, l'étude des 

phages 1 @2, @ 3 ,  @L9 et @M20, ces phages s'étant révélées 

étroitement apparentés. La souche MgS lysogénisée par l'un 

ou l'autre de ces phages, devient résistante aux autres 

phages à l'exception de @ 2. Ce dernier serait un phage 

tempéré dont les sites spécifiques pour l'attachement du 

represseur ont été modifiés par suite d'une mutation. 

Enfin, nous avons mis en évidence la transduction 

du transposon Tn5 grâce au phage @ M26. Les transductants 

deviennent exigeants en leucine, ce qui confirme l'insertion 

du Tn5 dans le gène "Leu" chez la souche 444 ::Tn5.40. ( 2 ) .  

Par ailleurs, le phage @ Mp6 est aussi capable 

de transférer le gène "met+" d'une souche prototrophe : 

la 444, à une souche auxotrophe : 444 ::Tn5.17. 

Ces résultats concordent parfaitement avec ceux 

rapportés chez R. leguminosarum ( 11 ) .  

Nous avons également montré que la fréquence de 

transduction dépend considérablement de la multiplicité 

d'infection. 

Nous avons ensuite recherché l'origine de l'ADN 

des particules transductrices ; il s'est avéré qu'elles 

contiennent de l'ADN bactérien synthétisé avant l'infection. 

Par contre, les particules phagiques infectieuses encapsident 

de l'ADN phagique synthétisé après l'infection. Ces résultats 

confirment les travaux antérieurs de IKEDA et TOMIZAWA ( 2 7 ) ,  

EBEL-TSIPSIS et coll. ( 16) et SIK et coll. ( 5 3 ) .  

L'application de ces techniques de transduction 

à l'ensemble de la collection des phages du laboratoire, consti- 

tue une voie très intéressante pour l'analyse génétique de 

R. meliloti. Son association avec d'autres techniques telles 

que l'hybridation de molécules d'ADN et le clonage nous permet- 



tra de mieux comprendre le comportement génétique de 

R. meliloti et son rôle dans la fixation symbiotique de 

l'azote atmosphérique. 
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