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Le rôle du chimiotactisme et de la mobilité 
dans la symbiose Rhizobium léghineuse a été 
mis en évidence.p,ar l'étude de mutants non 
mobiles et non chimiotactiques de la souche 
de Rhizobium meliloti Ve 26. Les études ont 
été facilitées par la.mise au point d'une 
"mini-serren pour la culture des plantes qui 
permet de contrôler les divers paramètres 
expérimentaux. 

' Dans une première partie, nous avons montré, 
par migration sur milieu semi-solide et 
l'en capillaire", que les exsudats racinaires 
de jeunes plantules de luzerne ont une action 
chimiotactique positive sur la souche Ve 26 
qui n'est pas observée sur les mutants; de plus 
les exsudats de graines en germination ont 
une action inhibitrice de croissance à la fois 
sur la souche Ve 26 et sur les mutants isolés. 

Dans la seconde partie, nous avons étudié la 
compétitivité de la souche Ve 26 sauvage 
(mobile et chimiotactique) et des mutants non 
mobiles et non chimiotactlques, en milieu 
liquide et en substrat solide (perlite et sol). 
Nous avons montré qu'en milieu liquide, la 
mobilité et le chimiotactisme ont peu d'influ- 
ence sur la compétitivité de Rhizobium pour la , 
formation de nodules sur les racines de légo- 
mineuses. Par contre, en substrat solide, ces 
deux propriétés augmentent considérablement 
la compétitivité des bactéries qui les pos- 
sèdent. 





C e  t r a v a i l  a  é t é  e f f e c t u é  au l o b o r a t o i r e  ds 
i , l icrobiologie de 1'U.S.T. L I L L E ,  sous l a  
Di rec t ion  de Messieurs l e s  P ro fe s seu r s  
J . B .  GUILL.AUPJ~E e t  R.  TAILLIEZ, Ù qui  nous 
exprimons no t r e  profond r r s p e c t  e t  nos 
v i f s  remerciements pour l e u r s  pr6cieux 
c o n s e i l s .  
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à î4essieurs l e s  P ro fe s seu r s  J .C. DERIEU;: 
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L ' a p t i t u d e  i n t r i a s é q u e  d ' u n e  s o u c h e  de  R h i z o b i u m  
à s u r v i v r e  d a n s  un  s o l  donn5 ,  à s ' y  m u l t i p l i e r ,  à c o l o n i s e r  l a  
r n i z o s p h è r e  e t  à e n t r e r  e n  s y m b i o s e  a v e c  l a  l é g u m i n e u s e  - 
h ô t e  e s t  e n  r e l a t i o n  a v e c  un c e r t a i n  nombre  de  p r o p r i é t i s  
c a r a c t é r i s a n t  l a  s o u c h e  b a c t é r i e n n e  c o n s i d é r é .  

La m o b i l i t é  d e  Rh izob ium e t  s o n  c o m p o r t e m e n t  ch imio -  
t a c t i q u e  c o n s t i t u e r a i e n t  '=Fa  dans l a  c o m p é t i t i o n  p o u r  a c c l o n i s e r  l a  r h i z o s p h è r e  e t  i n f e c t e r  es r a c i n e s .  

- 
Aious à v o n s  e s s a y é  d e  m o n t r e r  ce t  a v a n i a g e  p a r  d e s  é t u d e s  d e  
c o m p é t i t i v i t é  e n  m i l i e u  l i q u i d e  e t  e n  s o l .  





1 - S o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  

2 - Légumineuses  

1 - M i l i e u x  c o m p l e x e s  

a  - m i l i e u  d e  W r i g h t  
b - n i l i e u  t r y p t o n e  Y e a s t  
c - m i l i e u  Rh izob ium c o m p l e x e  

2 - N i l i e u x  s y n t h é t i q u e s  

a  - m i l i e u  N9A 
b  - m i l i e u  R H B I  
c - X i l i e u  de  NICSL e t  TIiOkl\;J3N ( R T )  

1 - tampon d e  non p r o l i f é r a t i o n  

2 - tampon 3e  rnu tagénèse  

3 - tampon d e  l a v a g e  p o u r  l e  c h i m i o t a c t i s m e  

1 - s i é r i l i s a t i o n  d e s  g r a i n e s  

2 - S t é r i l i s a t i o n  d u  s o l  

3 - d é s i n f e c t i c n  d e  l a  " m i n i - s e r r e H  

4 - S o l u t i o n s  d ' a n t i b i o t i q u e s  



1 - En n i c r o s c o p i e  p h o t u n i q u e  

2 - En m i c r o s c o p i e  é l e c t r a n i q u e  

1 - En m i i i e u  l i q u i d e  

2 - En m i l i e u  s e m i - s o l i d e  

1 - E n  m i l i e u  s e m i - s o l i d e  

2 - P a r  m i g r a t i o n  e n  c a p i l l a i r e  

2 -  ode d e  s é l e c t i o n  p a r  e n r i c h i s s e r r e n t  

a )  I s o l ~ . : ~ i e n t  d e  n u z a n t s  n o n  m o b i l e s  

b )  I s o l e m e n t  d e  m u t z n t s  n c n  c n i r n i c t ù c c l : ~ ~ ~  
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1 - S t g r i i i s a t i c n  d e s  g r a m e s  

à )  mise e n  c s l x u r e  a s e p t i q u e  i n  v i t r ~  

b )  sir  f !L-- ' 1  -tien j -5  c c n d i - c i c n s  n a t u r e i l e s  : 
e s s a i s  e n  " m i n i - s e r r e  " 

4 - P r g p a r a t i c n  d ' e x  s u d a t s  r a c i n a i r e s  

5 - I s o l e r i i ~ n t  ces b a c t o r i e s  infzs8;t:e:ises dzs n o d u l e s .  



1 - i + c z i o n  zies ïa, a n c  u l t r a - v i ; l c 2 z s  ( J . ' J .  ) 

2 - A c t i o n  d e  l a  i d  - n i c ï o  Îi  - m i ~ h y l  I V  - n i t r o  
s o g u a n i d i n e  ( IJTG ) 

3 - 1 s o i e : n s n t  d e s  m i l t d n t s  ..................... 

1 - E n r l c h l s s e m e n t  d e  1 i p o p u l a t i o n  U , c t S r l e n n r  
s i ; u m i s e  au m u t a g è n e ,  e n  m u t ~ n z s  n o n  ~ o b l l e s  e t  non c h i 7 - o t a c t i q u e s .  

a )  i : o û ~  ce s i l e ç t i o n  d e  m u t a n t s  non m o b i l e s  
(mob- ; f l a - )  

i-iernarci~e : L i i s t i n c t i o n  e n t r e '  r n i 3 ï a t i c . n  
e t  m u l t i p l i c a t i o n  b a c t é r i ~ r ~ n e  

t i e m a r q u e  : F s r m a t i o n  ciLas a n n e z u x  c n i m i o -  
t a c t i q u e s .  

C - E t u a e  c o i n p d r a t i v e  des m u t a n i s  i s s l k s  ------------------------------------ 
1 - E t u d e  s u r  m i l i e u  s e m i - s o l i j e  

c )  I n f l u e n c e  d u  t e m p s  e t  d e  l a  t e m p é r a t u r e  
s u r  l a  m i g r d t i o n  , 

d )  I n f l u e n c e  a e s  e x s ~ d a t s  r a c i n d i r e s  s u r  
l a  m i y r a t i o n  . 

2 - Etude  d e  l a  r n i q r c t i o n  e n  c 2 p i l l z i r e  

a )  I n f l u e n c e  Ue l z  t e m p é r a t u r e  sur l a  " n i -  

g r a t i o n  e n  c e z p i l l L 3 i r e  " 

b )  A c c u m ~ l  .tien (,es o a c i l ' r i e s  a a n v  un c a p i l -  
l a i r e  e n  F o n c t i o n  d u  t e m p s  

r )  I n f l u e n c e  d e s  e x s u d o t s  r a c l n a l r e c  SLL  l a  . i n i g ï a t i o n  



a  - m i c r o s c o p i e  p h o t o n i q u e  
b - m i c r o s c o p i e  é 1 E c c r o n i q u e  

1 - T e s t  d e  n o d u l a t i o n  

2 - C o e f f i c i e n t  d f i n f e c t i v i t é  e t  s o n  é v o l u t i o n  er; f u n c t i o n  
GU t e m p s  

I I I  

1 - i i s e  a u  p o i n t  c e  l a  c u l t u r e  e n  I f m i n i - s e r r e "  s u r  
s u b s t r a t  s o - i d e .  

3 - C o e f f i c i e n t  d ' i n f e c t i v i t é  

4 - E t u d e  d e  la c o m p é t i t i v i t é  

a - e n t r e  s o u c h e  'di! 26 m o b i l e  e t  s o n  W t a n T  non 
c n i m i o z a c t i q u e  ( c h é )  

b - e n t r e  s o u c h e  Ve 26 m o b l l e  e t  s o n  r ~ u t a n t  n c n  
o b i l e  ( f i a )  
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- l a  p r é p a r a t i o n  du s u b s t r d t  

- l a  p r i 2 ~ a r a t i o n  d e  l f i n o c ~ l u m  

- l e  t e s t  d e  c u m p é t i t i v i t é  





La b a s e  du  f o n c t i o n n e m e n t  d e s  ê t r e s  v i v a n t s  e s t  
l i é e  à l e u r  c a p a c i t é  5 r e c e v o i r  l z s  i n f o r z a t i o n s  a e  l'en- 
v i r o n n e m e n t ,  d e  l e s  t r a i t e r  ( c ~ m p u t a t i o n )  e t  d ' y  r g ? o n ! i r e  
d e  a a n i i r e  à p p r o p r i é e .  

moment q u e  l e s  b a c t é r i e s  f o n t  p r e s q u e  d e  
m e m e ,  on p e u t  a i s é m e n t  s u p p o s e r  q u ' i l  y  a  un l i e n  é v o l u t i f  
e n t r e  l e  c o m p o r t e m e n t  b a c t é r i e n  e t  z e l u i  ües ê t r e s  s i p é r i e u r s .  
S e L o n  3RCAL ( 8 5 )  l e  c n i m ~ o t a c t i s m e  b a c t é r i e n  e s t  un s y s t è m e  
s e n s o r i e l  primitif. C ' e s t  une  r P p o n s e  b r o i o g i q u e  u n i v z r ~ e l l r  
d '  a p r è s  i:JSPLAN9 ( 6 3 )  . 

L e s  o r g a n i s i ~ e s  r é a g i s s e n t  v i s  à v i s  d e  s u b s t a n c e s  
n u t r i t i v e s ,  d t 6 1 G m e n t s  t o x i q u e s  ou  d e  c o m p o s é s  hormonaux.  
Le c h i m i o t a c t i s m e  e s t  un phénomène b i o i o g i q ~ ~ e  q L i  p o u r r a i t  
i n t e r v e n i r  d a n s  d e s  f o n c t i ~ n s  t e l l e s  q u e  l a  n u r r i t i o n ,  l a  
s e x u a l i t é  ( 6 6 ) ,  l a  p r é d a t i o n ,  l e  p a r a s i t i s m e  ( 4 5 )  e t  l a  
s y m b i o s e  (1136). 

Le r ô l e  du  c n i m i o t a c t i s m e  e t  d e  l a  r n o ~ i l i t é  bac-  
t é r i e n n e  d a n s  l ' é c o l o g i e  du s o l  a  é t é  s i g n a l é  p a r  CHET ( 3 3 )  
La r i c h e s s e  du  s o l  e n  é i s m e n t s  n u t r i t i f s  a J  n i v e a u  d e  l a  
r h i z o s p h é r a  f a v o r i s e  un p u l l u l e m e n t  d e  m i c r o o r g a r î i s m e s .  

i l a p r è s  BRCUGHTJN ( $29) e t  CHET ( 3 3 ) ,  c e t i e  a c c u m u l a t i o n  
r é s u l t e  à l a  f ~ i s  d ' u n e  p r û l i f é r a t i o n  e t  d ' u n e  m i g r a t ~ o n .  
L e t t e  a i c u m u l a t i o n  e s t  p r é f é r e n t i e l l e  : l a  p l a n t e  e x e r c e r a i t  
u n e  a c t i o n  s é l e c t i v e  s u r  l e s  m i c r o o r g a n i s m e s  de  l a  r h i z o s p h 6 r e  
( 3 7 ) .  

Un e x e m p l e  t y p i q u e  d e  c e t t e  s e l z c t i o n  p r é f é r e n t i e i l e  e s t  
l ' a c t i o n  d e s  p l a n t e s  d e  l à  f a m i l l e  d e s  l é g u m i n e u s e s  s u r  l e s  
b a c t é r i e s  d e  l a  f a m i - i e  d e s  R h i z o b i a c é e s .  

L ' a s s o c i a t i o n  l é g u m i n e u s e  Rh izob ium c o n s t i t u e  un 
ph5nomène c i m p l e x e ,  q u i  p d r  d e s  p r o c e s s u s  b i o l o g i q u e s  e t  
b i o c h i m i q u e s ,  p e r m e t  l a  f i x a t i o n  d e  l ' a z o t e  l i b r e  d e  l ' a i r  
l e s  l é g u m i n e u s e s  e n  s y m b i o s e  a v e c  Rh izob ium p e r m e t t e n t  l e  
r e c y c l a g e  c o n t i n u e l  d e  l ' a z o t e  p a r  s o n  p a s s a g e  de l a  f o r m e  
i n o r g a n i q u e  à l a  fo rme  o r g a n i q u e .  



T o u t  l e  mode s ' a c c o r d e  à d i r e  q u e  l a  ~ ~ ~ r n b i o s e  
~ J h i r o b i u m  l é g u n i n e u c e  e s t  bén6f i : l ue  p o u r  l e s  c u l c u r e s  
c é r é a l i è r e s .  S e u l s  l e s  a g r o n s m e s  s a v e n t  2 u ' i l  e s t  t r è s  
a i f f i c i l e  d e  p r o f i t e r  a d  maximum d e  ce t  a v a n t a g e ,  s u r t o u t  
q u a n d  l e  s o l  c o n s i d é r é  n e  c o n t i e n t  p a s  une  p o p u l a t i o n  
S e  Rhizobium i n d i g è n e .  P o u r  l e  s u c c é s  d ' u n e  c u l t u r e  d e  
l é g u m i n e u s e s  il f a u t  q u e  l a  s o u c h e  s p é c i f i q u e  s o i t  p ï é -  
s e n t e  à une c e r t a i n e  c o n c e n t r a t i o n  d a n s  l e  s o l .  L ' u n e  d e s  
p r e m i è r e s  d i f f i c u l t é s  e s t  d e  c o l o n i s e r  u n  s o l  p a r  une  sou -  
c h e  d e  Rh izob ium.  La s o u c h e  c h o i s i e  d o i t  s u r m o n t e r  t o u s  l e s  
f a c t e u r s  d e  c o m p é t i t i o n  du s o l .  

L e s  r e c h e r c h e s  e n  r a p p o r t  a v e c  l e s  " e n g r a i s  
s a c t é r i s n s "  comme l a  b a c t é r i s a t l o n  a e s  s o l s  e t  a e s  s e n e n c e ç  
p a r  d e s  m i c r o o r g a n i s m e s  f i x a t e u r s  d ' a z o t e .  T e l  Hhizoblum 

4 
a c c o r d e n t  a c t u e l l e m e n t  un r ô l e  i m p o r t a h t  à l a  m o b i l i t é  e t  
a u  c h i m l o t a c t i s m e  : ces phénomènes  c o n s t i t u e n t  un a v a n x a g e  d a n s  l a  

c o m p é t i t i o n  d e s  s ~ u c h e s  d a n s  l e  s o l  p a r  ra .por t  a u x  b a c t é r i z s  
non m o b i l e s  e t  non c h i m i o t a c t i q u e s .  

ROVI2A ( 9 3 )  s i g n a l e  q u e  Rh izob ium e s t  e n  p i u s  g r a n d  
nombre que l e s  a u t r e s  m i c r o o r g a n i s m e s  d a n s  l a  r h i z o s p h è r e  
ûes l é g u m i n e u s e s .  C e l a  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é  comme l a  p r e m i è r e  
m a n i f e s t a t i o n  v i s i b l e  d e  l ' a s s o c i a t i o n  s y m b i o t i q u e  Zhizobiurn  - 
l é g u m i n e u s e .  E l l e  es t  d u e  e n  p a r t i e  à une m i g r a t i o n  d e s  
b a c t é r i e s  v e r s  l e s  r a c i n e s  d e  l a  l é g u m i n e u s e .  La m o b i l i t é  e t  
l e  c h i r n i o t a c t i s m e  f a v o r i s e r a i e n t  c e t z e  a s s o c i a t i o n  e n  p e r m e t -  
t a n t  une m e i l l e u r e  c o l o n i s a t i o n  d e  l a  r h i z o s p h è r e  de 13 l é g u m i -  
n e u s e  p a r  l a  s o u c h e  d e  Rhizobium.  
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T o u t e  c e l l u l e  v i v a n t e  e s t  c a p a b l e  d e  mouvements.  L ' i n t e n s i -  
t é  d e  ces mouvemen t s  v a r i e  a v e c  l ' â g e ,  l e  t y p e  e t  l a  d i f -  
f i r e m i a t i o n  d e  l a  c e l l u l e .  

C e r t a i n s  m i c r o o r g a n i s m e s  p e u v e n t  r a m p e r  o u  , l i s s e r  s u r  l e  skD- 
s t r a t  ; d ' a u t r e s  p e u v e n t  n a g e r  s a n s  c o n t a c t  a v e c  l e  s u b s t r a t  
( a u  s e i n  d ' u n  l i q u i d e ) .  L e s  p r e m i e r s  se d é p l a c e n t  g r â c e  à 
u n  f l u x  p r o t o p l a s m i q u e  a v e c  ou  s a n s  é m i s s i o n  d e  p s e u d o p o d e s ,  
l e s  a u t r e s ,  g r â c e  à d e s  o r g a n z s  e x t e r n e s  ( c i l s  ou  f l a g e l l e s )  
o u  p a r  d e s  o n d u l a t i o n s  du c o r p s .  

EHAENBEdG, e n  1836, p e n s a i t  q u e  les  f l a g e l l e s  f c n c t i o n n a i e n t  
comme d e s  m u s c l e s  p e r m e t t a n t  l e  d é p l a c e m e n t  d e s  b a c t é r i e s  ( 5 7 )  FIJ-  
PE3 a s s u r a i t  e n  1946 q u e  l e s  f l a g e l l e s  n e  s o n t  q u e  d e s  ex- 

~ r o i ~ s a m c e s  d e  l a  cnembrane c y t o p l a s m i q u e  n ' a y a n t  a u c u n  rDle 
d a n s  l a  l o c o m o t i o n  ( 5 7 ) .  A c t u e l l e m e n t  il e s t  a d m i s  que  l e s  
f l a g e l l e s  s o n t  p a r t i e l l e m e n t  ou  t o t a l e m e n t  r e s p o n s a b l e s  Ùu ncu-  
vement  c h e z  l e s  b a c t é r i e s  f l a g e l l é e s  ( 5 7 ) .  

L e s  b a c t é r i e s  f l a g e l l é e s  onL un ou  p l u s i e ~ r s  f l a -  
g e l l e s  q u i  p e u \ / e n t  E t r e  e n  p o s i s i o n s , p o l a i r e s ,  l a t i r a l e s  ou si- 
t u E s  t o u t  a u t o u r  d e  l a  b a c t é r i e .  

L e s  f l a g e l l e s  s o n t  g é n é r a l e m e n t  c o n s t i t u é s  d e - 3  z o n e s  
m o r p h o l o g i q u e s  d i s t i n c t e s  : 

- Un l o n g  f i l a m e n t  q u i  p e u t  a t t e i n d r e  25 Pm 
- Une c r o s s e  ou  c r o c h e t  80 à 90 nm e t  d e  d i a m è t r e  lé-  

g è r e m e n t  s u p é r i e u r  à c e l u i  dd f i l a m e n t .  



Lipopolysaccharides 
PAROI , 

Peptidoglycanes 

P E I ~ B ~ N E  CYTOPLASWIQUE 

FIGUl3.X 1 Sh6ma d'insertion du f l a g e l l e  
chez les  bacteries Gratu(-) . ( 108)  

FIGURE 2 Nodel dWun f i l a m e n t  f l n g e l l a i r e  
de  type comp7.exe . 

I l l u s t r a t i o n  d e  l 'aspect  d'un f,m- 
mont d e  f 1.ugclle npr4s col~rntion ne- 
gat ivo  .Le contraste dc l a  regiou 
ccntrnle montre les trais brins en- 
roul6s en h é l i c e  . 

D'aprbs SCIDJITT et a l .  (94 )  



- Une s t r u c t u r e  b a s a l e  q u i  e s t  l e  p o i n t  d ' i n s e r t i o n  
du f l a g e l l e  d a n s  l ' e n v e l o p p e  b a c t é r i z n n e  (67). 

L ' é t u d e  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  d e s  f l a g e l l e s  
m o n t r e  q u ' i i s  s o n t  s e m b l a u l e s  c h e z  l a  p l u p a r t  d e s  b a c t é r i e s  ( 9 7 ) .  
Le d é t a i l  d e  l a  s t r u c t u r e  du  f l a g e l l e  e s t  o b t e n u  p a r  l a  t e c h n i -  
q u e  d e  c o l o r a t i o n  n é g a t i v e  ou  p a r  l ' é t u d e  d e  d i f f r a c t i o n  d e s  
r a y o n s  X ( 6 9 ,  9 9 ) .  

Le f i l a . & n t  f l a g e l l a i r e  es t  f o r m é  d e  t r o i s  u n i t é s  f i b r i b  
l a i r e s  c o n s t i t u é e s  p a r  un e n c h d i n e m e n t  d e  m o l é c u l e s  g l o b u l a i r e s  : 
l a  f l a g e l l i n e .  L e s  f i l a m e n t s  d e  f l a g e l l i n e  p e u v e n t  ê t r e  a u  nom- 
b r e  d e  t r o i s  e n r o u l é s  ( 6 9 )  a u t o u r  d ' u n  a x e  c r e u x  
( 96 ) o u  a u  nombre d e  c i n q  a l i g n é s  p a r a l l è l e m e n t  ( 6  9). 
F i g  2 .  

C e s  é t u d e s  e n  m i c r o s c o p i e  é l é c t r o r i l q u e  à h a u t e  r é s o l u -  
t i o n  o n t  c o n f i r m é  l e s  r é s u l t a t s  b i o c h i m i q u e s .  Le f i l a m e n t  f l a -  
g e l l a i r e  e s t  f o r m é  d ' u n  s e u l  t y p e  d e  p r o t é i n e s  d e  p o i d s  molécu- 
l a i r e  c o m p r i s  e n t r e  30  ULlO e t  40 JEU ( 5 5 ) .  î v l i . \ t 3 U Y A t J l ~  ( 7 3 )  r a p -  
p o r t e  l u i  un p o l d s  m o l é c u l a i r e  e n t r e  30 300 e t  60 330. 

Le c r o c h e t  a  u n e  s t r u c t u r e  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  du 
f l a g e l l e .  9 e  9 0  nm d e  l o n g ,  il a  un d i a m è t r e  l é g è r e m e n t  p l u s  
g r a n d  q u e  c e l u i  du fila men^. L a  p r o t é i n e  c o n s t i t u t i v e  es t  p l u s  
s t a b l e  q u e  c e l l e  du  f i l a m e n t  a u x  c o n a i t i o n s  d e  pH e t  d e  tempé- 
r a t u r e  d e s  e x p é r i e n c e s  d e  d é p o l y m é r i s a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  f l a -  
g e l l a i r e s  ( 5 5 ) .  SILVEaMAN ( 9 7 )  s u p p o s e  q u e  l e  c r o c h e t ,  vu s a  
r i g i d i t é  p e r m e t  l a  t r a n s m i s s i o n  du mouvement a u  f i l a m e n t .  

La s t r u c t u r e  b a s a l e  a p p a r a i t  l a  p l u s  c o m p l e x e  p a r t i e  
du  f l a g e l l e .  E l l e  e s c  c o n s t i t u é e  d ' u n e  s E r l e  :e q u a t r e  a n n e a u x  
c h e z  l e s  b a c t é r i e s  2i gram n é 9 a t i f ( 9 7 ) .  Deux a n n e a u x  e x x e r n e s  

( d é s i g n é s  p a r  L  e t  P )  s e r v e n t  à l ' a n c r a g e  d e  l a  s t r u c t u r e  d a n s  
l a  c o u c h e  e x t e r n e  d e b  p a r o i  o a c t é r i e : i n e  e t  J e u x  i n t e - n e s  ( M  e t  5 )  
a t t a c h é s  à l a  membrane c y t o p l a s m i q u e  ( f i g  : 1 ) .  L e s  a n n e a d x  i n -  
t e r n e s  j o u e r a l e n t  un r 5 l e  d a n s  l e  modvement ( 5 9 ) .  

Le mouvement b a c t é r i e n  ...................... 

La b d c t g r i e  p o u r  se d é p l a c e r  impr ime  2 s o n  f l a g e l l e  
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Fc ; fréquence des culbutcs 

D'aprdç Bu~G(30) , 



Li1 , , louvement d e  r z t a t i u n  ( 1  7 ) .  Le f l a g e l l e  eri f o r ~ e  d ' h é l i c e  ri- 
g i d e  e n  t o u r n â n t  d a n s  l e  s e n s  d e  r o t a t i o n  d e s  a i g u i l l e s  d ' u n e  
m o n t r e  (=  s e n s  h o r a i r e )  o u  d a n s  l e  s e n s  c o n t r a i r e  ( =  s e n s  a n t i -  
h o r a i r e ) " d é p l a c e  l a  b a c t é r i e  s o i t  v e r s  l ' a v a n t  s o i t  v e r s  l f d r r i È r e .  

Le  f l a g e l l e  ne  c o n t i e n t  p a s  de  s y s t è m e  e n z y m a t i q u e  q u i  
p e r m e t t r a i t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  d e  l ' é n e r g i e  c h i m i q u e  e n  é n e r g i e  
mécan ique .  La s t r u c t u r e  b a s a l e  e s t  à l ' o r i g i n e  du  mouvement : l t a n -  
neau  i n t e r n e  ( P I )  a u  n i v e a u  d e  l a  membrane c y t o p l a s m i q u e  r e l a t i -  
vement  f l u i d e  s e r v i r a i t  d e  " r o t o r " ,  l e  mécanisme q u i  e n t r a î n e  ce 
mouvement est  peu  connu  ( 5 6 )  ; l ' a n n e a u  ( P )  s i t u é  a a n s  l a  c o u c h e  
d e  p e p t i d o g l y c a n e  r e l a t i v e m e n t  r l g i d e  s e r v i r a i t  d e  " s t a t o r "  ( 9 7 )  
f i g .  1. 

En l ' a b s e n c e  d ' u n  e f f e c t e u r  c h i m i o t a c t i q u e ,  l e s  b a c t é -  
r i e s  m o b i l e s  se d é p l a c e n t  s e l o n  une s u c c e s s i o n  d e  t r a j e c t o i r e s  
r e c t i l i g n e s  e t  de  b a s c u l e m e n t .  S'fLvE%r!iAN e t  SIPiGh ( 9 7 )  o r , t  mon- 
t r é  que  l e  s e n s  de  r o t a t i o n  d e s  f l a g e l l e s  e s t  d i f f é r e n t  d a n s  l e s  
deux  p h a s e s  ( d e  nage  c a l m e  e t  d e  b a s c u l e m e n t ) .  Une b a c t É r i e  mono- 
f l a g e l l é e  p i é g é e  p a r  s o n  f l a g e l l e  s u r  une  l ame  d e  m i c r o s c o p e  ( 2  
l ' a i d e  d ' a n t i c o r p s  a n t i f l a g e l l i n e j  t o u r n e  a u t o u r  e t  c n  a x e  c a s s a n t  
p a r  l e  p o i n t  d ' a t t a c h e  du f l a g e l l e .  La b a c t é r i e  t o u r n e  t ians l e  s e n s  
h o r a i r e  p u i s  de  t e m p s  e n  t e m p s  i n v e r s e  c e t t e  r o t a t i o n .  L e s  r o t a t i o n s  
d a n s  l e  s e n s  h o r a i r e ,  d e  l o n g u e  d u r é e ,  c o r r e s p o n d e n i  à l a  p h a s e  d e  
n a g e  r e c t i l i g n e  ; l e s  r o t a t i o n s  d e  c o u r t e  d u r é e  d a n s  l e  s e n s  an'i- 
h o r a i r e  c o r r e s p o n d e n t  a u x  b a s c u l e m e n t s  ( o u  c u l b u t e s )  ( f i g .  3 ) .  

La f o n c t i o n  c h i m i o t a c t i q u e  

Le  c h i m i o t a c t i s m e ,  mouvement d ' a p p r o c h e  o u  de  f u i t e  à 
l ' e n c o n t r e  de  p r o d u ~ t s  c h i m i q u e s ,  a  é t é  d é c z u v e r t  il y  a  un si>- 
c le  p a r  ENGELiYAN e t  FFEFFER. L e s  t r a v a u x  menes j u s q u ' e n  1966 s o n t  
a s s e z  s u b j e c t i f s .  AGLER (1  ) a  m i s  a u  p o i n t  deux  t e c h n i q u e s  p r i n -  
c i p a l e s  p e r m e t t a n t  l a  d é f i n i t i o n  a e s  c o n d i t i o n s  d e  m o b i l i t é  e t  d e  
c h i r n i o t a c t i s m e ,  a i n s i  q u e  l ' é v a l u a t i o n  q u a n t i t a t i v e  d e  l a  r é p o n s e  
c h i r n i o t a c t i q u e  ( f i g  4 e t  5 ) .  

La prernièr ,e  est  une méthode d i t e  e n  I f b c i t e  de  P e t r i " .  
La m i g r a t i o n  se d E r o u l e  e n  m i l i e u  s e r q i - s o l i d e .  P o u r  l a  v i s u a l i -  
s a t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  c h i m i o t a c t i q u e  p o s i t i v e  ( a t t r a c t i o n ) ,  un 
i n o c u l u m  b a c t é r i e n  e s t  d é p o s é  a u  c e n t r e  d ' u n e  b o î t c  d e  P e t r i  
c o n t e n a n t  un m i l i e u  minimum d e  c r o i s s a n c e  f a i n l e m e n t  gél.osé e t  

*( I l  e s t  a d m i s  p a r  c o n v e n l i o n  que  i ' o b s e r v d t e u r  d é t e r m i n e  l e  
s e n s  de  r o t a t i o n  d u  f l a g e l l e  l o r s q u e  l a  b a c t c r i e  s ' é l o i g n e  d e  
l u i  .) 
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1 3  s u t i s t a n c e  a t t r a c t i v e  c h o i s i e .  En consommant ce7 ; i e  s i iascs i :ce ,  
l e s  b a c t é r i e s  c r é e n t  e l l e s  m2me un g rad ie r - i t .  I l  s e  :'orme un 
a n n e a u  9s d e n s i f i c a t i o n  b a c t é r i e n n e  a u t o u r  r i "  p o i n t  d ' i n o -  

c u l a t i o n  ( f i g  4) .  

La deux ième  t e c r l n i q u e  e s t  a p p e l é e  " méthode  d e  mig ra -  
t i o n  e n  ~ a p i l l ~ i i i ~  ". E l l e  c o n s i s t e  el! un dénombrement  C e s  i;ac- 
t é r i e s  a y a n t  n i q r i  d ' u n e  m i c r o c h a m b r e  d a n s  un ~ a p i 1 l : ~ i r r  c o n t e -  
n a n t  la s u b s t a n c e  à t e s t e r .  E l l e  p e r m e t  donc  une  é v a l d a t i o n  
q u ~ n t i x a t i v e  d e  l a  ï é p o n s e  c i i i i n i o t a c t i q u e ( f i y  5). 

G r â c e  à ces deux  t e c r i n i  ; u e s  conp lémen  ; a i r e , ,  n iLE3  
( 1 , 3 , 4 , 6 )  a  S h b l i  l ' e s s e n - c i e l  d e s  cûnna;  s o n c e s  d c , u e , l e s  s u r  
l a  ~ e r c e p t i o n "  b a c t é r i e n n e .  

La mé thode  e n  m i i i e u  s ~ m i - s o l i d e  se r t  2 l ' é t u d e  s y s -  
t é m a t i z u e  d e  s c h s t a n c e s  v s r i é e s ,  p e r m e t  une p r e m i è r e  e s t i m a -  
t i o n  a u  doma ine  d e  c o n c e n t r a t i o n s  a p p r o p r i e e s ,  e t  l ' i s o l e m e n t  
d e  d i v e r s e s  c l a s s e s  d e  m u t a n t s .  

La t e c h n i q u e  d e  m i g r a t i o n  e n  c b p i l l a i z a  zst u t i l i S é e  
p o u r  l a  d é f i n i t i o n  d e s  c o n d i t i o n s  p h y s i c o c h i m i q u e s  uu  c h i m i o -  
t a c t i s m e ,  1 ' 6 v a i . u ~  t i o n  q u a n c i t z  t i v e  a e  l a  r g p o n s e  c h i r i o  t a c t i -  
q u e ,  l a  d é  t e r m i n a t i o n  d e s  c o n c e n t r n  c i u n s  op cin ic i les  c t 1 i i i : i na i -  
r e s ,  l'étude 3u c o m p o r t e m e n t  D a c t é r i e n  e n  p r g s ~ n c e  ce i e a x  
s u b s t ù n c e s  a c t i v e s .  

C e s  deux  t e c h n i z u e s  s o n t  t r è s  u - i l i s G e s  d a n s  l ' m a -  
l y s e  du  c o m p o r t e m e n t  c h i , i i i s t ù c t i ~ ; u e  à c a s e  d e  l e u r  f a c l l i  ~6 
e e  l e u r  s o u p l e s s e  f ' u t i ~ i s a t i o n  ( 1 6 , 2 7 , 4 2 , 5 7 , 6 3 ) .  

La m o b i l i t é  e s t  d u e  à 1~ r o e a t i o n  d e s  F l o b e l l e s ,  l a  
c h i r r i o t a x i e  e s t  r i 2 a l i s é e  p a r  u n e  r ~ ' ; u l 3 t i o n  du s e n s  5 e  r o c , d t i o n  
u e s  f l ù g e l l z s .  L a  r6 , i onse  cb; ,n icxact ; ;ue  eri t d n t  ;de " ~ 1 :  o n s e  
à une  s e n s a - c l o n  " cornprend u n e  dg c e c t i  , n ,  une  a n d l - ~ s e  e t  une  
r é p o n s e .  

:>es  r e c e p t r u r s  s i , : ù é s  à l a  p é r i p h é r i e  ùe  l a  D a c t k r i e  
r e ç o i v e r i t  d e s  s i ~ n a u x  I f .  Ceux-c i  s ~ n t  a l o r s  t r a i t é s  e t  l t i n -  
f o r i : i a t i o n  e s t  t r a n s i n i s e  e n s , , ~ t e  a u x  f l a q e i k s ,  p r o v o q u a n t  l e  
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mdin ~ i e n ,  l ' aug inen  .a c l o n  ou i 3  d i r i i l n u i l o n  d s s  f r 6 r ; u e r i c e s  
d ' m b e r s l o n  du s e n s  d e  l e u r  1 0 - a t i a n .  

9 u  p o l n t  d e  v u e  m o l G c u i ~ i r e ,  ie m é c a n i ~ m r  c h i m i o -  
t a c t i q u e  c o m p r e . ~ d  : 

+ Des c h i m i o r é c e p t e u r s  q u i  d é t e c t e n t  l a  p - é -  çe n- 
ce e t  l a  c o n c e n t r a ~ i o n  d e s  e f f e c t e ~ r s  c h i m i o ~ a c t i q u e s .  1 1  
e x i s t e  d e s  c h i m i o r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  (2,s , 52) .  e t  d e s  
c h i m ~ o r é c e p t e u r s  q u i  p e u v e n t  c é z e c t e r  p l u s l e u r s  s u ù s t h n c e s  
d i f f é r e n t e s  ( 7  1,104). 

' C e s  c h i m i o r é c e p t e u r s  s o n t  d e s  p r o t é i n e s  m e m b r a n a i r e ç  o u  a e s  
p r o t é i n e s  l i b r e s  d a n s  l ' e s p a c e  p é r i p l a s m i q u e .  

+ Jes p r o t é i n e s  mé thy1 ;b l e s  d e  l a  membrane  i n t e r n e ,  
q u i ,  l o r s  d ' u n e  s t i m u l a t i o n ,  s o n t  contactées p a r  l e  c o m p l e x e  
e f  f z c t r u r - c h i m i o r é c e p t e u r  ( 5 5  , . 5 2  , 100). Ces p r o t é i n e s  
e n t r a k e n t  deux  d c t i o n s  : 

- Une a c t i o n  r a p i d e  ( z x c i t a t i o n )  q u i  a p o u r  e f f e t  

d e  m o d i f i e r  i m m é d i a t e m e n t  l e  c o r n p ~ ï t e m e r . t  d e s  f l o j c i l l z s  ; 
l e  s i y r i a i  q u i  e n t r a î n e  c e r t e  n o d i f l c a t i o n  e s t  rndl c o ( i n u  
( Ca--, p o t r r i i i e l  o e  m e r n ~ r a n e ,  c o r l p l e x e s  p r ~ ~ i i q u e s  ? )  
( I G , ~ u , E I ~ , ~ ~ ) .  

- Une a c t i o n  l e n s e  ( a d a p t a t i o n )  q i i  f a i t  c s n L r e  - 
p o i d s  à l ' e x c i t a t i o n  e t  e n t r a î n e  un ; e t ü u r  du  c o ~ p o r t e r e n t  
d u  f l a g e l l e  à l ' e t a t  q u i  e x i s t a i z  a v a n t  l a  s t l ~ ~ i u l d t i o n  (9,ÎdJ). 
Le s u p p o r t  m o l é c u l a i r e  d e  l ' d d d p t c l t i o n  e s t  l a  m:thylcdclon 22s 

p r ~ t é i n e s  m e m b r a n d l r e s  ( 9 ,  6 3 ,  85). , .  

+ Ues p r o t é i n e s  q u i  r é a l i s e n t  l t i n t 6 g r s t l ~ n  d e  l ' i n -  
f o r m a t i o n  p r o v e n a n t  d e s  r é c e p t e u r s  e t  q u i  c u n r r E l e n ~  I r  s e n s  
d e  r o r a t i o n  d e s  f l a g e l l e s .  

+ Des p r o t é i n e s  n é c e s s a i r e s  à l a  s y n ~ h è s e  e t  l a  ro -  
t a t i o n  d e s  f l a g e l l e s  ( 9 7 , 7 2 ) .  

Le t a b l e a u  1 i n d i q u e  c;ut?l:1ues p r o d ~ c t e u r s  d e  
ces  d i v e r s e s  p r o r é i n e s  ( 9 7 , 9 ü ,  101 ) . 
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FIGURE 6 : mcslisation sur les cartes g4n&tiqrrcs de 

S .  typhinuriun et E. coli des di f férents  &nes 

cor~.sspondnnt a' la mobilit6 (rnob), l a  syn- 
t h & s e  des f l a g e l l e s  rfXn7, au chiiniatactime 

(ch& et a ltcntig6ne ant i f lage l la ire  (hrg) . 
Dvaprés SILVEalHAN et SIEON (97). 



La f i g u r e  6 i n d i q u e  1 ù  l o c a l i s a t i o n  s u r  l e s  c a r t e s  
g é n é x i q u e s  d e  5. t y p h i m u r i u m  e t  E. c o l i  d e s  g*nes  c ü r r e s p o n a a n t  
à l a  m o b i l i t é  e t  âu  c n i r r i o t a c t i s m e  (16,97). 

L ' b t u d e  d e  ces c a r t e s  g é n & t i l u e s  m o n t r e  q u e  l e s  g k n r s  
c o r r e s p o n d a n t s  a u  c h i m i o t a c t i s m e ,  m o b i l i t é  e t  s y n x h è s e  o e s  
f l a g e l l e s  s o n t  r e g r o u p é s .  3n  n o t e  a u s s i  une c e r t a i n e  homtilo- 
g i e  d a n s  l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  $ries c o d a n t s  p o u r  l e s  f l a g e l l e s  
s u r  l e  ggnorne d e s  deux  b a c t é r i e s .  

L e  c o m p o r t e m e n t  c h i m i o t a c t i q u e  

En p r é s e n c e  d ' u n  e !  f e c t e u r  c h i m i o - t o c t i q u e  l a  frs- 
q u e n c e  d e s  c u i b u t e s  v a r i e .  q u a n d  l a  b a c t é r i e  d é t e c t e  une  aug-  
m e n t a t i o n  d e  c o n c e n t r a t i o n  d ' u n  a t t r a c t i f  - ou  u n e  d i m i n u t i o n  
de c o n c e n t r a t i o n  d ' u n  r é p u l s i f  - e l l e  s u p p r i m e  t z m p o r a i r e n b n :  
ses  b a s c u l e m e n t s  d e  s o r t e  q u ' e l l e  c o n t i n u e  à se d é p l a c e r  d a n s  
u n e  d i r e c t i o n  q u i  l u i  e s t  f a v o r a b l e .  C o n t r a i r e m e n t ,  d a n s  une  
d i m i n u t i o n  d e  c o n c e n t r a t i o n  d ' u n  a i t r a c t i f  - ou  u n e  augnien- 
t a t i o n  d e  c o n c e n t r a t i o n  d ' u n  r é p u l s i f - l e s  b a c t é r i e s  c c l o u -  
t e n t  " p l u s  s o u v e n t  (18,71,73). 

La caractéristique p r i n c i p a l e  du c n i m i n t a c  ~ i s m e  e s t  
c e t t e  r 6 g u l a t i o n  d e  l a  f r é q ~ e n c e  d e s  c u l o u t e s .  Le d e p l a c e m e n t ,  
q u i  e n  a p p a r e n c e  e s t  f o r t u i t ,  e s t  e n  r é a l i x é  o r i e n 5  e n  p r é -  
s e n c e  d ' u n  e f f e c t e u r  : L e s  t r a j e t s  r e c t i l i q n c s  s o n t  p r c l o n -  
g é s  l o r s q u e  l e s  b a c t é r i e s  é v o l u e n t  v e r s  un e n v i r o n n e m  >nx  f a -  
v o r a b l e ,  e t  s o n &  r a c c o u r c i s  d a n s  l e  cas c o n t - r a i r e ,  

L e s  D a c t é r i e s  m o b i l e s  e n  c o n t r 3 l d n x  a i n s l  l e u r s  dé- 
p l a c e m e n t s ,  p e u v e n t  a m e l i o r e r  l e u r  e n v i r o n n e m e n t .  E l l e s  
s o n t  e n  e f f e t  c a p a b l e s  d e  n a g e r  v e r s  d e s  c o m p o s é s ,  t e l s  d e s  
n u t r i m e n t s  f a v o r a b l e s  à l e u r  s u r v i e  e t  d e  f u i r  c e u x  q u i  
p e u v e n t  l e u r  ê t r e  n o c i f s .  E l l e s  c o n i r 8 l e n c  d o n c  l e s  c o n d i t i o n s  
d e  l e u r  e n v i r o n n e m e n t  s e l o n  un p r o c e s s u s  a n a l o g - e  a u  compor- 
t e m e n t  e s s a i - e r r e u r  l' d e s  e t r e s  s u p é r i e ~ r s  ( 6 2 ) .  

LP,JFFEîdBUF?l;;ii ( 6 6 )  d a n s  u n e  é t u d e  dynamique  d e s  po- 
p u l a t i o n s  b a c t é r i e n n e s  a  m o n t r é  q u e  l e  c n i n i o t a c t i s m e  e t  l a  
m o b i l i t é  j o u e n t  un r ô l e  d é t e r m i n a n t  d a n s  l a  s u r v i s  d e s  b a c t é -  



r i e s  p a r i d a n t  1 3  p h a s e  s t a t i o n n a i r e  d ' u n e  c u i r . d r e  i n v i t r o  e n  
m i l i z u  l i q u i d e .  

Le r a l e  é c o l o g i q u e  du c h i n ; o t ~ c t r c r n e  b d c t É r l e n  a  
É t é  s i g n o l é  p a r  CHET ( ' 3 )  . d a n s  l e u r  h a c i t a t  n a t u r e l  l e s  
c r o o r g a n i s m e s  i n t e r a g i s s e n t  a u s s i  b i e n  a v e c  l ' e n v i r o n n e m e n t  
a b i o t i q u e  q u ' e n t r e  e u x .  L e s  i n f o r m t i o n s  c h i n i 4 ~ e s  " j o u e n t  
un  r a l e  i i p o r t d n t  d a n s  ce c a d r e .  

Dans l e  s o l  il e s t  g é n é r a l t t m z n t  a c c e p t é ,  q u ' a u  n i -  
v e a u  d e  l a  r h i z o s p h è r e  d e s  p l s n i e s  il y a  pullule men^ d e  m i -  
c r o o r g a n i s m e s .  Le p r i n c i p a l  fdc t s u r  d e  ce t te  p r o l i f é r a t i o n  
e s t  u n e  s t i m u l a t i o n  p a r  l e s  e x s u d a t s  r a c i n a i r e s .  d 3 ' d I H ~  ( 9 2 )  
a  m o n t r é  q u e  1 d  r i c h e s s e  d e  l a  r h i z o s p h è r e  e n  c o m p o s é s  o r g a -  
n i t l u e s  r é s u i t e  à l a  f o i s  d e  p r o d u i t s  d ' e x c r B t ~ o n  e t  d e  p ro -  
d u i t s  r s s u l t a n t  d e  l ' é c l a t z m e n ~  e t  l a  d e s t r u c t i o n  d e s  c e l l u l e s  
v é g é t a l - S .  La r h i z o s p h è r e  e s t  d o n c  d ' u n e  c o r n p o s i l i o n  com- 
p l e x e  : El l e  c o n c i e n t  d e s  s u c r e s ,  d e s  a c i d e s  a m i n é s ,  d e s  v i -  
t a m i n e s ,  d e s  ho rmones  (93 )  ; ( 3 0 ) .  

D a n s  l a  r h i z o s p h è r e  l ' o p t i m u m  d e c r o i s s a n c e  d ' u n  
g e n r e  b a c t é r i e n  donné  d é p e n d  du t y p e  d e  p l a n t e  c o n s i d é r é e  ( 1 2 )  
( 1 4 ) .  La r i c h e s s e  3 e  l a  p l s n i e  ek ' é l é m e n t s  n u t r i t i f s  c o n s -  
t i t u e  un p ô l e  a t t r a c t i f  p o u r  l e s  m i c r o o r g a n i s n e s .  S e l o n  
DATE (37)  il s e m b l e  q u e  l a  p l a n t e  e x e r c e  une  a c t i a n  s é l e c -  
t i v e  d a n s  c e t t e  a c t i o n .  

R O V I R H  ( 9 1 )  l i m i t e  l a  r h i z o s p h è r e  e n t r e  1 C  2 2U mn 
a u  d e l à  du s y s t è m e  r a c i n a i r z  d e  l a  p l a n t e  eL s i q n a l e  c n e z  l e s  
l é g ~ m i n e u s e s  un optimum d e  c r o i s s a n c e  p o u r  l e s  tjactÉries d e  
l a  f a m i l l e  d e s  r h i z o b i a c é e s  ( 9 2 ) .  

C e t t e  a c c i l m u l a t i o n  p r é f i r e n t i e l l e  c i e f ?h i zob ium a u  
n i v e a u  d e  l a  r a c i n e  d e s  l é g u m i n e u s e s  s ' e x p l i q u e  a isCrnent  quand  
o n  s a i t  q u ' i l s  s o n t  l e s  d e ~ x  p a r t e n a i r e s  d ' u n e  a s s o c i ~ t i o n  
s y m b i o t i q u e  . C e t t e  s y m b i o s e  p e r m e t  l a  f i x a t i o n  d e  l ' a z o t e  
l i b r e  d e  l ' a i r  q u e  n i  l a  l é g u m i n e u s e ,  n i  R h i z o b i u m  ne peu- 
v e n t  r é a l i s e r  i n d é p a n i e m m e n t .  

S e l o n  CHET ( 3 3 )  e t  BROdGHTùk ( 29 )  l e  nomnre  d e  Rh i -  
zobium a u  n i v e a u  d e  l a  r a c i n e  d ' u n e  1 : g u n i n e ~ s e  n a  p e u t  s ' e x -  
p l i q u e r  p a r  l e  s e u l  f a i r  d e  l a  p r o l i f é r a t i o n .  I l  r é s u i t e r a i t  



a u s s i  d e  l a  m i g r a t i o n  de  Rhizobium v e r s  l e s  r a c i n e s .  

Cette a c c u m u l a t i o n  p r é f s r e n t ~ e l l e  d e s  d h i z o b i a  a u  
n i v e a u  d e s  r a c i n e s  d e s  l égumine . : s e s  c o n s t i ~ u e  une  p r e m i è r e  
m a n i f e s t . i t i o n  v i s i b l e  d e  l a  s y m b i o s e  R h i z o b i u m - l é g o m i n e i ~ s e .  

D e p u i s  l o n g t e m p s  u n e  s p é c i f i c i t é  d ' h ô t e  p o u r  l a  f o r -  
m a t i o n  d e s  n o d o s i t é s  ( i n f e c t i v i t é )  e t  l a  f i x a t i d n  <de l ' a z o t e  

- - ( e f f i c i e n c e )  a  é t é  mise e n  é v i d e n c e .  Yne s - / s t é m a t i -  
q u e  d u  g e n r e  Rh izob ium f o n d é e  s u r  l e s  g r o u p e s  d ' i n o c u l a t i o n  
c r o i s é e  a  é t é  é t a b l i e .  Cette c l a s s i f i c a t i o n  s e l o n  12s cri- 
tè res  d e  s p é c i f i c i t é  p o u r r a i t  Etre remise e n  q u e s t i o n  p a r  l a  
d é c o u v e r t e  c h e z  2 h i z u ~ i u m  du DNA p l a s m i d i q u e  c o n t r ô l a n t  1 o  
s p é c i f i c i t é  ( 1  3 .  ,, ,58), e t  p a r  l e  f a i t  que  l e s  g r ü u p e s  d ' i n o -  
c u l a t i o n  c r o i s G e  a s s i - ) i l é s  à d e s  e s p g c e s  n e  s ' e x c l u e n t  p a s  
m u t u e l l e m e n t  ( 2 3 ) .  

I l  e x i s t e  d e  n o m b r e u s e s  p r e u v e s  a e  l a  c o n i r i b u t i o n  
d e  l a  p l a n t e  à l a  s p é c i f i c i t é  (24 , 82) m a i s  a u s s i  d e  l a  
c o n x r i b u t l o n  d e  l a  b a c t e r i e  (82 , 95, 68; 96.L' 

Les é t a p e s  c o n d u i s a n t  à l a  f o r m a t i o n  de  n o d o s i t é s  
f o n c t i o n n e l l e s  s o n t  a u  nombre de h u i t  ( 2 9 ) .  L ' e s s e n t i e l  d e s  
t r a v a u x  s u r  l a  s p k c i f i c i t é  p o r t e  s u r  l e s  é t a p e s  a n i é r i e d r e s  
à l a  f o r m a t i o n  du c o r d o n  d ' i n f e c t i o n ,  s u r  l a  p h a s e  d ' a d h é s i o n  
d e  l a  b a c t e r i e  a u  p o i l  r a c i n c i r e  ( 3 9 , 1 0 3 ) .  

Le mécanisme d e  b a s e  e s t  e n  c o u r s  d ' é t u d e .  P l ~ s i e u r s  
h y p o t h è s e s  o n t  é t é  a v a n c é e s  : 

- L e s  b a c t é r i e s  à l a  s a f a c e  d e s  l é g u m i n e u s e s  pour -  
r a i e n t  se l i e r  s p é c i f i q u e m e n t  à d e s  p ô l e s  d ' a t t a c h e m e n t  c o n s -  
t i t u é s  p a r  d e s  l e c t i n e s  ( 2 4 ) .  

- L e s  b a c t é r i e s  p r : i d u i r a i e n t  d e s  s u b s t a n c e s  q u i  hy- 
d r o l y s e n t  s p é c i f i q u e m e n t  l e s  c e l l u l e s  d e s  p o i l s  r a c i n a i r e s  
p e r m e t t a n t  l a  p é n : > t r ~ t i o n  d e s  b a c t é r i e s  ( 6 8  ; 7 6 ) .  



p h è r e  un e f f e c t e u r  c h i m i o t a c t i q u e  q u i  c ' ~ n ; i u i t  2 une a,:cumu- 
l a t i o n  s p é c i f i q u e  d e  Rh izob ium à l a  s u r f a c e  d e s  r a c i n e s  ( 3 7 ) .  

C e t t e  d e r n i è r e  h y p o t h è s e  e s t  r a r e m e n t  r e t e n u e  p o u r  
l a  s p é c i f i c i t é  d ' h s t e .  L ' e f f e c t e u r  c h i m i o t a c t i q u e  e s t  s u r t o u t  
c o n s i d é r é  d a n s  u n e  é t a p e  d i t e  " p r é s y m b i ù t i q u e  " q u i  e s t  l a  
p h a s e  d f ~ c c u m u l a t i o n  d e s  Rh izob ium a u  n i v e a u  d e s  r a c i n e s  
( 3 7 )  ; ( 5 0 )  ; ( 8 1 ) .  

A ce s t a d e  d e  1 i n f e c t i o n  l e s  Rh izob ium m o b i l e s  e t  
c h i m i o t a c t i q u e s  s e r a i e n t  p l u s  a p t e s  à r e n c o n t r e r  un s i t e  d ' i n -  
f e c t i o n  a u  n i v e a u  d e  l a  r a c i n e  q u e  d ' a u t r e s  non m o b i l e s .  
C ' e s t - à - d i r e  p l u s  c o m p é t i t i f s  ( 6 6 )  ( 4 5 ) .  

La m o b i l i t é  e t  l e  c h i m i o t a c t i s m e  j o u e n t  un r ô l e  i m -  
p o r t a n t  d a n s  l a  c o l o n i s a t i o n  du s o l .  ' b i e n  q u e  l e u r  r G l r  
d a n s  l ' i n f e c t i o n  s o i t  p e u  é v i d e n t ,  p o u r  NHFULI ( 8 0 )  ce raie 
e s t  n u l ,  p l u s i e u r s  c h e r c h e u r s  s ' a c c o r o e n t  à d i r e  q u e  l a  mobi- 
l i t é  e t  l e  c h i m i o t a c t i s m e  c o n f è r e n t  un a v s n t a g e  non n É g l i -  
g e a b l e  a u  Rh izob ium e n  c o m p é t i t i o n  a v e c  d e s  s o u c h e s  non mobi- 
l e s  e t  non  c h i m i o t d c t i q u e s  (7 ,36 ,43 ,46 ,76 ,803 .  

S e l o n  HPIES ( 8 )  l e s  v a r i a n t s  non m o o i l e s  ou  p e u  ino- 
b l l e s  o n t  une  m o i n s  bonne  a p t i ' u d e  à l a  n o d u l a t i o n .  Ne p o u v a n t  
m a n i f e s t e r  l e u r  p r o p r i é t é  c h i m i o t a c t i q u e ,  i l s  s o n t  3e c e  
f a i t  m o i n s  c o m p é t i t i f s  d a n s  l e  s o l .  

C e t t e  p r o p r i é t é  p e u t  ê t r e  d ' u n  g r a n d  i n t é r ê t  é- 
conomique  q u a n d  on  v e u t  é t a b l i r  a r t i f i c i e l l e m e n t  d a n s  un 
s o l  une  s o u c h e  p a r t i c u l i è r e  d e  Rhizobium.  

S e l o n  FRED ( c i t é  p a r  PETERSON(86)) a v a n t  l 1 i s o l e . ? e n t  
d e  Rhizobium à p a r x i r  d e s  n o d d l e s  p a r  BEIJEHINCK e n l 8 8 8 ,  l a  
b a c t é r i s a t i o n  d e s  champs  se f a i s a i t  p a r  un t r a n s f e r t  d e  s o l  " d e  
champs  a y a n t  s e r v r  à l a  c u l t c i r e  d e  l é y u m i n e u s e s .  La  
p r ~ d u c t l o n  i n d u s t r i e l l e  d ' i n o c u l u m  e t  l e s  p r e r n l è r s  e s s a i s  d ' i n o -  
c u l a t i o n  d u  s o l  d a t e  d e  1895. 

La  b a c t é r i s a t i o n  d e s  s u l s  u t i l i s é e  p a r  l e s  a g r o -  
nomes p e r m e t  d a n s  c e r t a i n s  c a s  d ' a u g m e n t e r  l a  p r o d u c t i o n  vé- 
g é t a l e  e n  i n t r o d - i s a n t  d a n s  l e  s o l  une  s o u c h e  p l u s  e f f i c i e n -  
t e  q u e  l a  s o u c h e  i n d i g è n e  ; d a n s  d ' a u t r e s  c a s  l a  b a c t é r i s a -  
t i o n  p e r m e t  d e  c u l t i v e r  une  l e g u m i n e u s e  d a n s  un s o l  d é p o u r v u  
d e  H h i z o b i u n  c o r n p a t i c l e .  .!usqu12i m a i n t e n a n r  l o r s  de  



L f é l a b o r a t i o n  d e s  i n o c u l a t s  commerc iaux ,  1' i n t é r ê t  é t a i t  por-  
t é  s u r  l e s  q u a l i t é s  d ' i n f e c t i v i t é  e t  d f é f f i c i e n c e d e s  s o u c h e s  
c h o i s i e s  d e  Rhizobium.  I l  a p p a r a i t  m a i n t e n a n t  que  l a  m o b i l i -  
t é  e s t  a u s s i  un f a c t e u r  l i m i t a n t ,  e t  q u ' u n  i n o c u l u n  s e r a i t  
b i e n  p l u s  e f f i c a c e  e t  b i e n  p l u s  r e n t a b l e  s i  l a  s o u c h e  c h o i s i e  
e s t  ~ h i m i o t a c t i ~ u e .  

Af in  d ' e s s a y e r  d e  m o n t r e r  ce r ô l e ,  une  é t u d e  d e  com- 
p é t i t i v i t é  e n  s o l ,  e n t r e  b a c t é r i e s  c h i m i o t a c t i q u e s  e t  m o b i l e s  
e t  b a c t é r i e s  non m o b i l e s  d o i t  ê t r e  menée. 

9 a n s  l ' é t a t  a c t u e l  d e  n o s  c o n n a i s s a n c e s  l e s  d i v e r s  
e s s a i s  r é a l i s é s  d a n s  c e  Dut l ' o n t  é t é  i n  v i t r o  e n  m i l i e u  li- 
q u i d e  o u  s o l i d e  a v e c  l e  a é p ô t  d f i n o c u l a t  a u  p i e d  d e  p l a n t e s .  

Nous n o u s  p r o p o s o n s  l ' i s o l e m e n t  d e  m u t a n t s  de  
Rhizobium a f f e c t é s  s u r  l a  m o b i l i t é  e t  l e  c h i m i o t a c t i s m e  e t  
l ' é t u d e  d e  l e u r  c a p a c i t é  à n o d u l e r  e n  p r é s e n c e  d e  l a  s o u c h e  
mére Ve 26 m o b i l e  e t  c h i m i o t a c t i q u e .  

A f i n  d e  m o n t r e r  l e  r3le é v e n t u e l  d e  l a  m o n i l i t é  e t  
d u  c h i r n i o t z c t i s m e  les é t u d e s  d e  c o m p é t i t i v i t é  s o n t  r é a l i s h s  e n  
m i l i e u  l i q u i d e  e t  s-lr s u b s t r a t  s o l i d e .  

L e s  é t u d e s s u r  s u b s t r a t s  s o l i d e s  - g r a i n s  d e  p e r l i t e ,  p u i s  
s o l  - s o n t  r é a l i s é s  d a n s  une  u m i n i - s e r r e ~  q u e  n o u s  a v o n s  
mise a u  p o i n t  p o u r  ce t te  é t u d e  e t  q u i  i m p o s e  aw b a c t é r i e s  un 
d e p l a c e m e n t  p o u r  a t t e i n d r e  l e s  r a c i n e s .  



MATERIEL ET METHODE 



A - MATEaIEL VEGETAL E T  2ACTERIE;d ............................. 
1 - s o u c h e  b a c t g r i e n n e  

La m a j o r i t é  d e s  e x p é r i e n c e s  o n t  é t é  f a i t e s  s u r  
Rh izob ium r n e l i l o t i ,  s o u c h e  Ve 26 i s o l é e  p a r  Od ATuN e t  re- 
ç u e  a u  l a b o r a t o i r e  d e  r e c h e r c h e  s u r  l e s  s y n b i o n t e s  d e s  ra- 
c i n e s  ( I N R A ,  c e n t r e  d e  M o n t p e l l i e r )  

Nous a v o n s  é g a l e m e n t  u t i l i s é  l e s  s o u c h e s  ce *- 
zobium s u i v a n t e s  : S. j a p o n i c u m  J5 ; R* p h a s e o l i  Pl5 ; 
R .  l e q u m i n o s a r u m  L 25 ; 5. t r i p o l i i  T 15. - 

2 - l é q u r n i n e u s e s  

P o u r  l e s  e x p é r i e n c e s  d l i n f e c t i v i t é  e t  c e  compé- 
t i t i o n  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  d e s  g r a i ~ e s  d e  L u z e r n e ,  i . Îea icaqo 
s a t i v a  v a r i é t é  P i a g a l i .  

Nous a v o n s  & g a i e m e n t  u t i l i s é  l e s  l é g u m i n e u s e s  
s u i v a n t e s  : s o j a ,  h a r i c o t ,  p o i s ,  t r è f l e .  

B - ÎUIILIEUX 3t CULTJHE ET CIE CJNSE;?VHTI(~N ..................................... 
1 - M i l i e u x  c o m p l e x e s  

- c o m p o s i t i o n  ----------- 

CaCo 
3 

E x t r a i t  u e  l e v u r e  f r a i c h e  109 m l  
H O d i s t i l l é e  q s p  

2 
1 



La s t é r i l i s a t i o n  se f a i t  p a r  a u t o c l a v â g e  à 1 2 J 0 Z ,  
20 mn, l e  pH e s t  d e  7 

L ' e x t r a i t  d e  l e v u r e  f r a î c h e  e s t  o b t e n u  p d r  a u t o c ' l a -  
v a g e  à 120°  C p e n d a n t  2 0  mn, d e  1 , l O  g d e  l e v u r e  de  o o u l a n g e -  
r i e  d a n s  1 1  d ' e a u  d i s t i l l é e .  La s u s p e n s i o n  o b t e n u e  e s t  f i l t r é e  
à c h a u d  s u r  p a p i e r  f i l t r e  j u s q u ' à  o b t e n t i o n  d ' u n  f i l t r a t  j a u -  
n e  l i m p i d e  ( q u i  es t  1' e x t r a i t  d e  l e v u r e  f r a î c h e )  

Ce m i l i e u  g é l o s é  à 1 2  g  p a r  l i t r e ,  est u c i l i s é  
p o u r  l e s  i s o l e m e n t s  e t  ~ a  c o n s e r v a t i o n  d e s  s o u c h e s  d e  R n i z o -  
b ium e n  b o î t e  d e  P e t r i  à 4' C p e n d a n t  s i x  s e m a i n e s .  I l  p e u  - 
a u s s i  e t r e  u t i l i s é  e n  '' g é l o s e  i n c l i n é e  " p o u r  une c o n s e r v a -  
t i o n  d e  p l u s i e u r s  mo i s .  

b  - M i l i e u  t r ~ p t o n e  Y e a s t  ( 2 ) 

- c o m p o s i t i o n  ----------- 

B a c t o t r y p . ~ o n e  
E x t r a i t  d e  l e v u r e  

* Ca CL2 2 H - O  
, L  

H O d i s t i l l é e  q s p  
2 

Le pH e s t  d e  7,2. La s t é r i l i s a t i o n  se f z i t  p a r  a u t o -  
c l a v a g e  à 120"  C p e n d a n t  2u mn. 

* Le Ca C l  e s t  a u t û c l u v é  s é p a r é m e n  r s , u s  f o r m e  
2 

d ' u n e  s o l u t i o n  à 8 , 8  g p. 1JO ; 

- U t i l i s a t i o n  ----------- 
Nous a v o n s  r é a l i s é  d a n s  c e  m i l i e u  l e s  s u b c ù l k u r e s  

d e  Rh izob ium.  L e u r  c o n s e r v a t i o n  e s t  p o s s i b l e  p e n d a n t  3 se- 
m a i n e s  à 4' C. 

L e s  c u l t u r e s  d e  ~ h i z o ~ i u m  d a n s  du TY, g l y c é r o l é e s  
à 20 jt p e u v e n t  se c o n s e r v e r  à - 2 : ~ '  C pendan- ,  p l u s i e u r s  a n n é e s .  



 rentes d i l u -  G é l o s é  à 3  y / 1 ( Hgar  D i f c o  ) e t  à d i f f :  
t l o n s ,  ce m i l i e u  n o u s  a  s e r v i  p o u r  d e s  é t u d e s  d e  m o b i l i t é  e t  de  
c h i a i o ~ a c t i s m e .  

c - i v l i l i e u  3 h i z o u i u m  c c m p l e x e  (2C) 

- c o m p o s i t i o n  ----------- 

E x t r a i t  de  l e v u r e  1 g  

H O d i s t i l l é e  q s p  
2 

1 1  

L e  pH e n t r e  7,2 e t  7 ,5 .  Une s o u r c e  d e  c a r b o n e  ( f r u c -  
t o s e )  e s t  r a j o u t é e  s t é r i l e m e n t ,  a p r è s  a u t o c l a v s g e  à 12C0 - pen- 
d a n t  20 mn. 

- U t i l i s a t i o n  ----------- 
Ce m i l i e u  m o d i f i é  pdr.DELATTFit ( 3 8 )  a 6t.G c o n ç u  p a r  

LHI~L I  ( 6 5 )  p o u r  l a  c u l t u r e  de  Rhizobium.  h o u s  l ' a v o n s  u t i l i s i ,  
g é l o s é  à 12 g  / 1 p o u r  l e s  dénombremen-ts  d e  p o p u l c t i c n  de 

Rhizobium p o u r  v é r i f i e r  l a  s t E r i l i t é  des  g r a i n e s  de  L b z e r n e  
e t  l ' o b t e n t i o n  a e  semis. 

G é l o s é  à 3 g / 1 ( A g a r  J i f c o )  n c u s  l ' a v o n s  u c i i i s é  d a n s  
c e r t a i n e s  e x p é r i e n c e s  d e  s é l e c t i o n s  e t  d t é ; u d e  de m o o i i i t é .  

2 - P i i l i e u x  s y n t h é t i q u e s  .................... 

C o m p o s i t i o n  

K H  PO4 
2 

N HPD4 , 12H20 
a  

l v ~ ~ c  1 

HG Sg4 

H O d i s t i l l é e  q s p  
2 



Le pH e s t  a j u s t 5  à 7 , 2 .  La s t 8 r i i i s a t i u n  2 l ' p j u r i c l a -  
v e  ( î 2 Z 0  C , 2 g  rnn),  a v a n t  u t i l i s a t i o n  on r a j o u t e  s t g r i l e r n e n t  
ae l a  b i o t i n e  à 3 g / I e t  u n e  s o u r c e  d e  carbone  ( f r c c  tose)  5 
2 9 / 1 . '  

- U t i l i s a t i o n  ----------- 

Ce m i l i e u  a s e r v i  e x c l u s i v e m e n - t  à l a  c u l ~ i ~ r e  de  &- 
zobiurn m e l i l o t i  Ve 26 e n  vue  d e  l a  mise e n  é v i c e n c e  e t  1 ' é -  
t u a =  du c n i m i o t a c  tisine. 

G o m p o s i t i o n  _-__------- 

A p r è s  a u t o c l a v a g e  ( 120° C , 2J  mn) 

Avant  u t i l i s a t i o n  on  a j o u t e  s e i o n  l e  c a s  : 

7 

- s u  f r u c t o s e  à 10 g  / 1 , d e  l a  b l o x l n e  à C,5 7;-' g / 1 
,- 5 

et l a  I h l a m ~ r e  à 1~ g  / 1 

- d e s  h y d r o l y s a t s  de  p r o t é i n e s .  

- d e s  e x s u d a t s  r a c i n a i r e s .  

GélosG à 3 g  / 1 ( ~ g a r  J i f c a )  n z u s  l ' a v c n s  ~ t i l i s E  p o u r  
d e s  tests d e  c h i m i o t a c t i s m e  e t  d e  m o o i l i r é .  



,c - b?iJ.ieu iLT ae i\!ICiJL e t  TtiJRi\ITIIUiU ( e l )  ........................................ 

- c o m p o s i t i o n  

K HP04 
2 0 ,5  9 

MgS04, 7H20 J,2 g 

N a C l  3,l g 

Ca 3 ( P O 4 I 2  2 9  

FeP04 
7 g 

F e C l  
3 0,iJl g 

E a u  d i s t i l l é e  Q.S.P. 1 1 

P : i l i e u  à pH7, s t é r i l i s é  p a r  a u t o c l a v d ~ e  à 105' C p e n d a n t  
38  mn. 

- U t i l i s a t i o n  

Nous l ' a v o n s  u t i l i s é  p o u r  l a  c u l t u r e  à e  p l a n t u i e s  de 

l u z e r n e  e n  m i l i e u  l i q u i d e  o u  e n  s u b s t r a t  s o l i d e .  

C - S o l u t i o n s  t a m p o n s  

1 - Tamoon d e  l a v a q e  p o u r  l e  c h i m i o t a c t i s m e  

-2 
C ' e s t  un tampon p h o s p h a t e  10 ~ . i o l a i r e  à p h  = 7 , 

a o d l t i u n n é  d ' a c i  e e t h y l è n e  - d i a m i n e  t e t r a a c é t i q u e  -3 
(E.J.T.,~.) à 10 ( c o n c ~ n  t r a t i o n  f l n a i e )  . 



Le r ô l e  d e  1' C ~ T H  e s t  d ' é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  Ge 
mé taux  l o u r d s  p o u v a n t  p e r s i s t e r  d a n s  l ' e a u  b i d i s t i l l b e .  

Le  tampon C'd e s t  u z i l i s é  à l a  r e a l i s a t i o n  de 

s u s p e n s i o n  b a c t h r i e n n e s  p o u r  d e s  Lests d e  m i g r a t i o n  
e n  c a o i l l a i r e .  

G é l o s e  à 3 ;"O e t  f r u c t o s é  à 2 .;O s e r t  à d e s  t e s t s  
d e  m i g r a t i o n  e n  b o i t e  d e  P e t r i .  

2 - Tampon d e  m u t a q é n è s e  t r is  / malei l . jue  p H  = 6,.6 

Ce tampon e s t  c o n s t i t u é  p a r  un m e l a n g e  d e  9 m l  
d ' u n e  s ~ l u t i o n  m o l à i r e  d'hydroxymethy1aminoéti;ane ( tris ) 
e t  d e  5 m l  d ' a c i d e  m a l i i q u e  lL?. 

Ce tampon e s t  p r é p d r é  j u s t e  a v a n t  u l i i i s a t i o n .  
I l  e s t  s t é r i l i s é  p a r  p a s s a g e  s u r f i l t r e  SAt?TJF{IUS 1J,22fm 

;\JOUS a v o n s  u t r l l s é  ce tampon p o u r  1 d  dissolu- 
t i o n  ue  l ' a g e n t  mu tagène  e t  aussi p o u r  l z v e r  l a  s u s p e n -  
s i c n  b d c t é r l e n n e  ( a v a n t  e t  a p r è s  a c t l o n  d e  l a  I U Ï G  ( l u  - mÉ- 

t h y l  tq - n i x r o  h - n l t r o s o g u a n i d i n e )  . 

3 - Tampon d e  ncn  p r o l i f E r a t i u n  T.N.P. 

Le T.N.P. e s t  cine s o l u ~ i o n  d a n s  l ' e a c i  a i s t l l l é e  a e  
K2 HP04  à 1 g / e  e t  f-lg 504 , 7H20  à O,2 g / 1 . 

Le tampon - s t é r i l i s é  à l ' a u t o c l a v e  ( 12U0  C , 2 C  mn ) 
sert à l a v e r  l e s  s u s p e n r i c n s  b e c t 6 r i z n n e s  d e s  m i l i e u x  de  c u l -  
t u r e s  a i n s i  q u ' a u x  d i v e r s e s  d i l u t i o n s  e n  v:,e a e  dénombre r  l e s  
p o p u l a t i o n  d e  Rh izob ium.  



LI - S o l u t i o n  d e  c o l o r a t i o n  ....................... 

1 - L ' a c i d e  p h o s p h o t u n g s t i q u e  e n  s o l u t i o n  d a n s  
l ' e a u  d i s t i l l s r  à 3 ,5  g  P. ISO, a u  pt! 7 e s t  u ~ i l i s é  p o u r  
l a  c o l o r a t i o n  n É g a t l v e  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r , n i q u e .  

2 - P o u r  l a  m i c r o s c o p i e  p h o t o n i q u e  ( K O i A K A ,  ( 6  3 ) )  

S o l u t i o n  1 : m o r d a n t  

A 1 ' ~  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d 'ammoniaque  à 5 5 s o n t  r a -  
j o u t é s  2 g  d ' a c i d e  t a n n i q u e  e t  10 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d ' a l u m  
p o t a s s i q u e  s a t u r é e .  

S o l u t i o n  2 : c o l o r a n t  

S o l u t i o n  s a t u r é e  de  c r y s t a l  v i o l e t  d a n s  l ' é t h z n o l .  

L a  s o l u t i o n  de  c o l o r a t i o n  e s t  ; r é p a r é e  e n  n é i a n o e a n c  
m o r d a n t  e t  c o l o r a n t  d a n s  l e  r a p p o r t  I d  : 1 ; s e  c c n s e r v e  
s a n s  p r É c a b t i o n  p d r t i c u l i - r e  ( à  l ' a m b i a n t e  e t  à l a  l u n i è -  
re 

E - S o l u t i o n  d e  s t é r i l i s a x i o n  e t  d e  a é s i n f é c t i o n  ............................................ 

1 - S o l u t i o n  d e  b i c h l o ï u r r  d e  i d t e r cu re  à 2,5 p .  1311 
d a n s  l ' e a u  d i s t i l l é e  a v e c  u n e  g o u t t e  d e  T e e p o l  comme " moui l -  
l a n t  p o u r  l e s  g r a i n e s  d e  L u z e r n e ,  t r è f l e ,  s o j a .  

2 - S o l u t i o n  d ' h y p o c h l o r i t e  d e  c a l c i u m  à 15 ;; 
p o u r  l a  s t é r i l i s a t i o n  d e s  g r a i n e s  d e  p o i s ,  d ' h a r i c o t .  Dans  
ce c a s  l e s  g r a i n e s  s o n t  d é g r a i s s é e s  g e n d a n t  q u e l q u e s  s e -  
c o n d e s  d a n s  un b a i n  d e  lu iercry l  L a u c r y l é .  

3 - S u l u t i o n  ) p r o p i ~ l a c t o n e  à 0,25 ,; d a n s  l ' e a u  
d i s t i l l é e  s t é r i l e  p o u r  l ' a s e p s i e  d ' é c h a n t i l l o n  d e  s o l .  

4 - S o l u t i o n  d e  Î lucapur  " à 1 ,; d a n s  l ' e a u  
d i s t i l l i e  p o r t é e  à 7C0 C p o u r  1 d  l' m i n i - s e r r e  



p l a n t u l e  

membrnne"parafilai* 

, 

E r l e n  Meyer ml) 

U' 

m i l i e u  d e  

NICOL et THORNMN 

p l a n t u l e  1 

bando d e  p a p i e r  i-- 

Wattmnn n z  3. 

m i l i e u  

d e  NICOL et TIIOR~~TOH 

Coiiverclo . 
O r i f i c e  d ' a d r a t i o n  . 

Compartiment : 

alvBole de  m i s a  en c u l t u r e  
des  p l a n t u l e s  . 

nlv&oXe d ' inocu la t ion  e t  d * -  
ar rosage  . 

P l a n t u l e  . 
S u b s t r a t  . 

o r i f i c e  d e  comnunica t i o n  ent- 
re les a l v e o l e s  d'un mene 
conpî r t iment . 

Milieu do Nicol  e t  ~ h o r n t o n  . 

FIGüRXS 7 (,, b, d, : Mat6rie l  e x p 6 r i a e n t n l  ~ u r . 1 ~  CUI tura - ---_-_ i 
l n  v i t r o  des 10gtrrnineunes . 



5 - S o l u t i o n  d ' a n t i b i o t i q u e  t e t r a c y c l i n e  à 5 , u g  / m l  ; 
Kanamycine  3 5 3 p g  / m l  e t  A m p i c i l l i n e  75 g / m l .  / .  

F - M a t é r i e l  p o u r  c u l t u r e  d e  l é g u m i n e u s e  ------------------------------------ 

1 - Des t u b e s  20 x 200 mm c s n c e n a n t  16 m l  d e  m i l i e u  IUT 
e t  une  b a n d e  d e  p a p i e r  Watman n o  3 a e  1 cm x 10 c m  p l i é e  
comme i n d i q u é  ( iiç. 7 a  ) comme s u p p o r t  p e r m e t t a n  L l e  main- 
t i e n t  d e  l a  g r a i n e  h o r s  d e  l ' e a u .  

2 - 3es t u n e s  40 x 2UO mm c o n t e n a n r ,  5 3  m l  d e  N T  e t  
u n e  b a n d e  d e  p a p i e r  'ùdatrnan n o  3 p l i é e  comme i n a i q u é  ( f i , u -  
r e  7 b  ) s e r t  d e  s u p p o r t  a u  g r a l n e .  

3 - Une " m i n i -  serre r é a l i s é e  e n  p l e x i g l a s s e  50 x 25 x 
12  cm comprend  7 a l v é o l e s  é g a l e s  d i v i s é e s  c n a c u n e  e n  2 com- 
p a r t i m e n t s  d e  t a i l l e  i n é g a l e  comme i n d i q u é  f igure  7d p a r  
une  c l o i s o n  c o m p o r t a n t  un o r i f i c e  p e r m e t t a n t  l a  c i r c u l a t i o n  
du  m i l i e u  e t  d e s  b a c t i r i e s .  

P o u r  l a  m i n i - s e r r e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  comme sü : , po r t  
p o u r  l e s  p l ~ n t u l e s  d e s  b i l l e s  d e  v e r r e  a e  2 m m ,  F e r l i t e  5,2 à 2 mm 
v e r r n i c u l i t e  2 à 4 mm e t  un mé lange  2 /5  : 2/5 : 1/5  : t o u r b e  i 
s a b l e  + a r g i l e .  

L e s  t u b e s  a v e c  s u p p o r t  e t  m i l i e u ,  c o t o n é s ,  s o n t  p a s s é s  
à l ' a u t o c l a v e  à 13a0 C p e n d a n t  3d mn à 2 r e p r i s e s  ( on homo- 
g é n é i s e  l e s  s u u s t r a t s  e n t r e  l e s  a u x o c l a v a g e s  ) 

La " m i n i - s e r r e  " e s t  d é s i n f e z t é e  p a r  un b a n  d e  i.iucapur 
d ' u n e  h e u r e  p u i s  e x p o s é e  p e n d a n t  33 mn a u x  r a y o n s  U V  ( u n e  
l ampe  d e  15 W) p o u r  s t é r i l i s a t i o n .  

11 Méthodes  

A - Méthode  d e  c o l o r a t i o n  



1 - C o l o r a t i o n  n é q a t i v e  

C ' e s t  une  t e c h n i q u e  d e  c o l o r a t i o n  p o u r  l e s  o b s e r v a t i o n s  
e n  m i c r o s c o p i e  k l e c t r o n i q u e .  S u r  une  g r i l l e  p o r t e  o o j e t  mem- 
b r a n é e  a u  P a r l o d i o n  à 1 ,= d a n s  l ' a c é t a t e  d ' i s o a n y l e  on dépo- 
se s u c c e s s i v e m e n t  une  g o u t t e  de  KCL J,1 Pi e t  une  g o u t t e  ue 
s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e .  L ' e x c è s  d e  l i q u i d e  e s t  é l i m i n e  à 
l ' a i d e  d ' u n  p d p i e r  f i l t r e .  La c o l o r a t i o n  n6gL: t ive  e s t  o o t e n u e  
p a r  a ü d i t i o n  d ' u n e  g o u t t e  d e  p h o s p h o t u n g s t a t e  0,s ;; a u  pH 7. 
A p r è s  un t e m p s  d e  c o n t a c t  d ' u n e  m i n u t e ,  on e s s o r e  l a  g r i l l e  
s u r  un p a p i e r  f i l t r e  e t  on  l ' o b s e r v e  a p r è s  d é r s l c c a t L o n  com- 
p l è t e  ( e n  l a i s s a n t  une h e u r e  à l ' a m b i a n t e  e t  à l ' a b r i  de l a  
p o u s s i è r e ) .  

2 - C o l o r a t i o n  o o u r  m i c r o s c o p i e  p h o t o n i q u e  

P a r m i  l e s  d i v e r s e s  t é c h n i q u e s  e s s a y é e s ,  n o u s  a v o n s  
a d o p t é  c e l l e  d e  KODHKA ( 6 0 )  un f a i b l e  i n o c ~ l u m  p r é l e v É  à 
l ' o s e ,  d ' u n e  c o l o n i e ,  e s t  d é p o s é  d a n s  u n e  g o u t t e  d ' e a u  b i -  
d i s t i l l é e  s u r  une  lame d e  m i c r o s c o p e .  S a n s  e s c a y e r  d ' i i o rnogéne i se r  
l c  s u s p e n s i o n  n i  d ' é t a l e r  l a  g o u t t e  d e  l i q u i d e  on  l d i s s e  l a  
l a m e  à l a  t e m p é r a t u r e  a m è i a n t e  j u s q u ' à  d e s s i c ~ a t i ~ n  c o m p l è t e .  
3 g o u t t e s  de c o l o r a n t  s o n t  d 6 p o s é e s  e t  l a i s s é e s  s u r  l a  lame 
p e n È a n t  5 mn. La s o l u t i . c n  d e  c o l o r a t i o n  e s t  l a v é e  à g r a n a e  
e a u .  I n  l a i s s e  s e c h e r  à l ' a i r  a , r è s  a v o i r  e s s u y e r  l e  dos  d e  
l a  l jme d e s  t r a c e s  d e  c o l o r a n t .  

L ' o b s e r v a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  a u  f o r t  ~rcssissemerit ,  2 
l ' i m m e r s i o n .  

9 - 3 é t h o d e  d ' s t u c e  d e  l a  m o b i l i t é  .............................. 

1 - O b s e r v a t i o n  e n  c o n z r a s t e  d e  p h a s e  d u  d é o l - c è m e n t  
d e  d h i z o b ~ u m  

P o u r  une  s i m p l e  v é r i f i c a t i o n  d e  l a  m o k i l i t 5  d e s  c l o n e s  
u n e  o b s e r v a t i o n  a u  m i c r o s c o p e  p h o t o n i q u e  e n t r e  l a m e  e t  l a -  
melle e n  c o n t r a s t e  a e  p h a s e  a u  grossisse men^ moyen s u f f i t .  

L 1 o @ s e r v a - i o n  d e s  s é q u e n c e s  o e  mouvement e s t  n.31 a l s é e  
e n t r e  ldme e t  1.meli.e. L e s  b a c t é r i e s  n e  p e - v e n t  é v o l u e r  li- 
b r e m e n t ,  l ' e s p a c e  e n t r e  l a m e  e t  ldmelle e t d n t  r e c t r e i n i .  



S i  o n  ~ b ç ; ~ r , - ! e  u n e  r j c u x t e  ~2 s u s g c n s i s n  'jac"---'---, ,I<,~ , n e  
, , dGt;oçG c u r  u n s  l dme  n o n  d c g r a i s s ~ ~ e  sdns l a  r s c ~ u v r i r  

d ' u n e  l a n e i i e ,  les  nou\/er,ien-;s d z s  3 ; c t l - r i ~ s  s.,n7: ;31:11 ai:- 
a l e s ,  l ' o b s e r v a t i o n  se f a i :  5 l t a i J e  d ' d n  n i c r z s c ~ ~ p e  c u n i  
d ' u n -  büc;uz m u i t i p l i c . : ; r i c ; :  per : , , i t  . a n t  d ' ü d o i r  uii  .jr3ssis- 

s e : r . e n ~  I i j O  à l ' a i &  d ' u n  0 b j e c C i . f  n o y z n .  

P o u r  S n 3  : C n s n s t r s ; i o n  n a c r s ~ c a p i . ~ , ~ e  :le 13 m i ; - a x i m  
, .  , d ' u n e  pc? . i ? i i v n  , 2 . j c . t - r i e n n e  r ious a v o n s  t i t i - . i ç C  li ri/1;7,;,>2 

53 c i  r a t i ~ f i  e n  o i t e  de P e t r i  SE: ~ ~ r ' i - ~ ~ l ; - ~ -  --c (96 -  
irc,é : 3 C/:) '3.3j>j ( 2 5 ) .  

Lin i n o c a l u m  p r 5 l z \ l  d'Lin c l o n : - ,  i t  <;ii;: L,i531 r i d i  111 hdc-  
, ., t 2 r i s n n e  c u  d'i:n c a l ~ t  32 c.;n t r i f u : ,  d a  - :ijii EST; ï - p o &  à b  

t ï e  -j 1 u n e  b o i t e  2z i= : &-i . ,  . -  . 
a ,. , 13 !3uxF L,: A '  L,-, : ; , i l i , J d  n u - ! ; r l : l ~  5s- 

l o r é  3 3 y/l ( i \ y a r  2 i f c o ) .  L t l n o c i L l u n  2s.'. mis > ir:cuLz: à 
, . 

3:;' C _;US uni: ~ ~ ï f  2 . : ~  o;sn p i d r e .  r?.prilis l c  n e u r e ç ,  li n i y r a i i o n  
r s d i - i l e  i e  1.. p o p u l - . t i a n  = , z c t J r i a r ; n ! 2  1:. 17- ~ n s  ciic;e C~ZIL- 

16i;r oon-t 11 i i 3 m é x r -  rs-; fur . - , t i ,>n 122 id -3-5 

. .  . .  - 
,,,u,>LLL5:2 ze 13 

SOUCi:2.  

1 - m i s e  i n  6iiiij-ri,-5 

E l l e  p e u c  se f a i r e  p o r  sim:-iis o o s ~ r v a t i v n  n ic r r i : cc i> i i ; -z  
e n  c o n t r a s L n  de p h a s e  d ' u n e  s u s ~ s n s i u n  k a  . t C r i e n n e .  IJne ! souche  
e s t  . ~ i t e  c h i . . i i r ~ t a r t i : ; i ~ e  s i  l e s  b a c t 5 r i z s  p r C s r n t e n t  un  11.e 

7 ,  d e  ndrje  a v e c  d e s  d>pl:csm.:nts l i n b d i z e s  z i l t r e c o u p ~ s  -2 v o l t e  
f a c e s .  ~ J e s  m u t a n t s  a f f e c t . 5 ~  s u r  l a  f o n c t i o n  c h i m i o t  , ~ t i q i . : e  p e u -  
v r n t  p r é s e n i e r  u n e  n  :ga cslme sdns vo l t es  f a c e s  ( c i s p a r i t i o n  cies 
c u l b ~ t e ç )  oci d e s  c u l b u t e s  i n c e s s d r i ~ - . s  ( d i s ; > a r i t i o n  d e s  z r ~ i j - t s  
r e c t i L A g n e s ) .  f i ' a i ~ t r t :  p a r +  l a  p r 2 l r c n c e  e n t r , :  l d  l - ? m e  e t  1 3  

l s r n e l l e  d ' u n e  b u l l e  d ' a i r  p 5 u c  prùvc i i juer  un  c iGp1, :cemr is  o r i z n -  
ti :ks b a c t k r i e s  v e r s  l e s  b! . i i l es .  !ln n i c r s c  ~ p i l l - i ï ;  r e v p i i  
d '  u n e  s u o s  t ~ ~ n c e  a  : t r a c  t i v e  q:?.,t mun c r e r  l e  m&m: p n é z o r i è n e .  



2 - E t u d e  du  c h i r n i o t a c t i s m e  

hious a v o n s  u t i l i s s  d e u x  t e c h n l  i u e s  d é c r i t e s  p<:r 
ALLLR ( l , 3 ) ,  1 ' u n e  di:e e n  : l o i t e  d e  P e t r i  se f a i t  s u r  
m i l i e u  s e m i - s o l i d e ,  l ' a u t r e  e n  m i l i e u  l i q u i d z  e s t  a i -  
t e  t e c h n i z u e  e n  c a p i - l d i r e .  

a  - P r é p a r a t i o n  d e  l a  s u s p e n s i ù n  o a c t 5 r i e n n e  2 
t e s t e r  

E l l e  e s t  l d  m ê m e  p o u r  i d  ~ e c h n i ~ u e  e n  c a p i l l a i r e  e t  
c e l l e  e n  b o l t e  a e  P e t r i .  IJn i nocd lu rn  d e  la s 3 u c h e  b a c ~ 6 r l e n -  
n e  R . r n . V e  26 p r G l e v 8  d ' u n  é t a l e m e n t  s u r  g S l o r e  inclinée 
d e  d r i g h t  e s t  r i s  e n  c i i l t u r e  d jms  1 J m l  d e  m i l i e u  Ï Y ,  à 
3U0 C s o u s  a g i x a t i o n .  A iine d.O. d e  13,4 à 630 n m ( c o r r e s -  
p o n d a n t  à 4.1 Cl8 b a c t é r i e s / r n l )  , l a  c u l t u r e  e s t  c o n s e r v E e  à 
4O C. 

P o u r  c h a q u e  e x p é r i e n c e  un i n o c u l u m  es t  p r é l e v é  d a n s  
ce s t o c k  e t  m i s  e n  i n c u ~ a t i o n  d a n s  Sm1 d e  m i l i e u  i 4 9 ~  Truc-  
t o s é  à 0,2 76 a f i n .  d ' o b t e n i r  30 = i3,2 

C e t t e  s u s p e n s i o n  e s t  e n s , i i t e  c e n t r i f u g é e  à 3!3d g  pen- 
d a n t  1; nn à l a  t e r n p é r s t u r e  a m b i a n t e .  t i p r i s  é l i m i n a t i o n  du 
s u r n a g e a n t ,  a n  laisse l e  c u l o t  se remettre t o u t  s e u l  e n  s>..s- 

p e n t i o n  5 l a  t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  a v d n t  d e  r é a l i s e r  l e s  d i -  
1 - t i o n s  n é c e s s a i r e s  d a n s  du  tampon C W. 

6 - T e c n n i q u e  e n  b o i t e  d e  P e t r i  

Un i n o c u l u m  d e  5,02 m l ,  p r é l e v é  d a n s  l e  c u l o c  o e  c e n -  
t r i f u g a t i z n ,  à l ' a i d e  d ' u n e  p i p e t t e  0 , l  m l  g r a d u é e  a u  lUOO, 
e s t  d é p o s é  a u  c e n t r e  d ' u n e  boite d e  P e t r i  c o n t e n a n t  30 m i  
d e  m i l i e u  TY d i l u G e  a u  1 û J e  e t  g e l o s é  à 3 ( A g a  P i i f c o l .  

A p r è s  une  i n c u b a t i o n  d e  24 à 48 h s u r  u n e  s u r f d c e  
b i e n  p l a n e  à 30° C on ? e u t  o b s e r v e r  à l c  s ~ r f a c e  du  m i -  
l i e u  d z s  annea=x  concentriques d e  d e n s i f i c a t i o n  b a c t 6 r i e n -  
ne .  L ' o b s e r v a t i o n  se f a i t  s u r  un f o n d  n o i r  é c l a i r e .  



C e t t e  t e c h n ~ q u e  se r t  à l a  mise e n  É v i d e n c e  c ' u n e  
r é p o n s e  c h i m i o t a c t i q u e  v i s  à v i s  d ' u n  campos6 donné  ; 
E l l e  e s t  t r è s  approximative. P o u r  u n e  & t u d e  q u a n t i t a t i v e  
p r é c i s e  n o u s  u t i l i s o n s  " 1s c e c h n i q u e  e n  c a p i l l a i ~ e  I r  

C - T e c h n i q u e  d e  m i q r a t i o n  e n  c a p i l l a i r e  

Nous a v o n s  u t i l i s é  l a  m ' t h o d e  mise a u  poin :  p a r  
ADLER ( 3 )  m o d i f i é e  p a r  8 U H G  (JO) ( f i g .  5 )  

Des b a c t é r i e s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  un réservoir peu-  
v e n t  m i g r e r  s o u s  l ' e f f e t  d ' m e  a t t r a c t i o n  c h i n i o t a c t i q u e  
e t  p é n é t r e r  d a n s  un c a p i l l a i r e  c o n t e n a n x  une  s u b s t a n c e  
à e f f e t  c h i m i o t a c t i q u e  p o s i t i f  s u r  l a  b a c t é r i e .  

Le r é s e r v o i r  e s t  c o n s t i t t 2 é  d ' u n e  p i p e t t e  d e  10 m l  
c o u r b é e  e n  U ( l ' é c a r t e m e n t  e s t  d e  1 cm, l e s  b r a n c h e s  d e  
2 , s  cm) r e c o u v e r t e  d ' u n e  l a m e l l e  2 4  x  20 .  C e t t e  microcham- 
b r e  p e u t  a v o i r  une  c o n t e n a n c e  d e  O , 3  m l .  

P o u r  é v i t e r  l e s  c h o c s  t h e r m i q u e s  e t  l t é \ ~ a p o r a r i o n  l e  
d i s p o s i t i f  e s t  m i s  d a n s  u n e  ~ o i t e  d e  P e t r i  s t E r i l e .  Le main- 
t i e n  d e  l a  t e m p é r a t u r e  v o u l u e  s e  f a i t  s u r  une  p l a q u e  c h a u f -  
f a n t e  r é g u l é e .  

A p r è s  d é p o t  d e  l a  s u s p e n s i c n  b a c t é r i e n n e ,  on i n t r o -  
d u i t  d a n s  l a  mic rochambre  d e s  c a p i l l a i z e s  d e  1)1 r e m p l i  
d e  l a  s u n s t a n c e  à t e s t e r  p o u r  s o n  a c t i o n  c h i m i o t a c t i q u e ,  
e t  f e r m é  à l ' u n e  d e s  e x t r é m i t é s .  

Dans  u n e  meme m i c r o c h a m b r e  on i n c r c d u i t  d e s  m i c r o c a -  - 
p i l l a i r e s  c o n t e n a n t  l e s  s u b s t a n c e s  à t e s t e r  e t  d e s  m i c r o -  
c a p i l l a i r e s  t é m o i n s  n e  c o n t e n a n t  q u e  l e  tampon C.N. ou  l e  
m i l i e u  NT a y a n t  s e r v i  à l a  s u s p e n s i o n  d e s  z a c t d r i e s .  

A p r è s  u n e  h e u r e ,  l e s  c a p i l l a i r e s  s o n t  p r é l e v é s  e t  
r i n c é s  p a r  je ts  d ' e a u  d i s t i l l 6 e  s t é r i l z .  A p r è s  o u v e r t u r e  d ~  
b o u t  s c e l l é ,  l e u r  c o n t e n u  e s t  d i l u é  d a n s  du  TNP, l e  dé- 
nombrement  e s t  r é a l i s é  s u r  m i l i e u  ii C g é i o s é  à 12 c j / l .  

Nous a v o n s  e x p r i m é  l e s  r é s u l t a t s  e n  nombre a e  b a c t é r i e  / 
c a p i l l a i r e .  



I! - îb',nde d ' i r o l e i f i e n t  d e s  m u t a n t s  

a  - A c t i ~ n  d e s  r a v o n s  u l t r a - v i o l e t s  

Nous l ' a v o n s  f a i t  s e l o n  l e s  c o n ~ i t i o n ç  u x i l i s é s  p a r  
WALTJN ( 1 0 7 )  p o u r  l t i s o l e r c e n t  d ' u n  m u t a n t  d e  R h i z o o i u m  
s e n s i b l e  a u x  UV. Nous a v o n s  s o u m i s  une  s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n -  
n e  d e  Rh izob ium m e l i l o t i  Ve 26 e n  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e ,  
à 108 b a c t é r i e s / r n l  a.ix r a y o n s  UV i l ' a i d e  d ' u n e  l a m p e  15 d 
d o n n a n t  1 ,il j m2 5" p e n d a n t  15 s e c c n d e s .  

b  - A c t i o n  d e  l a  N - m e t h v l  , !\ - N i t r o  , 
N - d i t r o s a q u a n i d i n e  ( NTG ) - 

P o u r  1 a c t i o n  d e  l a  NTG n o u s  a v o n s  c h o i s i  l a  mé thode  
d e  MEGIAS ( 76 ) p o u r  l a  s c u c n e  Ve 26 d e  - 2. m e l i l o t i .  

Nous a v o n s  r é a l i s é  l a  mucagénèse  s u r  u n e  s u ç p e n s i o n  Lac- 
t é r i e n n e  e n  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e ,  10 m l  d e  c u l t u r e  à Io6  
b a c t e r i e s  p a r  m i l l i l i t r e ,  s o n t  l a y é s  e t  r e p r i s  d z n s  du  tam- 
p o n  t r i s - m a l é a t e  à PH 6 , 2 .  Nous a v o n s  s o u m i s  l a  s u s p e n s i o n  
b a c t é r i e n n e  à 7 ! J 0 ~ g / m l  d e  NTG p e n d a n t  3Ci mn à 3U0 C e t  
s o u s  a g i t a t i o n .  

A p r è s  3 L a v a g e s  a u  tampon tris m a l é i q u e ,  l e s  b a c t é r i e s  
s o n t  r e p r i s e s  d a n s  du m i l i e u  Ï Y  e t  mises e n  i n c u b a t i . c n  pen- 
d a n t  9 h à 30" C. îdous l e s  c o n s e r v o n s  e n s c ~ i t e  à 4' C. 

Le t a u x  ce s u r v i e  es t  d é t e r m i n é  p a r  n u m g r a t i o n  s v a n t  
e t  a p r è s  a c t i o n  ce l a  h T G , c t e s t  l e  7 d e  b a c t é r i e s  a y a n t  s u r -  
v é c u e  a u  traite men^. 

L ' e f f i c a c i t é  d e  l ' a g e n ~  mutagène  (L ÏG)  a & t é  d é t e r -  
m i n é e  p d r  a p p r é c i a t i o n  d e  l a  r e s i s t a n c e  à 1~3 t e t r d c y c l i n e .  
C ' e s t  l e  t a u x  d ' a p p j r i t i c n  d e  m u t a n t s  r é s i s t a n r  à la t e -  
t r a c y c l i n e  a p r e s  a c t i o n  d e  l a  NTG. 



2 - S E l e c t i o n  d e s  m u t a n t s  

Nous a v c n s  e f f e c t u é  d e s  é t a l e m e n t s  e n  s a r f a c e ,  à 
p a r t i r  d e  l a  p o p u 1 , j t i o n  m u t é e  d e  2hiz ; ib ium r n e l i l o t i  
s o u c h e  Ve 2 6 ,  s u r  l e  m i l i e u  TY g é l o s é  à 12 g / l ,  a p r è s  
l ' a v o i r  e n r i c h i e  s e l o n  l a  mé thode  i i t A i i i . f i Ï f i S N G  ( 9 ) .  

L â  s e l e c t i o n  d e  m u t a n t s  non c h i m i u t a c t i q ~ e s  ou  non 
m o b i l e s  e s t  r é a l i s é e  p a r  r é p l i q u e  a u  f i l  d e  p l o t i n e ,  si-ir 
r n i i i e u  TY d i l u é  a u  1UJe e t  g é l o s e  à 3 g / l  ( A g a r  2 i f c o )  
d e  c l o n e s  i s j l é s .  

L e s  m u t a n t s  a f f e c t é s  s u r  l a  r n o b i i i t 5  d o n n c n t  d e s  co- 
l o n i e s  p o n c t    elles s u r  r n i i i e u  s e m i - s o l i d e  a p r è s  2q h  ci '  i n -  
c u b a t i o n  à 3d0 C. 

L e s  m u t a n t s  non c h i m i r t a c t i q u e s  p e u v e n t  d o n n e r  ~ o i i  
d e s  G t a l e m e n t s  d é p o u r v u s  d ' a n n e a u x  c h i n i i o t a c t i q u e s ,  s o i t  
d e s  c o l o n i e s  p o n c t u e l l e s .  L e s  2 t y p e s  a p p a r a i s s e n t  m o b i i e s  
e n  o ~ s e r v a t i o n  m i c r o s c o p i q u e .  L e s  p r e m i e r ç , d a n s  une susyen -  
s i o n  e n  m i l i e u  d e  c u l r u r e ,  o n t  une  n a g e  c a l m e  s a n s  c u l ù u c e  ; 
l e s  s e c o n d s  c o u r n e n t  s u r  e u x  rn&me s a n s  t r a j t l t s  r r c x i l - z n e s .  

E - T e s t  d e  n o d u l a t l o n  e t  c u l t u r e  a s e p ~ i a u e  d e s  
l é ç u m i n e ~ s e s .  

a  - c a s  d e  p e t i t e s  n r a i n e s  : t e l l e  : t r f i i l e ,  l u z e r n e ,  
s o j a .  

~ J o u s  a v o n s  immergé  p e n d a n t  5mn a v e c  a g i t a t i , n  une c i n -  
q u a n t a i n e  d e  g r a i n e s  d a n s  un  b a i n  d e  tigL1 à 2,5 ,uo dans  

2 
d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  a d d i t i o n n é e  d ' u n e  g o u x t e  d e  t e e p o l  comme 
, g e n t  m o u i l l a n t .  

b - c a s  o e  q r o s ç e s  : r a i n e s  ; t e l l e s  : p o i s ,  h i r l c o t ,  

ldous a v o n s  u  t l i i s é  une  s o l u t i o n  d ' h y p o c h l o r i  ~e d e  c a l -  
c ium à 12 ,; J a n s  l ' e - d  n i ç t l ~ l é e  s t ' r i l e .  Une v i n g r d i n e  ce 
g r a i n e s  a p r è s  un b a l n  de I ~ e r c r i l  L a u r y l 4  d e  a u e l q u u s  s econ-  
d z s ,  a u  f o n d  a ' u n e  o o l t e  d e  P e t r i ,  e s t  mise e n  p r ' s e r i c e  riu 
d c : s i n f z c t z n t  p e n d - c ,  L fiin s o u s  La c l o n .  



F o u r  l e s  d e u x  t y p e s  d e  y r a i n e s ,  l e s  s o l ~ t i o n s  ~ ; e  
s t L r i , i s ~ c i o n  s z n L  d i l n i n & e s  p a r  d i c d a 7 e s  7 l ' e a ~  cils- 

t i i i é e  st r l l e .  

2 - C o n t r ô l e  de  l ' a s e w i e  e t  1, ~ 1 e r m i n 3 x i o n  c z c  o r l i n e s  

A p r è s  d Z s i n f e c t i o n ,  l e s  g r a i n e s  s o n - ï  mises à g e r m e r  à 
l ' o b s c u r i t é ,  à 30' C p e n d a n t  4 8  h e g r e s .  

La p:5-ezmina t ion  p o u r  l e s  p e t z - c e s  g r d - n e s  se i J l Z  

s u r  m l l l e u  dC s é l c s i  à 12 .ho e t  f r u c - c o s 5  3 1 ,; e n  u - i c e  
se P e t r i .  

. . ,  P o u r  l e s  g r o s s e s  g r a i n e s  n o u s  a v o n s  Z ~ ; L I S C  d.25 b o i t e s  
rie P e t r i  e n  v e z r e  c o n ~ e n a n t  un  d i s q c i e  e n  a o p i r r  ? ; i - ~ r ~ _  r l i s  

s u r  du  c z t o n  h y d r o p h i l e  i m b i b é  d ' e a u  d i ç t l i l é e .  L e  t o u t  e s t  
s t é r i i i s t  5 l ' _ ; u t s c l = : v e  ( î 3 U 0  , ZC1 m n ) .  L e s  g r a i n e s  s o n - t  m i -  
ses à g e r m e r  s ü r  l e  p a p i e r  f i l t r e  5 l f o 5 s c u r i t 6  , 5 3 2 '  C p e n -  
d a n t  4 8  h e u r e s .  

C e t t e  ~ r é ~ e r n i n a t i o n  n o u s  p e r m e t  3e s É l d c ~ i o n n e ;  d e s  
semis d e  m2me v i g u e u r  e t  e x e m p t  d e  t o u t z  c s n t a m i n  t i o n .  

a  - En m i l i e u  l i q u i d e  s u r  s ~ p p g r t  e n  p a p i e r  

L e s  s e m i s  ç e i a c t i s n n e r  ç 3 u r  l e u r  s t L r i l i t 6  e t  leur v i -  
g u e u r  ( r a c l n e  ae l o n g u e u r  e n t r e  5 e t  10 mm) s o n x  p r é i e v g s  
à l ' ose  e t  ~ 5 p o s é s  s u r  1- b a n d e  d e  p a p l e r  d a n s  l e  : u t e  (comme 
i n d i q u é  f i g .  ( 7 a , b )  d e  m a n i è r e  q u e  s e u l e  13  r a c i n e  t r e m p e  
d a n s  l e  m i l i e u  NT.  L e s  conditions d e  c u i t u r r s  s o n t  16 h d e  
i u m i è r e  ( 4  230 L u x ) ,  8 0  7; h u m i d i t é ,  25O C l e  jour e t  I b o  C  
l a  n u i t .  

b  - s u r  s , p p o r t  q r a n u l é  e n  " m i n i - s e r r e  

F o u r  l a v e r  e t  s t S r i l i s e r  l a  m i n i - s e r r e  n o u s  avons 



p ï o c é d i  c o n n e  s u l i  : a p r è s  un b 3 ~ q  d e  3U mn d ' u n e  s o l u t i o n  
d e  t i u c a o u r  à 1 ,3 d a n s  l ' e a u  distillée ,qoît tSe à 7G3 C ,  n u d s  
l a v o n ç  d ~ u x  f o l 5  à l ' e a u  distillée. La s t ~ r i l i ç s t i 3 n  e s t  
r é a l i s e e  p a r  e x p o s i ~ l o n  d e  13 c u v e  a u x  r a y o n s  J V  a ' u n e  
lùmpe d e  15  W c o r r e s p o n o d n t  à 15 J s2 5-1 a p r è s  s e c h 3  e .  

Le  s u b s t r a t  s t S r i l i s é  separ6ii ien-t  e s t  m i s  d a n s  l e s  
g r a n d e s  a l v S d l e s  e t  i m b i b e  d e  m i l i e u  f?T, 21  h  a v a n t  l ' u z i l i -  
s a t i o n .  

L e s  g r a i n e s  g e r m é e s  a y a n t  une  r a c i n e  i n f E r i e u r e  à 
U,5 c m  s o n t  p r i l e v é e s  e t  dépos t5es  s u r  l e  s u n s z r a t  a v e c  
l a  r a c i n e  v e r s  l e  o a s .  a n  d é u o s e  15 à 4 0  g r a i n e s  p a r  a l v é o l e s  
s e l o n  l e u r  t a i l l e  , e s p 5 c 5 e s  d ' a u  m o i n s  1 crn. 

4 - P r é p a r a t i o n  d ' e x s u d a t s  r a c i n a i r e s  

a - E x s u d a t s  d e  j e u n e s  semis 

k n e  q u a r a n t a i n e  d e  S r a m e s  s t S r l i e s  e s t  mlse 2 y r r -  
mer, d s n s  une  u o i t e  d e  P e t r i  c o n t e n a n t  2i3 m l  d e  m i l i e u  ïJT, 
3 l'obscurité e t  à 3J0  C ; a p r è s  24 h e u r e s ,  nzius p r é l o v a n s  1-s 
20 m l  d e  m i l l e u  q u e  n o u s  s t é r l l i s û n s  p ~ r  p a s v d g e  sdr f ; i ; ï e  
SA Ti37IJS 0,22/lnrn. 

b  - E x s u d a t  r a c i n a i r e  d e  j e u n e s  ~ l \ ~ n t u l e s  

d n e  q u a r a n t a i n e  d e  j e u n e  s e m i s  e s t  mise e n  c u l t u r o  
a s e p t i q u e  d a n s  l e s  t u b e s  23 x  4(20 c o n t e n a n t  du m i l i e u  ; d i .  

k p r é s  u n e  s e m a i n e ,  l e  m i l i e u  e s t  a s p i r é  s t G r i l e n e n c  a t  
r e m p l a c g  p a r  2U m l  d e  m i l i e u  NT n e u f .  L e s  p l d n t u l e s  s o n t  
r e m i s e s  e n  c o n d i t i o n  d e  serre ( 1 6  h  d e  l u m i è r e ;  2 5 O  C , 60 ;A H )  
A p r è s  2 4  h ,  l e s  2 5  m l  s o n t  p r 5 l e v é s    te ri le ment, p a s s é s  s u r  
f i l t r e  L1,22/m.  

5 - I s o l e m e n t  d e s  b a c t e r i e s  à p a r t i r  d e s  n o d u l s s  

L e s  n o d u l e s  s o n t  r ? é s i n f e c t é s  p e n d a n t  3 mn d a n s  une  
s o l u t i o n  à 1 J-D d e  b i c h l o r u r e  d e  mercdre s i i i v i  d e  8 i d -  

v a g e s  à l ' e a u  d i s t i l i é e  s t 2 r i l e .  I l s  s c n t  e n s a i t e  b r o y é s  
un 3 un  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c i i l t u r e  T'Y p u i s  b t a l é s  siir l e  
m i l i e u  g é l o s i ?  à 15 g / l .  



REÇULTATÇ ET CC14!4ENTAIRES ......................... 



S é s u l t a t s  e t  c o m m e n t a i r e s  

A - MUTAGENESE ---------- 
1 . A c t i o n  d e s  r a v o n s  u l t r a - v i o l e t s  ( U . V . )  

î ~ o u s  a v o n s  r é a l i s É  l a  n u t a g é n è n e  p a r  l ' a c t i o n  d e s  U.V 
s u r  l a  s o u c h e  Ve 26 d e  Rh izob ium m e l i l o t i  e n  p h a s e  exponen- 
t i e l l e .  13 m l  d e  s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e  e n  m i l i e u  TY,  de  d e n s i t é  
o p t i q u e  â 6u0 nrn d e  ii, 1 , s o n t  l a v é s  e t  r e p r i s  d a n s  du T .I 1. P. 

?dous a v o n s  e x p o s é  l a  s u s p e n s i o n  b a c t e r i e n n e  à  un^ lanlpe à 
U.V. d e  15 W, d o n n a n t  10 J m 2 / s  à 50 c m  d e  d i s t a n c e ,  pen- 
d a n t  1 5  s e c o n d e .  Après  l ' i r r a d i a t i o n  l a  s u s p e n s i o n  b a c t é -  
r i e n n e  est  m a i n t e n u e  à l ' o b s c u r i t é ,  à 3C1° C e t  e n  a g i t a t i o n  
p e n d a n t  12 h. 

Une o b s e r v a t i o n  m i c r o s c o p i q u e  e n  c o n t r a s t e  d e  p h a s e ,  
m o n t r e  une  n e t t e  a u g m e n t a t i o n  du nomixe  d e  b a c t é r i e s  m o c i i e s  
p a r  r a p p o r t  à l a  p o p u i a t i o n  non i r r a d i é e .  C e t z e  a u g m e n t a t i o n  
e s t  c o n f i r m é e  p a r  un test  d e  m o b i l i t é  e n  m i l i e u  s e m i - s o l i c e .  

La p o p u l a t i o n  b a c t é r i e n n e  s o u m i s e  a u x  d.V. e s t  
e n s u i t e  e n r i c h i e  e n  m u t a n t s  non m o b i l e s  e t  non c n i m i u t a c t i -  
q u e s  p a r  l a  t e c h n i q u e  d i t e  : " n é g a t i v e  swarm s e l e c t i o n "  
d o n t  l e s  É t a p e s  s c n t  i n d i q u é e s  s u r  l a  f i g u r e ô  , n o u s  d é c r i -  
r o n s  a v e c  p l u s  d e  d é t a i l s  c e t t e  t e c h n i q u e  a u  p o r a g r a p h e  s u i -  - 
v a n t .  l o u s  l e s  m u t a n t s  i s o l é s  se s o n t  a v é r é s  p e u  s t a b l e s ,  a u s k  - 
b i e n  l e s  m o b i l e s ,  l e s  non m o b i l e  (mob , f l a -  ) q u e  l e s  non 
c h i r n i o t a c t i q u e s  ( c h é - )  . 

h o u s  a v o n s  o b t e  u  e n  15 s e c o n d e s  d e  t r a i t e m e n t  p a r  2 
un rayonnernent  d e  1 Z .JdiRl .s , un t a u x  d e  s u r v i e  d e  8,5 ., 
a l o r s  c u e  IPEGIAS (76) s i g n a l e  un t a u x  d e  s u r v i e  de 10 L-' '2 
d p r è s  une  e x p û s i t i ü n  d e  :5 ma a  UT, r a y c n n e m e n t  de 18 J / m  . s 
c h e z  H, t r i f o l i i  e t  wkLÏ3N (107), un t a ~ x  d e  s u r v i e  d e  1 . ~  3 

p o u r  m ê m e  t e m p s  d ' i r r a d i a t i o n  m d l s  a v e c  une e n e r g i e  de 

1 .J/n: . s t c ~ j o u r s  c h e z  l a  même b a c t é r i e .  



C ' e f f e t  mutagène  e s t  c o n t r o v e r s é  a u s s i  : 1biALTUN 
o b t i e n t  u n e  b c n t > e  e f f i c c i c i t é  c o n t r d i r e m e n t  à I EGIAS ( 7 6 ) ;  

S i g n a l o n s  e n  o u t r e  que  WHLTjN e t  ;,îEGIUS s ' a c c o r d e n t  
à d i r e  q u e  l a  N. l4 ie thyl ,  N. N i t r o ,  N. P J i ~ r o s o g u a n i a i n e  (h.T.G.) 
est  b i e n  p l u s  m u t a g è n e  que  l e s  U.V. 

2 . A c t i o n  d e  l a  iu. N e t h v l ,  N .  N i t r o ,  iJ. N i t r o s o q u a t i -  
d i n e  (h.T.G.) 

a - P o u r  l ' a c t i o n  d e  l a  N.T.G. n o u s  a v o n s  a d o p t é  l a  
méthode d e  Î 4 E G I A S  - p o u r  l a  s o u c h e  Ve 26 d e  R. K e l i l o t i  . A p r é s  
q u e l q u e s  e s s a i s  n o u s  a v o n s  c h o i s i  l e s  c o n d i t i o n s  d o n n a n t  0 , l  5 
de t a u x  d e  s u r v i e .  U e s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e  e n  p h a s e  exponen- 8 
t i e l l e ,  c o n t e n a n t  1 0  b a c t é r i e s / m l  es t  s o u m i s e  p e n d a n t  30 min 
à 700,hg/ml d e  N.T.G. 

Le t a u x  d e  s u r v i e  d é t e r m i n é  p a r  une n u ~ é r a t i o n  a v a n t  
e t  a p r é s  a c t i o n  d e  l ' a g e n t  mutagène .  Le p o u ï c e n t a g e  d e  s u i v i -  
v a n t  est v o i s i n  d e  0,11 :%.' 

5 
nombre  d e  c e l l u l e s  a p r é s  m u t a g è n e s e  3.10 Bac t /ml  

8 
nombre  d e  c e l l u l e s  a v a n t  rnu tagénése  2 .810 a a c t / m l  

L ' é f f i c a c i t é  d e  l ' a g e n t  m u t a g è n e  a  é t é  d é t e r m i n é  p a r  a p p r é c i a -  
t i o n  d e  l a  r é s i s t a n c e  à l a  t e t r a c y c l i n e .  INous a v o n s  c h o i s i  l a  
t e t r a c y c l i n e  c a r  c ' e s t  un m a r q u e u r  chromosomique.  E t  l a  d o s e  
l é t a l e  D 5 0  e s t  d e  0,29 pg p a r  m l  p o u r  E. & e t  0 , 3 5 p g / m L  
p o u r  8. s u b t i l i s  (35) .  

Le  nombre d e  m u t a n t s  s p o n t a n é s  c h e z  l a  s o u c h e  Ve 26 d e  i. m e l i l o -  
t i  à l a  t e t r a c y c l i n e  à a P g / m l  est  n u l  p o u r  une  p o p u l a t i o n  d e  
3 b a c t é r i e s  p a r  m l .  A p r é s  a c t i o n  d e  l a  N . Ï . G a  a p p a r a i s s e n t  
,31 m u t a n t s  r é s i s t a n t  d a n s  une  p o p u l a t i o n  d e  10 b a c t é r i e s  p a r  
m l .  



C u l o t  de 
noculnt ion  d'un n i l i c u  semis s o l i d o  . c o n t r i l n g û t i o n  
b o i t e  de P6tri 

1 I n o c u l a t  m i s  an c u l t u r o  dans 2ml do m i l i e u  
I et m i s  en incubat ion  8 A, 10 h. a 30°C 

B 
I n o c u l z t i o n  d'irn n i l i c u  acmis s o l i d e  

en h i t e  de Pctri 

Mappc bactbr icnnc  aprGs . 
-- 

Pr61 bvcment c e n t ~ - a l  

i n c u b a t i o n  1 
J 

~ i g u r o  8 : * 
1.06~ d ' f i ~ r i c h i ~ s ~ m e n t  d'itne r;uni,cnaion bactOrienne e n  n l ~ t n i i < &  -- -- 

non innbi lcs  et non chimio tr ctio11e.s~ 
---CI.--. 



L e s  g è n e s  c ~ n t r o l a n t  l a  m o b i l i t é  e t  l e  c h i , , i i o t a c t i s s e  s o n t  
p o r t E s  p a r  l e  chromosome (8), t o u t  cocme c e u x  de  l a  rCsiç- 
t a n c e  à l a  t e t r a ~ ~ c l i n e .  

- b  - I s o l e m e n t  d e s  m u t a n t s  

. e n r i c h i s s e m e n t  de l a  p o p u l a t i o n  b a c t e r i e n n e  s o u m i s e  
à l ' a g e n t  mutagène  e n  m u t a n t s  non m o b i l e s  e t  non c h i r n i o t a c t i -  
q u e s  . 

S e l o n  i3,ON (25 )  une  p o p u l a t i o n  b a c t e r i e n n e  d é p o s é e  
s u r  un m i l i e u  n u t r i t i f  s e m i - s o l i d e  m i g r e  r a d i a l e m e n t  e t  se 
d é v e l o p p e  en  nappe  c i r c u l a i r e  d o n t  l e  a i a m é t r e  dépend  d e  l a  
m o b i l i t é  de  l a  p o p u l a t i o n .  L e s  b a c t é r i e s  q u i  m i g r e n t  v o n t  à 
l a  r e c h e r c n e  d é l é m e n t s  n u t r i t i f s .  L e s  i n d i v i d u s  de  l a  popu- 
l a t i o n  q u i  s o n t  non m o b i l e s  ou  non c h i m i o t a c t i q u e s  r e s t e n t  s u r  
l e  l i e u  d e  d é p ô t .  

P a r t a n t  d e  ce p r i n c i p e  ARFiSTRdNG ( 9 )  a  é t a b l i  un 
modèle  de  s e l e c t i o n  b a s é  s u r  une  sér ie  d e  c h l t u r e s  s u c c e s -  
s i v e s  d ' u n  i n o c u l u m  s u r  m i l i e u  s e m i - s o l i a e  ; méthode d i t e  : 
" n é g a t i v e  swarm s é l e c t i o n v  p a r  COLLINS ( 1 4 ) .  C e t t e  -cechni-  
que  p e r m e t  a s e n r i c h i r  l a  p o p u l a t i o n  b a c t é r i e n n e  e n  m u t a n t s  
non m o b i l e s  (~oD-) , non f l a g e l l é s  ( f l a - )  e t  ncn  c h i m i o t a c t i -  
q u e s  (ché). 

Nous a v o n s  u t i l i s é  c e t t e  mé thoae  s o u s  s a  f o r m e  
m o d i f i é e  d o n t  l e s  d i v e r s  é t a p e s  f i ç u r e n t  s u r  l a  f i g u r e  8. 
Un m i l l i l i t r e  d e  l a  s a s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e  t r a i t é e  3 ia NTG e s t  c e n -  
t r i f u g é  2 0 ~ ~ 1  du c u l o t  s o n t  d é p o s é s  à l a  s u r f a c e  d ' u n  m i -  
l i e u  n u t r i t i f  s e m i - s o l i d e  ( m i l i e u  TY d i l u é  a u  l / l O G o ) .  
A p r é s  24 h d ' i n c u b a t i o n  à 3U0 C d e s  p r é l è v e m e n t s  à l ' o se ,  
a u  c e n t r e  e t  à l a  p é r i p h é r i e  d e s  n a p p e s  f o r m é s  p a r  l e s  i n o -  
c u l a t s ,  s o n t  réa l i sés  : i l s  s o n t  m i s  c h a c u n  d a n s  2 m l  d e  TY/lGG 
e t  i n c u b é s  à 30° C p e n d a n t  12 h l e s  s u ~ p e n s i o n s  o b t e n u e s  s o n t  
t r a i t é s  comme p r é c é d e n e n t .  Ces d i f f é r e n t e s  é t a p e s  c o n s t i t u e n t  
un c y c l e  d ' e n r i c h i s s e m e n t .  



LX0TOSBAPHI.E No P : Replique de  wutnnts sur milieu de cu l ture  
semis-solide (g6losé 5 3g/l)  . L e s  nappes 

bact6riennes fornees par les clones non no- 
b i l e s  et non c h i n ~ i o t a  ctiaues sont  n o n c t i i e l l e s  
( ff &che) ; les  n n p p ~ s  formes par les  clo:res 
mobiles s o n t  etaléeç ( double fl&clie ).  



f . I so l emen ;  d e s  m u t a n t s  

A p r é s  4 c y c l e s  d ' e n r i c h i s s e m e n t ,  comme i n d i q u é  a u  p a r a g r a -  
phe p r é c é d e n t ,  n o u s  e f f e c t b o n s  d e s  i s o l e m e n t s  p a r  é t a l e -  
ment de l a  s u s p e n s i o n  b a c t é r i e n n e  s u r  p l a q u e  d e  m i l i e u  TY 
g é l o s é  - 12 g/1. 

La m o b i l i t é  e t  l e  c h i m i o t a c t i s m e  d e s  c l o n e s  s é p a r é s  s o n t  
t e s t é s  p a r  r é p l i q u e  a u  f i l  d e  p l a t i n e  s u r  m i l i e u  R HE semi- 

1 s o l i d e .  S e u l s  l e s  c l o n e s  a u t o t r o p h e s  s e r o n t  r e t e n u s .  LES re- 
p l i q u e s  s o n t  i n c u b é s  30° L p e n d a n t  24 H. 

Y. i - .é thode  de  s é l e c t i o n  

a - l a  s s l e c t i o n  d e s  m u t à n t s  non m o b i l e s  est b a s é e  
s u r  l e  faat  q t i f u n e  p o p u l d t i c n  non rnobr le  i n c u b É e  s u r  m i l i e u  
r e ~ l - s ? l i r ! e  s f é t d l e  &ris p e u  p a r  r a ~ p o r t  a  une p o ~ u l a t l o n  
? o b i l e  ( 2 5 ) .  

La p h o t o g r a p h i e  ( 1  ) q c n z r e  1s d i f f 5 r e n c z  e n c r z  un 
z d t a n t  m o b i l e  e t  d e s  m u t a n t s  nori m o b i l e s ,  

i f o b s e r v â t i o n  a u  m i c r o s c o p e  p h o t m i z u e ,  s n  c c n z r u c t e  de  
? h a s e ,  e s t  n e c e s s a i r e  p o u r  c o n f i r m e r  l a  non m o u l l l t é  d e s  
b a c t L q r i e s  i s s u e s  a e  c l o n e s  "non é z a i é s f l  s u r  g e l o s e  p o l i e .  

Cette a b s e n c e  d ' é t a l e m e n t  s u r  n ~ i l i ~ u  s e m i - s o l i r e  ~ i i  c l o n e  
muté non m o b i l e  n ' e s t  p a s  d u e  à une f a i t l e  i i l u l t i p l i c a t i o n  
a e s  b a c t é r i e s .  

n e m a r q u e s  : z i i s t l n c z i o n  s n t r e  i - i q r a t i o n  ~t r - < u l t i p l i c a t i o n  
b a c t i r i e n n e  s u r  z i l i e u  n c i b r i t i f  s e m i - s o l i d e .  



di lut ion  S 

ni5 tre 

FIGURE : 9 f l i g r a t i o n  de l a  souche  2. M e l i l o t i  V'e 26 (A , ) 
e t  d e s  mutan t s  non c h i m i o t a c t i q u e  ( w  ) e t  non m o b i l e s  
( O  , x , + ) s u r  l e  m i l i e u  TY 3 d i v e r s  d i l a t i o n s  et à 
deux - c o n c e n t r a t i o n s  e n  ca l c ium ( 1 e t  0,5 46 1. Les 
m i g r a t i o n s  d e s  mutan t s ,  aux  c o n c e n t r a t i o n s  en  CaCl 
s o n t  s i m i l a i r e s .  2 

nigra tion 
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. .  . 3 u r  un ;nii:ek n u t r i t i f  s e n i - s o l i 3 e  - c o n t e n a n t  3 g  d t d g a r  
( D i f c o )  p s r  l i t r e  - i e  d é v e l o p p e m e n t  i ' u n  i n o c u i u n  e n  na;:pe 
b a c t é r i i - n n e  c i r c u l a i r e  e s t  l a  r é s u 1 t a n . k  d e  d e ~ x  phsnomè- 
n e s  : l a  i n i g r a t i o n  e t  l c  n u l - c i p l i c a t i o n  d e s  b a c t é r i e s .  
P o u r  e s - a y e r  d e  d i r t l n g u z r  ces d e u x  e f f e t s  n o u s  a v o n s  i n c z -  
06 l a  s o u c h e  Ve 25 s a u v a g e  s u r  d i v e r s  d i l u t i a n s  d e  m i l i e u  
n u t r i t i f  f a i b l e m e n t  g é l o s é  ( 3  g / l )  c o m m u n i c a t i o n  p e r s o n n e l -  
l e  d e  M r  i U 1 ~ L ; i t i I v . E .  

P a r  a i i l e u r s  n o u s  a v o n s  r é a l i s é  c e t t e  e x p t r i e n c e  s u r  u i f f 2 r z n t s  
m i l i e u x .  Le s r a p h i q u e  d e  l a  f i g u r e  (9) m o n t r e  l e s  r é s b l t a ~ s  
o b t e n u s  e n  m i l i e u  TY, 

L ' o b s e r v a t i o n  e t  l a  m e s u r e  d e  l a  n a p p e  b a c t é r i e n n e  se f a i s a n t  
s u r  f o n d  n o i r  é c l a i r 6  il e s t  f ü c i l e  d e  d i f f é r e n c i e r  l e s  nen- 
s i t é s  b a c t é r i e n n e s  d f a p r é s  l ' o p a c i t é  r e l a t i v e  des n a p p e s .  

En m i l i e u  TV non d i l u é  l e  d i a m è t r e  u e s  n z p p e s  e s t  e n  moyenns  
d e  3 c m .  

En m i l i e u T Y  d i i u é  a u  1/1û00 e t  a u  1/!00 i e  d i a m è t r e  atteins 
e t  e n  moyenne d e  5 à 6 cm. 

La d e n s i t é  o e s  n a p p e s  e s t  p l u s  i m p o r z a n t ~  e n  m i l i e u  T'I  non 
d ~ l u é  . 
a i e n  q u e  ce m i l i e u  s o i t  à une  c o n c e n t r a t i o n  d o n n a n t  , ' c ? t i -  
mum d e  c r o i s s a n c e  p o u r  3 h i z o b i u m  i e  o i a m è t r ~  d e s  n a p p e s  
d e  m i g r a t i o n  s o n t  p l u s  f a i b l e  q u e  c e u x  o b t e n u s  s u r  l e  r n i i i ~ u  
d i l u é  au  1/100 e t  a u  7/1000 . 

Le d i a m è t r e  d e s  n z p p e s  r é s u l t e  d e  l ' É t a l e m e n t  d e  
l a  p o p u l a t i o n  b a c t é r i e n n e  b e a u c o ~ p  p l u s  q u e  G e  s a  n u l t i p i i -  
c a t i d n .  LJn maximum d e  m u l t i p l i c a t i o n  L d c t G r i e n n e  n e  donne  
p a s  a d t o m a t i q u e m e n t  un maximum G e  m i g r a t i o n .  



La r é p o n s e  c h i m l o t a c t i q u e  e s t  p l u s  n e x t e  p o u r  
d e  f a l b l e  c ~ n c e n t r ~ t l o n s  e n  é lÉmenzs  n u t r 1 t ; ~ s  e t  c o n c u x t  à 
u n e  n l ~ r a t l o n  d e  l a  p o p u l a t i o n  b a c t z r l e n n e  ( 1 ) .  

De ce f a i t  l e  m i l i e u  TY d i l u é  a u  1/10, (TY/100) 
n o u s  a  s e r v i  d e  m i l i e u  d e  s e l e c t i o n .  

b  - P o u r  l ' o b t e n t i o n  d e s  m u t a n t s  non c t i i m i o t a c t i q u e s  n o u s  
s v o n s  u t i l i s é  l a  mé thode  a e  s é l e c t i o n  p r é c o n i s g e  p a r  
A!ILEFI ( 3 )  p o u r  5. c o l i  

S e l o n  AdLti3 ( 3 )  une  p o p u l a t i o n  b a c t e r i e n n e  à 
f o n c t i o n  c n i m i o t a c t i q u e  s u r  m i l i e u  n u t r i t i f  s e n i - s o l i d e  
d o n n e  u n e  n a p p e  b a c t é r i e n n e  c i r c v l a i r e  p r é s e n t a n t  d e s  
a n n e a u x  d e  d e n s i f i c z t i o n  c o n c e n t r i q u e s .  C e s  a n n e a u x  s o n t  
c o n s t i t u é s  d ' u n e  a c c u m u l a t i o n  d e  b a c t é r i e s  ( v o i r  r e m a r q u e  
i n f r a )  . 

J n  c l o n e  a y a n t  p e r d u  t o u t e  f o n c t i o n  c h i m i o t a c t i q ~ e  
( n o t é  c h é )  r e p r i s  s u r  m i l i e u  s e n i - s o l i d e  f o r m e  une  n s p p e  
c i r c u l a i r e  u n i f o r m e  s a n s  a n n e a u x  d e  d e n s i f i c a t i o n  b a c r é r i e n -  
n e  ( 1 ) .  

D ' a p r é s  CûLINS ( 3 4 )  l e s  c i o n e s  c u i  n e  p r é s e n t e n t  
p z s  d e  m o b i l i t é  s u r  m i l i e u  s e m i - s o l i a e  m a i s  e n  p r é s e n t e n t  
e n  m i l i e u  l i q u i d e  s o n t  c o n s i d é r é s  comme non c h i m i o t a c t i q u e s  
e t  s o n t  notés .(thé-). 

L ' o b s e r v a t i o n  a u  m i c r o s c o p e  p h o t o n i q u e ,  e n  c o n t r a s t e  d e  
p h a s e ,  d ' u n e  c u l t i i r e  e n  m i l i e u  l i q u i d e  d e  l a  s o u c h e  sau -  
v a g e  v e  26 d e  &. m e l i l o t i  rni jntre une  n a g e  f o r m e e  'de p h a s e s  
r e c ~ l i l l g n e s  a l t e r n a n t  a v e c  d e s  p h a s e s  d e  c u l b u t e s  o ù  
l a  b a c t e r i e  t d u r n e  b r u t a l e r i e n t  s u r  e l i e  même o o L r  fréquem- 
ment  c k a ? , e r  d e  d i r e c t i o n .  
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PZOTÛGRAPXIE N o  2 : 
Nappe do migration sur m i l i e l r  semis solide, 
des m - ~ t a n t s  isolés et dc la souche Ve25 de 
Rhizobium melilotf . 

- b : suspension bacterienne d e  l a  souche 
Ve26 s o u m i s e  à l 'ac t ion  d e  l a  NTG e t  enrichie 
en  mutants , n?n c h i m i o t a c t i q i l e  et non nobil-es. 

- c et e : c l o n e s  d e  deux mutant& non flagellbs. 

- d : c l o n e  d e  mutant non m o b i l e .  
- f : clone de mutant non chid.otactique . 
( Noter les colonies sat61litcs & ceté des nappes 

d et f (fl&chcs? ) . 



C ' e s t  l e  c a s  o u a n d  l a  p o p u ~ a t i o n  b d c t S r ~ e n n e  e s t  e n  m i l l e u  
i s o r r o p e .  C' s t  u n  ,ype  3e n a 2 e  xA5d Loire, un u d c r l i l  : s e  
d é ~ o r ~ ~ o n n é  d ' u n  e s p a c e  u o n n é .  

L e s  t r a j e t s  r e c t i l i g n e s  s o n 2  p l u s  l o n l s  q u a n d  i l s  
s o n t  o r i e n t é s  du  caté d'un g r a d i e n t  a t t r a c t i f .  se z e  f d i t  
l e s  B a c t é r i e s  se a é p l a c e n t  d ' u n  mouvement  a l c a t o i r e  m a i s  
o r i e n t é  v e r s  l e  g r a d i e n t  a t t r a c t i f .  

- 
L e s  m u t a n t s  n o n  c h i r n i o t a c + i q u e  ( c h 6  ) p e u v e n t  a v o i r  

s o i t  " u n e  n a g e  c a l m e t '  sans v o l t e - f a c e s ,  s o i t  t o u r n t r  :;ur eux-  
mêmes s a n s  t r a J e t  r e c t i l i ~ n e ,  s o i t  u n e  n a s e  comme c z i l e  .ze 
l a  s o u c h e  m è r e  m a i s  n e  r é a g i s : = e n t  2 a x u n  ; r z s i r n t .  

Le t a b l e a u  2 m o n x r e  l e s  c a r a c z é r e s  d e s  a i f f é r e n t s  ziu-ctlnti  1 ~ 2 1 - s  

P h o t o g r a p h i e  2. 

. tL i r t ; i i t Ç  : l s e  e n  é v l d e n c e  aes a n n e ù i i x  c r ~ m i o ~ a c t l  ces. 

P o u r  m o n t r e r  q u e  l e s  a n n e a u x  c h i m i c t a c t i q u e s  s û n t  
u n e  a c c u m u l a t i o n  d e s  b a c r é r i e s  p a r  ' r m i , z r a t i o n t t  e t  n o n  F d r  
m u l t i p l i c a t i o n  n c u s  a v c n s  r é a l i s e  l ' e x p é r i e n c e  s u i v a n t e  : 

Un i r i o c u l u :  ~ r d l ~ v é  d ' u n  c u l o t  - ? c e n k r i f 2 g a t i o n  i' : r e  
c d t u r e  e n  m i l i e u  l i q u i d e  3s l a  sscche iaüvaza ie 2 1  

, . .  e c z  o ~ s  5 i n c r b e r  s u r  m i l i e u  T Y / i i l O .  

;es a i i q u o t s  s o n t  p r e l e v e s  2 l':se à des d i s t a n c e z  d g t r r -  
. , r : i n u z s  e t  r e m i s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  du  T.ii.?. e t  d e n o n n r é s  

l e s  p6l?:vemen's s o n t  e F f r c t u 6 s  ~ , p r ? ~  l h ? 3  b, e t  5 h e u r e s  
d t i n c a b a t i o n  2 3d0 C .  

Les r é s ~ ~ l t d t s  o b t e n u  n û u s  o n t  per::is il : r a c e r  ie i j r z F n i q u e  
6 2  l a  f i g u r e  10. 



Jombre de b a c t é r i e  
rar prélevement 

x 10 
4 

J i s t a n c e  au c e n t r e  
d e  l a  nappe de  
m i g r a t i o n  e n  mm 

FIGURE 10 D e n s i t é  b a c t é r i e n n e  a u  s e i n  d 'une nap ie  de  mig ra t ion ;  -,;pics 
1 e t  I I  co r r e sponden t  à une accumula t ion  d e s  b a c t é r i e s  ( = à d e s  
bandes  de d e n s i f i c a t i o n )  l a  bande 1 s'est dép lacée  v e r s  l l e x t é -  
r i e u r  e t  l a  bande I I  a p r i s  sa p l a c e  ? I l  y a un déplacement 
p a r  "vaguesw de  l a  p o p u l a t i o n  bac t é r i enne .  



Ln n o x e  qcie l a  d e r i s i t é  b a c i z g r i r n n e  n ' e s t  p a s  
a n i f o r n e .  -Le noi;ioTe i e  b ü c t ~ r i e ç  p a r  p r é 1 2 v e r ! z n L  \ f a r i e  

L: a 
en t : re  15 ei ;  1'3 . 

4 
Un p r e m i e r  p i c  d e  10 h a c t L r i e 5  a p p z r z i l c  

q u e l q u e  o i l l l r n è t r e  d e  l a  l i m i t e  d e  l a  n a p p e ,  a p r s s  s e u l e -  
n i e n t  3 h d ' i r i c c i u a t i o n .  

S e s  p i c s  de  d e : i s i i i c a t i o n  C O  r e s p o n d e n t  azx a i in ra ! . ix  c h i -  
r n i o t a c t i q u e s  s u r  l a  nap i je  b a c  i s r i e n n e .  Le ~ i p i ~ ; c e m e n t  

J e s  p i c s  v e r s  l ' e x t c - '   leur c o r r e s p o n u  ,> u c e  , ~ , i j r a t i c r i  u e  La 
p o p u l a t i o n  b a c t i r i e n n e  c o n s t i t u a n t  l ' a n n e a u  d e  i l e n s i f i c a -  
t i o n .  



Zliamé t r e  

de m i g r a t i o n  A 
I 

M i l i e u x  

FIGURE11 : M i g r a t i o n  de l a  s o u c h e  S. P J I e l i l o t i  Ve 26 e t  d e s  m u t a n t s  . 
i s o l é s  c h é  ( ) , mob ( + ) e t   la- ( - , O ) ,  s u r  
d i v e r s  m i l i e u x  c o n t e n a n t  39 d f a g a r  p a r  l i t r e  

"de m i g r a t i o n  

e n  mm 

d a n s  l e  m i l i e u  e n  gr/.k 

FIGURE 12 Etude  d e  l a  m i g r a t i o n  de  l a  s o u c h e  A .  M e l i l o t i  Vé. 26 
( A ) e t  des m u t a n t s  non m o b i l e s  ( A , , O 
e t  non c h i m i o t a c t i q u e s  ( 6 ) .  En f o n c t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  
d ' a g a r  d a n s  l e  m i l i e u  d e  m i g r a t i o n  ( i n c u b a t i o n  48 h à 30' c ) .  



L e t z e  é t u r e  d o l t  n o u s  p e r m e z c r e  ze d S t e r n i n - r  l e  
c o m p o r t e m e n t  d e s  n ~ t a n - s  i s ù l e s  s e l o n  q u e l q u e ;  f ~ c ~ e u r r  
p n y s i q u e s  ( z e m p é r a t u r e ,  t e r r p s ,  v i s c o ç i t k )  e t  q d e l q u e s  
n i l l i e u x  d e  c u l t u r e .  

1 - E z u a e  s u r  m i l i e u  s e m i - s o l i d e  

3 e s  i n o c u l a t  d e  2 ~ 3 p l  d e  l a  s o i ~ c h e  Ve 26 m o b i l e  . . 
e t  ces m u t a n t s  p r é p d r é s  comme n o u s  l ' a v o n s  i n e i q u é  p r r c e -  

demment,  s o n t  a é p o s é s  à l a  s u r f a c e  d e s  n i l i e : , x  ç e n i - s o i i e e  
s u i v a n t s  TY, SC, R H B I ,  Cu, FI A e t  NT a v e c  e t  s a n s  e x s u c a t s  

9 
r a c i n a i r e s  de  p i a n t ~ l e s  d e  l u z e r n e .  

- - 
L e s  m e s u r e s  de  A d m é t r e  ~e m i g r z t l o n  i f in ;  e r - z c t & e s  

a p r é s  1 c u b a t l o n  à 33O L. Le l i a g r ~ m ~ - e  z e  l a  f1 :u re  1 1  2 é t é  
é t a b l i  p o u r  d e s  v a l e u r s  o o t e n u e s  d p r l s  2-1 h e ~ r e s  a 1 : r c d ù a ~ ~ ; n .  

P o u r  l à  s a u c h e  V e  26 m o b i l e  on n o z e  i jur  l e  d i a m é t r e  i e  13  

napFe  b a c t é r i e n n e  v a r i e  s e i o n  l e  t y p e  d e  m i l i e u .  L e s  p l u s  
g r a n d s  d i a m é ~ r e s  s o n t  o u t e n u s  e n  m i l i e u  TY e t  e n  ; a i l i e u  
kT c o n t e n a n t  d e s  e x s u d a n t s  d e  p l a n t u l e s ,  l e s  pics p e t i l s  
e n  m i l i e u  C2.  La d e n s i t é  b a c t é r i e n n e  l a  p l u s  f a i k i l e  e s t  
o b t e n u e  s u r  l e s  m i l i e u x  KHD e t  LW. 

1 

F o u r  l e s  mu- tant5  il y a  t ï é s  p e u  d e  v a r i a t i o n  s e l o n  l es  
m i l i e u x .  La f z i b l e  a u g m e n t a t i o n  s u r  l e s  m i l i e u x  l e s  p l u s  
r i c h e s  e s t  due  à u n e  m u l t i p l i c a t i o n  ; l u s  i n i p c r t a n i e  d e s  
b a c t é r i e s .  5 u r  l e s  m i l i e u x  m i n i m a  l e s  n ü p p e s  s o n t  rrioins 
a e n s e s .  Le  d ioméLre  maximum o b t e n u  e s t  üe 19 ïiïrii e n  m i l i e d  
l't e t  N T  c o n t e n a n t  ù e s  e x s u a a t s  d e  p l a n r u l e s .  



11 e s t  5 n o t e r  q u e  l a  s o u c h e  'Je 26 d e  d. n e l i l o k i .  
se  ü é v e l o p n e  s u r  l e  tampon C:s' p r ~ c  t o ç é  à :i,Z ;C . S e l o n  
GUES ( 4 0 )  l a  s c u c h e  \le 26 s e r a i t  a t c i r é  p s r  l a  i jEloce .  

L e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u x  é t u d i é s  n 'on-5 p e r m i s  l?e 
d é c e l e r  a u c u n  e f f e t  s u r  l e  c c r w c t é r e  non n i o b i l e  e t  n:!n 
c h i n i o t a c t i q u e  d e s  mutanLs .  

b  - Cffet  d e  1 d  c o n c e n T r 3 t i o n  e n  d g a r  du  m i l i e u  s l ~ r  l e  
diamC :rr d e  m i c r a t i o n .  

3 ~ o u ç  a v o n s  r é a l i s 6  ce-cxe e x p é r i e n c e  a v e c  l e  q ~ i i e ~  TY 
d i l u é  a u  1 / 1 C 0 ~  q u i  donne  l e  maximum d e  m i j r a t i o n .  

La p r é p a r a t i o n  d e s  i n o c u l a t s  e t  l e s  c o n d i t i o n s  d ' i n c u -  
b a t i o n  o n t  é t é  d é c r i t e s  p recédemment .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  son"  r a p u o r t é s  s u r  l a  f i t j u r e  12 

I l  y a  une  d i m i n u t i o n  du d i a m é t r e  d e  m i g r a t i o n  a v e c  
l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  de g é l o s e  d a n s  l e  m i l i e u ,  
a u s s i  b i e n  F o u r  l a  s o u c h e  Ve 26 m o o i l e  q u e  p o u r  l e s  mutan::s. 
A 2 , 5  grammes d ' a g a r  p a r  l i t r e  d a n s  l e  r in i l i eu ,  ie !iiarnéi;re 
d e  m i g r a t i o n  d e  l a  s o u c h e  Ve 26 e t  d e  4 3  mm c e l u i  a u  1 ~ 1 u t d n t  
non c h i m i o t a c t i q u e  e s t  d e  1 6  mm. P o u r  l e s  m u t a n t s  non mohi-  
les. l e s  d i a m é t r e s  d e  m i ~ r a t i o n  s o n t  i n f é r i e i i r  à 10 mn. 

Ces  r é s u l t a t s  s o n c  c o m p a r a b l e s  à c e u x  s i g n a l é  
c h e z  2. a é r o q ~ n o s e a e  (101) e t  2. t ~ p h i m u r i u m  (41)  .. 

L 1 a g a r  e s t  un e n c h e v ê t r e m e n t  d e  a o u b l e  h o i l c e s  
ce p l y s a c c h a r l d e s ,  q u i  f o r m e  à t e z p é r a ~ u r e  d m b l a n t e  o u  à 
3i1° C un r é s e a u  d e  r n a r l l e s  d l au : an t  p l u s  J e n s e  q d e  l a  
c o n c e n t r d t l o n  c l 1 ~ g d r  e s t  GlevGe. Ee 2 . ~ 1  f r e i n e  l a  r i i c j r a t i o n  
zes ~ a c t 4 r l e s  (41) 
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FIGTJRE 13 : Migration de la souche R.meliloti ( e )  

et des mutants isoles : che- (-? , mobœ ( 0 )  et 

f la -  ( X . +  ) sur milieu '1'(1/1Oû contenant 3 gr./l dl -  

agar ;& 20 et 30°C . 



L - I n f l u e n c e  du  t e m p s  e t  Xe la b r m p ~ r a t u r e  2 u r  l a  n i u r a z i û n  

) . ious avGns s d i v i  l e  d é v z l o p p e x e n t  du d i a m é t r e  d e  ni- 
g r a t i o n ,  p o u r  l a  s c u c h e  Le 26 m o b i l e  e t  d e s  m u t a n t s  i s a l a s  
à 3 Û 0  C e t  à 2 S 0  C  p e n d a n c  u n e  s e m a i n e .  Le m i l i e u  de m i y r a -  
t i o n  c h o i s i  e s t  l e  TY d i l u é  a u  l / l d d O  e t  c é l o s é  à 3 g / l .  

l e s  b o i t e s  de P r t r i  s o n t  i n o c u l i e s  p a r  29 p l ,  d ' u n  c u l o t  
d e  c e n t r i f u g a t i o n  d ' ~ ~ n e  s u - p e n s i o n  b a c t G r i e n n e  e n  d é b . ~ t  d e  

h a s e  e x p o n e n t i e l l e .  

!les m e s u r e s  e r f e c t u é e s  t ù u t e s  l e s  25 h e u r e s  rias 

o n t  p e r r r i s  d e  t r a c e r  l e s  g r a p h i q u e s  de l a  f i g u r e  13, 

J n  n o t e  u n e  E v o l u t i o n  l i n é a l r e  du  d i a m é t r e  d e  l a  n a p p e  d e  
m i g r a t i o n  e n  f o n c t i o n  du t e m p s  à l a  f o i s  p o u r  l a  t empéra -  
t u r e  d e  3 J 0  C e t  ce l l e  de 2 J 0  C, l a  c o u r b e  a  une  p e n t e  
p l u s  m a r q u ' e  poLr  l ' i n c u b a t i o n  à 3 G 0  C i n j l q u a n r  un d é v r i o p -  
pemen t  p l u s  r a p i d e  d e s  n a p p e s  d e  m i , r a t i o n  2 c e t L e  t enpé r (2 -  
t u r e .  

P o u r  l a  s o u c h e  Ve 26 m o ~ i l e  l a  n a o p e  a t z e i n t  un c!lartGtra d e  
5J mm e n  48 h e u r e s  a l o r s  q u ' à  20 '  C p o u r  l e  même t e m p s  
l e  d i a m é t r e  n ' e s t  q u e  de  3Cl mm.  

P o u r  l e  m u t a n t  ( c h e 0 ) l e  d i a m é t r e  a p r È s  6 j o u r s  d t i n c u b a t i o n  
à SU0 C e s t  d o u b l e  d e  c e l u i  o b t e n u  p e n d a n t  l a  meme p é r i c d e  à 
290 C. 

P o u r  l e s  m u t a n t s  non m c b i l e s  l ' a c c r o i s s e m e n t  d e s  d i a m 6 t r - s  
a v e c  l a  t e n i p é r a t u r e  e s t  m o i n s  marrjiié. 

I l  e s t  à s i g n a l e r  q u ' a p r è s  u n e  s e m a i n e ,  q u e  ce s o i t  
à 20° C  o u  à 3CJ0 C ,  d e s  c ü l o n l e s  o l t e ç  N s a t e l l i t e s u  a p p a r a i ç -  
s e n t  a u t o u r  d e s  n a p p e s  f o r m é e s  p a r  l e s  mu:ants ncn  c h i m i o t a c -  
t l q u e s  e t  non r n o b l l e s .  En noyeririe 4 2 5 p a r  b o i t e .  



D i a m é t r e  d e  

m i g r a t i o n  e n  

mm 

D i l u t i o n  

FIGUfiE '14: 1- l ig ra t ion  d e  l a  s o u c h e  Ve 26 e t  du  m u t a n t  non c h i m i o t a c -  
t i q u e  V,e 26 ( c h é )  s u r  m i l i e u  NT à 3 g / l  d ' a g a r .  
c o n t e n a n t  des e x s u d a t s  r o c i n a i r e s  d e  g r a i n e s  g e r m é e s  
( o j ou d e  j e u n e s  p l a n t u l e s  ( A,) e t  s u r  m i l i e u  
TY ( A  ). 



La : empRra tu re  t o u t  e n  a d o n e n t a n t  l a  m u l t i p l ~ c , : -  
t i o n  d e s  b n c t g r i e s  a  un e f f e t  p o s i t i f  s u r  l a  m o b ~ i l t é .  

7,- 7 ~ J A L  ( 6 4 )  s i g n a l e  un optimum d ' a c t i v i t é  c h i n i o -  
t a c t i q u e  e t  d e  m o b i l i t é  c n e z  2. s u b t i l i s  à 35' C. 

La t e r n p é r z t u r e  f a v o r i s e  p l u s  ic m o b i l i t é  q u e  l a  
m u l t i p l i c a t i o n  b a c t 6 ï i e n n e  ( 8 4  ,. 1:0@ ,), 

S e l o n  ndLEd ( 7 3 )  l e s  c o l o n i e s  s a t e l l i t e s  q ù i  a p p a r a i s s e n t  
a u t o u r  d e s  n a p p e s  d e  m i g r a z i o n  c h e z  l e s  m u t a n t s  non  m o D l l e s  
s e r a i e n t  d u e s  à o e s  r & e r s i o n s .  P a r  a ~ l l e u r s  c h e z  l e s  r n u t a n ~ s  
à f l a g e l l e s  p a r a l y s g s ,  l e s  b a c t é r i e s  p e u v e n t  t o u r n e r  s u r  e l l e s -  
mêmes, e t  e n t r a i n e r  l a  r o t a t i o n  p a ~ s i v e  du  f l a g e l l e  h é l i c c i -  
d a 1  r i g i d e  q u i  l a  p r o p u l s e  f a i b l e m e n t .  ISHIHAHA ( 5 6 )  l ' a  
m o n t r é  c h e z  Ç. t .yphimur ium.  

d  - I n f l u e n c e  d e s  e x s u d a t s  r d c i n a i r e s  s u r  l a  m i r i r a t i o n  

i'dous a v o n s  r é a l i s é  d e s  e s s a i s d e  m i g r a t i o n  e n  p r é -  
s e n c e  d ' e x s u d a t s  r a c i n a i r e s ~ u r  m i l i e u x  g é l o s é s  à 3 grammes 
d ' a g a r  ( D I F C O ) .  La p r é p a r a t i o n  d e s  e x s u d a t s  comme i n d i q u e e  
d a n s  l a  p a r t i e " , n a t é r i e l  e t  méthod& é t é  f a i t e  à p a r t i r  d e  
p l a n t u l e s  a g é e s  d e  24 h e u r e s  e n  ~ e r m i c ~ t i o n ) .  e t  
d l u n ~  sema ine .  

Dans l e  c a s  d e s  e x s u d a t s  d e  p l a n d u l e s  a g é e s  d ' ,ne 
s e m a i n e  l a  s o u c h e  \de 26 m o b l l e  m i g r e  a d t a n t  q u e  s u r  l e  
m i l i e u  T Y ,  e n  moyenne l e  c i a m è t r e  d e s  n a p p e s  a t t e i n t  J O  rnr  

e n  24  h e u r e s  à 3LI0 C. Le m u t a n t  non c n i r n i o z a c t i q u e  ( c h e - 1  
m i g r e  t r è s  p e u  d a n s  l e s  deux  c a s .  

S u r  l a  f i - u r e  '14 n o u s  n ' a v o n s  r e p r é s e n t e  que  l e s  
r é s u l t a t s  d e  l a  s o u c h e  V& 26 m o b i l e  e t  du  incitant non cri imio- 
t a c t i q u e .  
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FIGURE : 4 5  b f 4 i  r a t i o n  en  c a p i i l a i r e  d e  A. M e l i l o t i  VE 26 
( 4 1 e t  d e s  mutan t s  i s o l e s  : ch6 ( A ) , mo6- ' 

( 1 e t  f l a -  ( V  , O ) ; en  f o n c t i o n  du temps. 
( à  30° c pendant  1 heure) .  

c a p i l l a i r e  
Pl) 1 

FIGURE .s 1s a .Migra t ion  en  c a p i l l a i r e  de A. Meliloti VE 26 
( A )  et des mutants i s o l é s  : ché ( A ) , mob- ( ) 
e t  f la-  (V , O ) en f o n c t i o n  de la t e m p é r a t u r e  
(durGe de - l ' e s s a i  : 60 minutes) .  



L e s  e x s u d a ~ s  d e s  p l a n x u l e s  a g é e s  a ' < ~ n e  s e n a r n e  
n t o n t  a x u n e  ~ n f l u s n c f  s u r  l a  m i g r a t i o n  des m u t a n z s  b i e n  
que  l e u r  c r o i s s a n c e  y s o i t  n o r m a l e .  

L e s  d i f f é r e n c e s  d e  m i g r a t i o n  e t  d e  c r o i s s a n c e  
d e  l a  s o u c h e  V e 2 6  e t  d e s  m u t a n t s ,  s u r  l e s  e x s u d a t s  d r  r a -  
c i n e  d e  p l a n t u l e s  s g é e s  d ' u n e  s e m a i n e  e t  d e  24 h e u r e s  p o u r r a i e r i  
ê t ~ e  e x p l i q u é e s .  p a r  une  t o x i c i t é  d e s  e x s u d a t s  d e s  
g r a i n s  e n  g e r m i n a t i o n .  En e f f e t  l e s  g r a i n e s c e n  g e r r i i i n a t i o n  
p e u v e n t  i n h i D e r  l e  d é v e l o p p e m e n t  a ~ s  g r a i n e s . v ~ i s i n e s , ~ e t  
c e c i  m é m e  p o u r  d e s  g r a i n e s  d e  m ê m e  e , s p é c e  ( 9 1  ). .Ti;Gi.:PSLii'J 
(132 )  a  m o n t r é  d a n s  l e s  e x s u d a t s  r a c i n a i r e s ,  â e s  < ? n ~ i b i o -  
t i q u e s  c o n t r e  l e s  b a c t é r i e s  à Gram p o s i t i f .  P l u s  récem- 
ment  HALE ( 4 9 )  a  c o n s t a t é  un e f f e t  t o x i q u e  d e s  e x s u d a t s  
d e  r a c i n e s  a e  t r è f l e  s u r  h h i z o b i u m  t r i f o l i i .  Ce q u i  con-  
f i r m e  l e s  p r é s o m p t i o n s  d e  BOWEN ( 2 6 ) .  

2 - E t u d e  d e  l a  q i g r a t i o n  e n  c a p i l l a i r e  

C e t t e  t e c h n i q u e  n o u s  a p e r a i s  d e  _ r é c i s e r  l e s  r 6 s u l z a z s  
o b t e n u  e n  m i l i e u  s e m i - s o l i d e .  

a  - I n f l u e n c e  d e  l a  t e m p é r a t u r e  

Nous a v o n s  e s s a y é  d e  d é t e r m r n e r  l ' e f f e t  d e  l a  tem- 
p s r a t u r e  s u r  l a  m o n i l i t é  d 1 a p r 8 s  l e  nombre d z  b a c t g r i e s  pé- 
n é t r a n t  d a n s  l e  c a p i l l a i r e  d a n s  l e s  c o n a i t i o n s  p r o c h e  a e  
l t i s o t r o p i e .  Le capillaire"essa~"cantenant l e  m i l i e u  T Y / 1  JO0 
e t  l e  c a p i l l a i r e  t émoin  l e  tampon CL$. 

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  c o n s i g n é s  d a n s  l e  g r a p h i -  
q u e  d e  l a  f i g u r e  ( 15 a  ). 

L ' e f f e t  d e  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  t e m p é r a t u r e  sdr l e s  mu- 
t a n z s  n o n  m o o i l e s  e s t  p e u  m ~ r , 2 u é e .  Le nombre d e  b a c t e r i e  
p a r  c a p i l l a i ~ e  a u p e n t e  1Sgè re fnen t  a v e c  l a  t e m p e r a t u r e  : 
d e  100 b a c t e r i e s  à 2d0 il p a s s e  à 5.30 b a c t é r i e s  à 3 S 3  C. 



P o u r  l e  m u t a n t  non  c n i r n i o t a c t i q u e  l ' e f f e t  e s t  
p l u s  marqué  a v e c  un optimum à 3 S 0  C d e  3 X Ü  b a c t i r i e s  p a r  
c a p i l l a i r e .  

L ' a u g m e n t a t i o n  du  nombre d e  u a c t é r i e s  p a r  c a p i l -  
l z i r e  e s t  p l u s  n e t c e  a v e c  l a  s o u c h e  Ue 26 m o u ' l e  : d e  5.10 

2 
3 

b a c t é r i e s  c a p i l l a i r e .  à 2d0 C il p a s s e  à 2.10 b a c t é r i e s  
p a r  c a p i l l a i r e  à 35" C. 

j e i o n  ADLER ( 4 )  e t  KJJH,AND ( 6 1 )  l ' a u g m e n t a t i o n  du nombre 
d e  b a c t k r i e s  non  m o b i l e s  d a n s  l e s  c a p i l l a i r e s  a v e c  l a  tem- 
p é r a t u r e  p o u r r a i t  ê t r e  e x p l i i u é e  p a r  me m e i l l e u r e  d i s p e r -  
s i o n  d e s  p d r t i c u l e s  m i c r o s c o p i q u e s  s o l i d e s  l u e  sonT  l e s  
b a c t é r i e s .  L ' a g i t a t i o n  Brownienne  a u g m e n t e  a v e c  l a  tem- 
p é r a t u r e  l e s  b a c t é r i e s  d i f f u s e n t  mieux d a n s  ce t t e  z o n e  d e  
t e m p é r a t u r e  53O C e t  4 J 0  C. 

P o u r  l e  c a s  d e s  b a c ~ é r i e s  m o b i l e s  e t  non  c h i m i o t a c t i q u e s ,  
q u i  se m e u v e n t  p a r  " a u t o p r o p u l s i o n " ,  l ' a c t i v i t é  e n z y m ü ~ i -  
q u e  e s t  optimum à 3 ~ i  e t  35" C ( 4 )  ; ( 6 1 )  ce q ~ i  e x p l i z j u e -  
r a i t  l ' o p t i m u m  d e  p k n é t r a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  d a n s  l e s  c a p i l -  
l a i r e s  à ces t e n i p g r a t u r e s .  

b  - A c c u m u l a t i o n  d e s  b a c t e r l e s  ù a n s  un c a o i l l a i r e  e n  7 o n c t i . m  
du t emps .  

h o u s  a v o n s  é z a b l i  une  c i n é t i q u e  a ' a c c u m u l d t i o n  d e s  b a c t é -  
r i e s  d a n s  l e s  c a p i i l a i r e s  p e n d a n t  9iI min à 3 J 0  C e n  c i p p r é c i a n t  
l e  nombre d e  b a c t é r i e  a y a n t  p é n è s r é  d a n s  d e s  c a p i l l a i r e s  con-  
t e n a n t s  l e  m ê m e  m i l i e u  q u e  c e l u i  q u i  à s e r v i  à l a  s u s p e n s i o n  
d e s  b a c t é r i d s .  

L e s  r é s c l t a t s  o o t e n u s  n o u s  o n t  s e r v i s  é t a b l i r  
l e s  y r a p n i q u e s  d e  l a  f i y u r e  15b. 

F o u r  l e s  m u t a n x s  non  m o b i l e s  l e  nomore d e  b a c t É r i e s  p a r  c ù p i -  
l l a i r e  a u g m e n t e  l é g è r e m e n t  a v e c  l e  t e m p s  : d e  l 2 J  b a c t z r i e s  
p a r  c d p l l l d i r e  i 3 3  min 11 p d s - e  à 3 - 3  b a c t g r i e s  du n o u t  
a '  utle h e u r e .  



h p r é s  33 min d ' e x p k r i e n c a  l e  nomDre q e  b a c t é r i e s  
non 
d e s  

c h i m i o t a c t i q u e s  pAr c a p i L L 3 i = g  es t  d e  3 . i û J  e r  c e l u i  
b a c t é r i e s  m o b i l e s  e s t  ae 2.10 . 

L ' a l l u r e  d2-s c o u r b e s  p o u r  l e  n u t a n t  ( c  ~ e - )  e t  l a  s o u c h e  
Ve 26 m o b i l e ,  n s  s o n t  p a s  l i n é a i r e s .  L e  m u t a n t  p r 6 s e n t e  
u n e  p h e t r a t i o n  r a p i d e  p e n d a n t  l e s  15 p r e m i 3 r e s  m i n u t e s ,  
e l l e  se r a l e n t i t  e n s u i t e ,  p o u r  l a  s o u c h e  Ve 26 m o b i l e  a p r é s  
une  a u g m e n t a t i o n  r a p i d e ,  l e  nombre d e  b a c t é r i e s  p a r  c a p i l -  
l a i r e  res te  a p p r o x i m a t i v e m e n t  c o n s t a n t  p u i s  b a i s s e  e n s u i t e .  

La l é g è r e  d u g m e n t a t i o n  du  nombre  d e  D a c t E r i e s  
non m o b i l e s  d a n s  l e s  c a p i l l a i r e s  p o u r r a i x  e t r e  s i m p l e m e n t  
d u  à u n e  a c c u m u l a t i o n  p a s s i v e  p a r  s i m p l e  d i f f u s i o n  AALE2 
( 3 ) .  

L 1 a c c u m u l a t i o n  d e s  b a c t e r i e s  d a n s  l e s  c a p i l l d i r e s  r é s d t e n t  
d e  f l u x  d ' e n t r é e  e t  d e  s o r t i e .  En d é b u t  d ' e x p é r i e n c e ,  l e s  
c a p i l l a i r e s  é t a n t  v i d e s  d e  b a c t é r i e s  l ' i n f l u x  e s t  p l u s  m 3 r -  
c u é .  La p é n é t r a t i o n  e s t  e n s u i t e  r a l e n t i e  av -c  l ' a u g m e n t a t i o n  
d e  l a  d e n s i t é  b a c t é r i e n n e  d a n s  l e  c a p i l i o i r e .  14 p a r t i r  u '  a n  
c e r t a i n  s e u i l  il y a  a u t a n t  d e  b a c t é r i e s  q u i  e n t r e n t  e t  q ~ i  
s o r t e n t  ( c e  q i i i  c o r r e s p o n d  a u x  p a l i e r s  s u r  l e s  g r a p h i q u e s  
( 3 4 ) .  

La  d i m i n u t i o n  du nombre d e  b a c t é r i e s  p a r  c a p i l l a i r e  d a n s  l e  
c a s  d e  l a  s o u c h e  \R 26 m o b i l e ,  e n t r e  75 e t  911 m i n ,  e s t  i u e  
p r o b a b l e m e n t  i u n e  s o r t i e  d e s  b a c t é r i e s ,  l e  m i l i e u  d a n s  l e  
c a p i l l d i r e  é t a n t  oevznu  m o i n s  r i c h e  ( 4 )  ; ( 3 4 ) .  

c - I n f l u e n c e  d e s  e x s u d a t s  r a c i n a i r e s  s u r  l a  m i q r a t i o n  

C e t i e  e x p é r i e n c e  a  é t 6  r é a l i s é  à 3U0 E p e n d a n t  une h e u r e  
a v e c  l e s  c a p i l l d i r e s  tS rno ins  c o n t e n a n t  du m i l i e u  d e  i JT(ayan t  
s e r v i e  à l a  r 6 c u p é r a t i o n  d e s  e x s u d a t s  r a c i n a i r e s  ) ,  

l Jour  n o n t r e r  l ' a c t i o n  d e s  e x s u d a n  *s r a c i n a l r e s ,  nous  a v o n s  
c o n s i d é r é  l e  r a p p o r t  ld/i\ in, i d  é t a n ,  l e  n o n o r e  ne o d c t 6 r l e s  a y a n r .  
é t é  a t : l r l e  p a r  l e s  j l v e r s e s  d i l u t i o n s  aes exsudan1:s e t  i v 0  l e  
nomare  d e  c e l l u l e s  a y a n t  p 6 n è t r é  d a n s  l e s  c d p i  Idires t i n o l n s .  



d i l u t i o n  

FIGURE f 6 a  Etude  d e  l a  r é p o n s e  c h i m i o t a c t i q u e  p a r  m i g r a t i o n  e n  
. c a p i l l a i r e  de  R. M é l i l o t i  Ve 26 en  p r é s e n c e  

d ' e x s u d a t s  d e  r a c i n e s  d e  p l a n t u l e s  ( e ), d e  g r a i n e  
en g e r m i n a t i o n  ( O ) e t  du m i l i e u  TY ( 8 )  à d i v e r s  
d i l u t i o n .  

N : nombre de  b a c t é r i e s  p a r  c a p i l l a i r e  t e s t  ;, 
No : nombre d e  b a c t é r i e s  p a r  c a p i l l a i r e  t é m o i n  

( e s s a i  r é a l i s é  à 3LI0 c d u r a n t  1 h e u r e ) .  

d i l u t i o n  

FIGURE 1Sb Meme é t u d e  q u e  A p o u r  l e  r n u t ~ n t  non c h i m i o t a c t i q u e  
V e  26 ( c h é ) .  



i i o u s  s v o n s  u t i l i s é  comme p o u r  l e s  e x p G r i e ~ c e s  d e  m i g r a t i o n  
e n  m i i i s u  s e n i - s o i i c i e ,  l e s  e x s u i j a t s  d e  sernis a i j é s  d e  24 h e u r e s  

, - e t  d e  p l - n - ; d i ~ s  a y é e s  d ' u n e  s e s ; a i n e  c e c i  2 u i f f , 2 r e r i t e s  a i l u -  
tiens. 

Le r a p p o r t  îd/No é t a n t  c r è s  p r o c h e  d e  1 ,  l e s  m u t a n t s  i s o l É ~  
n e  m o n r r e n t  a u c u n e  r é a c t i o n  v i s  a  v i s  d e s  e x s u d a t s  r a c i n a i r e s  

t i t r c  d ' e x e m p l e  n o u s  a v o n s  r e p r c ç e n t é  l es  r é s i l t d t ~  du 
m u t a n t  ( c h é )  s u r  l a  f i g u r e  16b . J n  n c t e  u n e  l g g è r e  pené -  
t r a t i o n  d e s  b a c t s r i e s  d a n s  l e s  c a p l ~ l ~ i r e s  c g n t a n a n t  d e s  
e x s u d a t s  d e  p l a n f u l e s  e t  une  p é n S t r a t i o n  m o i n s  i m p o r t a n t e  
a a n s  c e u x  c o n t e n a n t  a u  m i l i e u  TY ou d e s  e x s u d a t s  d e  semis 
a g é s  d e  24 h e u r e s .  

î e  c a s  d e  l a  s o u c h e  Ve 26 n o c i l e  e t  r e p r e s e n t é  s u r  l a  
f i g u r e  16a . Le r a p p o r t  i i /NG a t t e i n t  ses p l u s  g r a n d r s  
v a l e u r s  d a n s  l e  c a s  d e s  e x s u d a t s  d e  p l â n t u l e s  ( d ' u n e  
s e m a i n e )  aux  f a i b i e s  d i l u t i o n s .  1 a  a i l u t l o n  1~i- 1./;,io 8 e s t  & g a l e  à 25, à l a  d i l u t i o n  10- 11 e s t  d e  412. F o d r  
l e  r n i i i e u  TY l e  r a p p o r t  rJ/î,JO P r é s e n t e  un optimum a u x  c i i l t i t i a n s  
10-3 e t  13-4, e n t r e  2 3  e t  2J .  F9.1 ~r l e s  e x s u d a t s  3% seinis 
I U / : ~ O  e s t  d e  5 5 l a  d i l u t p n  1  a - '  - e? ii e s t  G g a i e  3 1 aux 

f a i b l e s  A i u t i o n s  ( 10 , 10' 1. 

De c e t L e  e x p é r r e n c e  on p e u t  c o c c l u r e  qje l e s  
a x z u d a t s  r d c i n a i r e s  do l u z e r n e  n'ont p r a t i q u e m e n t  p a s  
c ' a c t i o n  c u r - l a  vcbiiité ces rnu tancs  i s o l é s .  

î a  s o u c i i e  Ve 26 m o ~ i l e  p r é s e n t e  un c 5 - n i o ~ a c -  
t i s n e  p o s i t i f  n e t  e n v e r s  l e s  e x s u d a t s  d e  p l a n t u l e s  a g é e s  
ai  une s e m a i n e .  P a r  c o n t r e  e l l e  n ' a  p s s  d e  repense c h i m i o -  
~ j c t i q u e  v i s  S v i s  d z s  e x s u d a t s  d e  semis. 

Cette a b s e n c e  Ce m i g r a t i o n  v e r s  l e s  e x s u d a t s  d e  
r a c i n e s  ue  semis p e s t  s l e x p l i ; u e r  p d r  ici ; u x i c i i ; é  s i q n o l é e  
par ~ 8 . , . t , ~  ( 2 5 ) .  C e t , , e  t o x i c i t é  n i e11  q u e  f i i b l e  s e i o n  

Ti?tiiL,PS7i'ù ( 1 3 2 )  s e r a i t  s u f f i s d n t e  p o t c  a m e n e r  l e s  ag ronûmes  
2 a b a n d ü n n e r  i ' i n o c u l a - L i o n  d ~ s  g r a i n e s  Se i iogurnineuses  
p a r  d e s  s u s ~ e n s i o n s  d e  jSi; izoii iun a v a n t  rie L e s  senlcr .  



L e  m i l i e u  T Y ,  b i e n  q u e  -Ir!;s r i c h e  e n  é l - ' a e n t s  n u ~ r i i i f s  
a ' c t i r e  ri:oinz l e s  L a c ~ . é r i e s  q u e  l e s  e x s u d ~ t s  d e  p l a n t u l - S .  
Le; e x t r a i t =  i 2 ~ ~ 1 3 5  c ~ n t e g u  d a n s  ~ l i l i ~ ~  T Y  > s u r -  

r a i e n t  i n h i b e z  1s r n o c i l i t . 5  c n e z  R h i z o b i u m  s e l o n  '(ni'i~LI ( O ) .  
. ; ' a u t ï -  p a r t  l e s  e x s u d a t s  d r  ~ l a n t u l e s  c s n t i e n d r a i e n ?  c e s  
e f f e c t e u r s  c h i r n i o t a c t i c , u e s  q u i  a t t i r e n t  z. i l  ( 3 6 ) .  

3 - u d e  n i c r o s c o p i ? u z  ü e  1' 3c::areil f l a q c l l s i ï e  

C e t c e  6 c u c e  a & t E  c o n , z a i t e  p c u r  met- : ïe  en 2v iUence  
l ' a p p a r e i l  f l a g e i i a i r e  e t  l e s  c i i f f é r s n c r - s  ~ 4 ~ i ~ : i i i ; i r _ l e s  ::;LA- 

, . -, . v - n t  e x i s t e r  e n t ; ~  l e s  [ m u t a n t s  i s d : 5 z  2 5  ia : ;~u ,z - ;?  e L Z  

p a r  ues t e c h n i q u e s  de c o l o r a t i o n .  

. . , - .  ,, l e  mode d e  c û i o r a t i o n  a d o p t g  3 s ~  c o i ~ ~ l  :z .. , .%,, 

( 3  2 )  u t i l i s a n t  ü n  ~ i ~ r c i a n t  p e u  a ras tique. Le':t- sec ! ;n iqae)  
. . ,. . c c i n p r e n a n ;  ui; i i l n - r : m  i z  n e n i p u l z t i - n ?  i ; r é s e r \ j e  s i e n  .?es i - ~ a -  

ç j e l l e s .  

La c i l i a - c u r e  d e  i a  s o u c h e  Ve 26 s ~ p ~ ï 3 i . l  U -  
t i l p e  p : ï i t r i , : c e ,  i e  r,cri,re :es f L à g r l i e ç  ecz  v a r i o L i e  et 
l r ü r  ioriçüeciï ;est a z i e i n d r e  5 à 7 foi . ;  16 ion , c e u r  ce ie 
b a c t k r i e .  

i?arrni l o s  m u t a n t s  i ç o l o s  . e u x  n e  :;on* pas F lü -  
r ; e i l & s ,  un  es-t a  f l a g e i l z t i o n  r - - i r i z r i c i ; ~ ,  i.; Ailme a  un 
f l ' j g e l l e  p o l a i r e  d r o i t .  

- 
L e s  = e u x  p r e m i e r s  s o n t  2 e s  i : i u t a n t s  fId , ,J, ! e ~ x  - 
u e  ï n i e ï s  ~ o b  . 



i n  r n i c r 3 s c ! + i e  6 l e c ~ r c n i q u e  n o u s  a v a n ç  ~ ~ i i l i s 1 5  i a  
t e c h n i q u e  ûe c o l o r a t i û n  n é g a t i v e  2 i ' s c i . d e  p n o r p h o t b n -  
g a t i q u e  ( iY.T.n.)  à J , 5  ,? e t  à PH = 7 

L e  t y p e  d e  f l a g e l l e  p é r i ï r i c n e s  i e  l a  s , z u c h e  ' J e  26 
e t  de l ' u n  d e s  m u t a n t s  (rnob-) e s t  c o n f i r m é e  e n  ~ i c r o s c o p i e  
e l e c t r o ~ i q u e .  L e  n o m ~ r e  d e  f l ù y e l l c s  e s t  er, mcyenr ,e  d e  5 ,  
l e u r  i n s e r t i o n  se f a i t  a u  n i v e a u  d ' u n  p o i n t  dense ~ S X  e i e c -  
t r o n s  s i t u é  à l a  b a s e  du  f l a y e l l e  j u s t e  s v u s  l a  z e m b r a n e .  
L e s  f i a g e l l e s  & t a l é s  d e s s i n e n t  u n a  s i n u s o i k e  clxi  i r 1 c i . ï : ~ ~  
u n e  c o n f i g u r a t i o n  e n  h é l i c e .  Au ; r o s s i s ç e m e n t  133 GOO, l e  
f i l a m e n t  f l a c j e i l d i r e  a p ~ a r d i t  c c n s t i t x é  d e  b = ~ . n ç  ~ n r o u l é s  
a u t o u r  d ' l i n  a x e  c e n t r a l  q u i  a p p a r a i t  c l a i r .  ie f l a g e l l e  
p o u r r a i t  ê t r e  d e  f o r m e  t u b u l a i r e .  

- 
E n t r e  les  w u t a n t s  f i a  n o u s  n ' a v o n s  n o t é  a u c u n e  i i f f é r e n c e  
d e  s t r u c t u r e .  

Le m u t a n t  mcib- à un r l a g e i i e  a r o i t ,  n ' z  p r o b a o i e n e r ; t  p a s  l a  - - 
f o r m e  d ' m e  h e i l c e  r l ; i d e .  HIA g r u s s 1 ç J e - ? e n t  2 - 3 ,  l e  
f i l a m e n t  f l a g z l l a i r e  m o n t r e  u n e  s t r u c t u r e  d i f f é r e n t e  d e  CLL- 

l e  d e s  f l a g e l l e s  ce l a  s ü u c h e  Ve 25 n o b l e .  

L e s  f l a g e l l e s  d e  R h i z o O i m  s o n t  s i m i i a i r e s  à c e u x  d f ù u t r e s  
b a c t é r i e s ,  t e l i e  E .  C2LI e t  3 .  T y p h i m u r i u n  s e l o n  iI;Ljù, (55) 
e t  S L L Y Ï e ,  ( S E )  i l s  s o n t  c û n s t i t u é s  d e  3 È r u n s ,  p o l y m k r c s  
de f l a g e l l i n e ,  q b i  s ' e n r o u l e n t  e n  un c ÿ c i i n d r e  T l e x i b i e  sont 
l ' a x e  f o r m e  u n e  h é l i c e  ( 3 4 ,  55,  9 4 ,  0 8 ) .  



Le f lagel le  de Rhizobium es t  de type complexe ( 4 6 ) .  
Selon SCHMITT ( 9 4 )  ce type de f lagel le  diffère du 
modèle commun d i t  "plan par sa structure fine,  sa 
consistance e t  sa f r a g i l i t é  marquée". 

La conformation en hélice rigide permet une nage 
plus rapide que les  f lagel les  "plan". 

D e s  e s s a i s  d ' i s o l e m e n t  d e s  f l a g e l l e s  en g r a d i e n t  d e  
c h l o r u r e  dg c e s i u m ,  n o u s  ont p e r m i s  d ' o b t n i r ,  p o u r  l e  
m u t a n t  mob q u i  n ' a  q u ' u n  f l a g e l l e ,  u n e  bande d e  
d e n s i t é  r e l a t i v e  c o m p r i s e  entre 1,31 e t  1 / 3 2  ; pour  
l a  souche  V e  26 m o b i l e ,  u n e  bande  d e  d e n s i t é  r e l a t i v e  
c o m p r i s e  entre 1,33 e t  2 / 3 4 .  



M u t a n t s  i so lés  

: s o u c h e  : VE 2 6  : c h é  : mob- : f l a - 1  : f la-  2 : 

t ac t  / t u b e  : m o b i l e  : 

TABLEAU 3 : i n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  b a c t e r i e n n e  i n o c u l é e  à 
d e s  p l a n t u l s  d e  l u z e r n e  - c u l t i v é s  e n  m i l i e u  l i q u i d e ,  
s u r  l e  nombre d e  n o d u l e s  o b t e n u s .  



II - ETUDE dE L'INFELTIVITE ?jES -;UTH;diS IZULES EiJ  :iLIEU 
LIQUIDE 

1 . I n f l u e n c e  d u  nambre d e  b a c t é r i e s  d a n s  l l i n o c u l u m  s u r  ---.------------------------------------------------- 
l a  n o d u l a t i o n .  ------------- 

Nous a v o n s  r é a l i s é  c e t t e  e x p é r i e n c e  p o u r  d é t e r -  
m i n e r  l e  nombre d e  n o d i l e s  eri f o n c t i o n  d e  l a  c c j n c e n t r a t i o n  
d e  l ' i n o c u l u m  e n  b a c t é r i e .  A f i n  d e  m o n t r e r  l e s  d i f f é r e n c e s  
é v e n t u e l l e s  d a n s  l ' i n f e c t i v i t é  d e  l a  s o , ~ c h e  k 25 m o b i l e  
e t  d e s  m u t a n t s  i s o l é s .  

3es p l a n t u l e s  d e  l u z e r n e  e n  c u l t u r e  a s e p t i q u e  s o n t  
i n o c u l é e s  a v e c  d e s  s u s p e n s i o n s  d e  c u l t u r z  b a c t é r ' e n n e  e n  pha- 3 
se e x p o n e n t i e l l e  d e  f a ç o n  à o b t e n i r  5.10 , 5.10 e t  5.10 
b a c t é r i e s  p e r  t u b e  c o n t e n a n t  12 m l  d e  m i l i e u  N.T. 

Le t a b l e a u  3 m o n t r e  l ' i n f l u e n c e  ~e l a  c o n c e n t r a t i o n  
b a c t é r i e n n e  i n o c u l é e s  à d e s  p l a n t u l z s  d e  l u z e n e  c ~ l % i v é e s  e n  

m i l i e u  l i q u i d e ,  s u r  l e  nombre d e  n o d u l e s  o b t e n u s .  

L e s  d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  o n t  Sonné  l e  m ê m e  
nombre  d e  n o d u l e s  a p r è s  6 s e m a i n e s  e n  c o n d i t i o n s  d e  serre 
( 1 6  h e u r e s  d ' é c l a i r e m e n t  p a r  j o u r ,  70 à @O ;h d ' h u m i d i t é  
e t  2S0 C ) .  L e s  p r e m i e r s  n O d u l e s  s ~ n t  a p p a r u s  e n t r e  l e  9ème 
e t  l e  1 lèrne j o u r s  a p r è s  i n o c u l a t i o n .  L e s  nombre d e  n . o d u l e s  p r o -  
v o q u é s  p n r  l a  s o u c h e  Ve. 26 m o b i l e  e t  l e s  m u t a n t s  non m o b i l e s  
e t  non  c h i m i o t a c t i q u e s  s o n t  t r é s  v o i s i n s .  

La c o n c e n t r a t i o n  e n  D a c t é r i e s . ,  l a  m o b i l i t é  e t  l e  
c h i m i o t a c t l s r n e ,  n ' o n t  apparemment  a u c u n e  i n f l u e n c e  d a n s  n o s  
c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  s u r  l e  nomb.>.e d e  n o d u l e s  a p p a r u s .  

La m o b i l i t é  c o n f é r e  2 l a  s o u c h e  Ve 26 m o b i l e ,  l a  
p o s s i b i l i t é  d e  se d i s p e r s e r  d a v a n t a g e  e t  p l u s  r a p i d e m e n t  
d a n s  l e  m i l i e u .  C e t  a v a n t a g e  n e  p e r m e t  p a s  d e  f a i r e  l a  d i f -  
f é r e n c e  e n  m i l i e u  l i q u i d e .  



~ombro  d e  nodules  
par p l a n t e  

I I \- 

1 12 
I 

48 Temps e n  heures  

FIGUNE 1 7  : Evolut ion  c i n e t i q u e  de 1 1 i n f e c t i v i t 6  
en m i l i e u  l i q u i d e  d e  l a  souche R . n e l i l o t i  Vc26 
(*),du nutant che- ( 0 )  et d e s  mutants non mobi les  

b I N , v )  e n  fonc t ion  du temps d e  contact  b a c t e r i e s  



Ln m i l l e u  l i z u i d e  il n ' y  a  a u c h n e  c o n t z a n t e  
p e r m e t l a n t  d e  d i  f é r e n c i e r  l e  p o u v o i r  i n f e c  t d e u x  d e s  
m u t a n z s  non ~ o o l l e s  e t  non c h i m ~ o t a c t i q u e  e t  d e  l a  sou -  
c h e  ve 26 m o b i l e .  

O L I V A H c S  ( 6 3 )  s i g n a l e  n ' a v o i r  o b t e n u  a u c u n e  
d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  d a n s  l e  nomnre  d e s  m o d u l e s  f o r -  
més, même s i  l e  r a p p o r t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d e s  i n o c u i < j t  
e s t  d e  1000.  

Ce phénomène s ' e x p l i q u e  p a r  l e  f a i t  q u ' e n  p r é s e n -  
ce d e  l a  p l a n t e  l ' i n o c u l u n ,  a u s s i  r é c i u ' t  s o i t - i l ,  se déve -  "r 
l o p p e  p o u r  a t t e i n d r e  une  d e n s i t é  d e  18 b a c t S r i e s  p a r  m i l -  
l i l i t r e  a p r è s  2 à 3 j o u r s .  ( i 4 , E 7 ) .  P 3 r  c o n t r e  l ' a p p a r i t i o n  
d e s  s i t e s  d e  f i x a t i o n  a u  n i v e a u  d e s  r a c i n e s  a p p a r d i s s e n t  
a u  f u r  e t  à m e s u r e  du d é v e l o p p e m e n t  d e  l a  p l a n t e  ( 2  1 , 2 2 ,  + 2 ) .  
L e u r  nombre e s t  un f a c t e u r  l i m i t a n t .  

BHAGWAT ( 2 1 )  à m o n t r é  é g a l e m e n t  q u ' u n e  s o u c h e  
s a u v a g e  du g r o u p e  cowpea  p o u v a i t  i n f e c t e r  l a  ï a c i n e  J e u x  
h e u r e s  e t  demi  a p r è s  l ' i n o c u l a t i o n  t a n d i s  q u r  d ' a u t r e  n ' i n -  
f e c t L j i e n t  l a  p l a n t u l e  h ô t e  q u e  7 h e u r e s  a p r é s  l ' i n o c u l a x i s n .  

S e l o n  LILIVARES ( 8 3 )  l ' i n f e c t i v i t é  d e s  s o u c h ~ s  p e u t -  
ê t r e  é t u d i é e  p a r  l ' a d d i t i o n  d e  t e t r a c y c l i n e  d a n s  l e  m i l i e u  
d e  c u l t u r e  d e s  p l a n t u l e s  à d e s  t e m p s  v a r i a b l e s  a p r é s  l ' i n o -  
c ~ j l a t i o n .  L e s  b a c t é r i e s  n ' a y a n t  p a s  p é n é t r è  d a n s  13 r a c i n e  
s o n t  i n h i b é s  p a r  l ' a n z i b i o t i q u e .  n i n s i  l e  p o u v o i r  i n f e c t a n t  
d ' u n e  s o u c h e  p e u t - ê t r e  a o p r é c i é  p a r  l a  r a p i a i t é  a v e c  l a c l u e l -  
l e  c e t t e  s o u c h e  p é n é t r e  d a n s  l e  p o i l  r a c i n a i r e .  

Nous a v o n s  e s s a y e r  ce mode e x p e r i m e n t a l e  d a n s  l e  
b u t  d e  d i f f é r e n c i e r  e n t r e  l a  n o d u l a L i o n  d e  l a  s o u c h e  VE 25  
m o b i l e  e t  d e s  m u t a n t s  non m o b i l e s  e t  non c h i r n i o t a c t i q ~ e s .  

La f i ~ u r e  1 7  m o n t r e  l f 5 v o l u t l o n  du riombre d e  n o d ~ -  
l e s  p a r  p l d n z e ,  e n  f a n c i l o n  Ü L  t e x p s  aù 1 ~ s  u a c t B r l e ,  s ù n t  
r e s i é e s  e n  p r é s e n c e  d e  r a c l n e s  s a n s  d n t ~ b l o t i q ~ e .  



i l  y  a u n e  a u g m e n t a t i o n  du noinbre d e  n ~ c ? u l ~ ~  a v e c  
l e  t e m p s .  P l u s  on r e t a r d e  l ' a d d i t i o n  d e  l a  t é t r a c y c l i n e  p l u s  
il y  a d e  n o t i u l r s  formé.  A u s s i  b i e n  p o u r  l a  s o u c h e  'de 26 
m o b i l e  q u e  l e s  m u t a n t s .  Dans l e  c a s  o ù  l ' a n t i b i o t i q u e  e s t  
a j o u t é  a p r é s  une h e u r e  l a  s o u c h e  iie 26 f o r m e  2 n o d u l e s  p a r  
p l a n t e  e t  l e s  m u t a n t s  f o r m e n t  en  moyenne 1 n o d u l e  p a r  p l a n t e .  
2uand  o n  a j o u t e  l a  t é t r a c y c l i n e  48 h e u r e s  a p r é s  l ' i n o c u l a -  
t i o n  il se Porme e n  noyenne  3 à 4 n o d u l e s  p a r  p l a n t e  d a n s  t o u s  
l e s  c a s .  

I l  n ' y  a  p r a t i q u e m e n t  a u c u n e  d i f f 6 r e n c e  d ' i n f e c t i -  
v i t e  e n  m i l i e u  l i q u i d e  e n t r e  l a  Ve 26 m o b i l e  e t  l e s  m u t a n t s  
non m o b i l e s  e t  non c h i m i o t a c t i q u e s ,  q u e  l a  t e t r a c y c l i n e  s o i t  
a j o u t é e  a p r é s  48 h e u r e s  ou  p a s  a j o u t é e  du  t o u t .  

Pour  e s ~ a y e r  d e  m o n t r e r  une  é v e n t u e l l e  G i f f e r e n c e  
e x i s t a n x  e n t r e  l a  s o u c h e  Ve 76 e t  ses m u t a n t s  n o u s  a l l o n s  
c o n s i d e r e r  l e  c o e f f i c i e n t  d ' l n f z c t l v i x é  é t a o l i  p a r  L I  J , - < : L ~  

( 8 3 ) .  

3 . C o e f f i c i e n t  d f i n f e c t l v i t é  e t  son  é v o l u t i o n  e n  f o n c t i o n  
d u  temps.  --------- 

S e l o n  LILIVAHLS ( 8 3 )  l e  c o e f f i c i e n t  a ' m f e c t l v i t é  
(C.1 .  ) e s t  d é f i n i  comme é t a n t  l e  r a p p o r t  du  nombre de  nodu- 
l e s  f ù r m é s  a p r é s  a d d i t i o n  de  l a  t e t r a c y c l i n e  ( N  tc) e t  c e u x  
f o r m e s  s a n s  a a d i t i o n  de  t e t r a c y c l i n e  ( k ) .  

Des p l a n t u l e s  d e  l u z e r n e  a i ; i e s  d e  deux s e m a i n e s  o n t  
3 

é t é  i n o c u l é e s  a v e c  19 c e l l u l e  p a r  m l  de l a  s o u c h e  de 26 rno- - 
b i l e  e t  de  m u t a n t s  (c!-,é, mob-, f l a -  ). :,es d o r e s  d e  L e t r a c y -  
c l i n e  a o n n a n t  une  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  10 u g / n l  s c n t  a j o u t é e s  
l h ,  1 2 h ,  e t  CEh a p r S s  l ' i n o c u l a t i o n  d e s  p l d n t u l e s .  
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Temps en lncures . 
FIGURE 18 : Influence du temps de contact bacteries 
-plaute sur la compétitivitd ,eu nilieu liquide , de 
la souche R.meliloti Ve2G (%! , du mutant cho- (.) et 

des mutants non mobiles (L,.w,v). La comp0titivit6 est 
estinde pnr le coefficient d'infectivit4 ( CI ) d 9 -  

Nocbre de nodules forn6s ozus Tc . CI=---------------------------------- 
? l a b r e  de nodules form6s avec Tc. 

Tc: Tetracgcline 

M u t a n t s  i s o l é s  

f i a  2 thé f rnob- fia- 1 
sauvage . . . 

TAELEAÜ 4 : V a l e u r s  d u  c o e f f i c i e n t  d t i n f e c t i v i t é  p o u r  1 H e t  48 h 
en m i l i e u  l i s L i i d e  ~ o u r  l a  souche 6 .  f ' , € l i : o ~ i  VE 25 

et les mutants isslés . 



:es sér ies  t s n o i n s  s o n t  p r s p a r é s  : 

U r i e  s é r i e  d e  p l a n t u l e s  i n o c u l é e s  e t  s a n s  t e - c r a c y c l i n e  

Une série d e  ~ l ~ n t u l e s  non i n o c u l é e s  e t  s a n s  t e t r a c ~ c l i n e  

Une s é r i e  d e  p l a n t u l e s  non i n o c u l é e s  e t  a v e c  t e t : a c y c l i n e -  

L e s  n o d u l e ç  a p p a r u s  e s t  c o m p t é s  6 s e m a i n e s  a p r è s  i n o c u l a t i o n  
l ' e f f e t  d e  l a  t e t r a c y c l i n e  s u r  l e s  p l a n t u l e s  e s t  n u l l e .  

L '  a g e  d e  p l a n  t u l e s  a  é t é  f i x é  à deiix s e m a i n e s  a f i n  d ' a v o i r  
un s y s t è m e  r a c i n a i r c  s u f f i s a m e n t  d é v e l o p p é  p o u r  q u e  l e  nom- 
o r e  d e  s i t e s  d ' i n f e c t i o n  d i s p o n i b l e  s o i t  max ima l  (22,42), 

L e s  r é ç u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  r a p p o r t é s  d a n s  l a  f i s u r e  16, e t  
t a c l e a u  4 

lvabs a v e n s  i n a i g u é  d a n s  l e  t a b l e a u  3 l e  c o e f f i -  
c i e n t  d ' i n f e c t i v i t é  c o r r e s p o n d a n t  2 1 h e t  48 h - temps  a u  
b o u t  d e s q u e l s  n o u s  a v o n s  a j o u t é  TC-. 

l e  g r a p h i q u e  IBr ; , on t r e  l ' é v o l u t i o n  e n  f o n c t i o n  
du t e m p s  a u  c o e f f  i c i e n t  d ' i n f e c t i o n  p o u r  l a  s c u c h e  'Je 26 
m o b i l e  e t  l e  m u t a n t  ( ch; rnoo-, f i a - ) .  

Une n e t  e c i i f S r e n c e  e n t r e  1 d  s ù ~ c h e  \j- 26 m o b i l e  - 
e t  l e s  m u t a n t s  i s o l é s  (mob , f l a - ,  e t  c h e )  n ' a p p a r a l t  q a e  
d a n s  l e  c a s  02 l a  t e t r a c y c l i n e  e s t  d d d i t i ~ n n 2 e  une  h e u r e  
a p r é s  l ' i n c c r l a t i o n .  P l u s  l o n g t a r n p s  nuLs  1 a 1 s 3 o n s  ? e s  bac- 
t 2 r i e s  e n  ~ r k s e n c e  d e s  p l j n l u l e s  s a n s  7 ; e t ï o c y  c l i n c h ,  p l u s  
l e s  c o e f  r i c i e n t s  d ' i n f e c i l v i t e  r e s p e c t i f s  (de l a  V e 26 rno- 
D i l e  e t  des Ï i l u t an t s )  s e  r d p p r o c n e n t  d ' u n e  nême v a l e u r .  
d a n s  l e  c a s  a e  46  h 11 es t  c i r n p r l s  e n v r e  -1.3 e t  34 ; a ' jns  
l e  c-3s d e  1 h  e s t  c o n p r l s  ent;e e E L  2 3 .  



:ans l e  c a s  oL l e  t e t r a c j c l i n e  n ' e s t  p ~ u  a j - u t c e  
l e s  n o m b r e s  d e  n z i i u i e s  f o r m g s  p a r  1~ s o u c h e  s a i ~ v a g e  e t  l e s  
m u t a n t s  s o n t  a p p r o x i r n a i i v r r 2 e n t  l e s  n&mes. 

Le g a p h r q u e  de  1 d  f i j ~ r e  18 1 7 o n t r e  b i e n  une  
d u ÿ n e n t a t l o n  d e s  c o e f  i c i e n t  u ' l n f e c t l v i é  a v e c  l e  ~ r r p s  
a u s s i  o i e n  p o u r  i d  s o u c h e  d e  26 n o b l l e  q u e  p o u r  l e  n u t a n k  - 
non c h i m l o t a c t i q u e  ( c h & )  e t  l e s  i ? u t â n ~ ; s  non , i o ~ i l e s  (riou , 
fia-) . 

L ' é t u d e  du c o g f f i c i e n t  d ' i n f e c t i v i t é  e n n i l i e s  l i u u i d e  n e  
n o u s  a p a s  p e r m i s  d e  m o n t r e r  l e  r ô l e  d e  l a  m o u i l i t é  EL du 
c h i n i o t a c t i s m e  d a n s  l a  m o d u l a t i o n  ( n ' a y a n t  pu  r r iont rer  ur,e 
d i f i ' é r e n c e  e n t r e  l a  s o u c n e  s a u v a g e  m o b i l e  'Je 26 2 t  4 m u t d n t s  
c n é ,  f l a '  e t  mob-. 

i , ~ o u s  a v o n s  r n o n ~ r é  a v e c  c e t t e  s é r i e  3 ' e x p e r i e n c ' ,  
p o r t a n t  s u r  l ' i n f e c t i v i t é  d e s  m u t a n t s  i s o l e s  e n n i l i e i ~  l i q u i -  . . 
d e ,  q u ' i l  n ' y  a v a i t  p l - a t i q u e z e n t  p a s  d e  d i f f g r e n - e  a p ü r e c l a -  
b l e  d e  c o m p é t i t i v i t é  e n t r e  d e s  b a c t s r i e s  m o b i i e s  e t  chi fn io-  
t a c t i q u e s  ( s o u c n e  V.e 2 6  s a u v a g e )  e t  c e l l e  d e s  r i u t u n t ç  non - - 
m o b i l e s  ( V e  26 nob  e t  'Jn 26 f i a  ) e t  non c : l i m i o - L a c t i q u e  (cnié-\  I 

LL, LI Y p c u r t a n t  il e s t  s o u v e n t  f.Jgïinia ijue l e  r ô l e  2 e  l a  - 1 o ü i l i L 5  ->+ 

du c h i m i o t a c t i s m e  n ' e s t  p a s  n G g l i ~ e a b l e  d a n s  l a  co inp6kiLion 
p c u ï  c o l o n i s e r  l a  r n i z o s p h G r e  e t  l a  s u r f a c e  r a d i c ~ i s i r e ,  
d e s  b a c t e r i e s .  ( 3 ? , 3 L ) .  

Ln c u l t u r e  d e  l u z e r n e  i n v i t r o  q u e  ce s3it e n  m i l i e u  
l i q u i d e  o u  e n  s u b s t r a t  s ~ l i c i e  12s i n o c u l a t s ,  s o u s  f o r m e  d e  
s u s p e n s i o n s  l i q u i d e s ,  s o n t  d é p o s e s  a u  p i e u  d e s  ? l ù n i d l e s  
(5>, 75, S,3) : a i n s i  il n ' e s t  r is  e n  i v i d e n c e  q u e  l e  p o u t j o i r  
i n f e c t u e u x  d e s  s o u c n e s  rna is  non l e u r  a p t i - L u o e  à n i j r e r  v e r s  l a  
r a c i n e .  L e s  e t u d e s  d e  c o m p é t i - t i v i t é  s o n t  ce ce f a i t  i n c a m p l e t e .  

P o u r  mieux  ~ o n t r e r  l e  r e l e  J O U G  F a r  1 ù  i - o ~ i l i t a  e t  l e  
c r 7 l : n l o t a c t l s n e  d a n s  13 c ~ m p é i i t ~ ~ l t é  d e  Fitilzotil~im 'pour  12 
- i o d u l d t l o n .  i ious  a v o n s  c o n ç u  i n e  " m i n l - s e r r e "  p z r n e t ~ d n  c m e  
~ n c c ~ l a t ~ o n  d e s  p l a n t ~ l r s  5 J;2cancd.  



. . ,  
J1LI'd,i;lcS ( 8 3 )  a s s i ~ i l r  l e  c o e f ' t i c i e n ~  a ' i r i f e c ~ i , ~ i  .;L a 

un c g z f  f i c i e n r ;  de camp6 l ï  c i v i t é  ( q i i i  e s t  !Ad t z r , ~ ; n ;  ci; i n z c  i i a n - ;  
u n e  p l ; , n : e  g a r  un  n f l a n g e  d e  d o u x  s ù u c h ~ s ) .  

L ' i - : tdde  a e  c e s  d s u x  c a ~ 2 i f i c i e n ; s  e n  s u b ç t r s t  s o ? . i d e  
d e v r a i t  c e r t a i n e m G n t  Zn u t i l i s ~ n t  n a c r e  " m i r i i - s e r r e " ,  c m ? - r  
d e s  r-2 ; l r a t s  e x p g r i - i i d n t a i i x  p l u s  i n t c r e s s a f i t s .  

1 - iviise a u  p o i n t  ac l a  c L d i t u a - e  e n  ç e r r r  sur z i b 5 1 . r a t  
s o l i d e  

P o u r  13 c u l ~ ~ r e  a s e p t i ! ; d e  :Iles g r a i n e s  (13 l B g w : i n e ~ i s z c ,  
l e s  tec : ;n i : :ues  v a r i e s  a v e c  l e s  z s p E c e s  czns ,d i ' ; rLes  e t  1s t y -  
p e  ci' S t a d e  e n v i s a g S e s .  

9 a n s  i e  ccis d e s  1 i c ; i r r i ~ n e u s z s  2 p è t i t e s  g r a i n o s ,  l a  x e c h n L  ,de 
indiquée o a n s  r n a t i z i e l  e t  m é t h o d a s  u t - l i s o n t  d ~ s  t - a e s  
20 x 2db ( f i g l i - e  : 7 a )  s u r f i s - n :  p o u r  a e s  zes ; s  d s  n ~ ~ ~ u l a -  
t i o n  e t  a ' e f  f i c i z n c e .  

P o u r  12s 1 6 g ~ r n i n e u s e s  à g r o s s a s  g r a i n e s ,  l a  c ~ l t u r a  rri c v n a i t i c n  
a s e p t i q u e ,  o l  f r e  p l u s d e  a i f f i c c i l t 5 s  e n  ra i s : :n  d u  v o i u m e  qL;e 
; ; e u t  o c c u p e r  l a  p l 3 n x e  e n  p l ~ i n  d é v e . i o p : ~ e m e n t .  

S a n s  n o t r e  l ~ o o r  t i i i r~ ,  p o u r  a e s  c , l ~ ~ r e s  in v i c r o ;  l e s  
g r a i n e s  s o n %  t r a n s f É r é e s  s L r  - a n d e  d e  p a p i e r  d a ~ z i n a n  n o  3 
d a n s  l e s  t u o e s  d e  g r a n d e  d i n ~ e n s ~ o n  ( f 1 j 7 b  ) .  L e s  r i s ~ l t a t s  
o b c e n i ~ s  n e  s o n t  p a s  t s u j o u r s  s d t i s f j - s a n t s .  L z s  3 1 d l l t 2 b  e r i f ~ r -  
mées : a n s  l e s  t . ,Des  v s i e n t  l d d r  d é v e l o p p e m c n t  f r l i n e  e-t; - r o -  
b z b l e r n e n t  l e u r  p o u v u i r  n o d u l d n t  d i i  i n u é  ( 2 3 , a l ) .  

ues e s z d i s  d e  c d l t d r z  e n  c o n d , ~ i o n  s e ~ i  a s e ?  1,-d o n t  
a û n n é  d e  m e i l l e u r s  r J s  l td t s  : La t i g e  se r j é v e l o p o e  à l ' a i r  
l i b r a  e t  l e s  r x i n e s  p l , n g e n t  d a n s  d u  m i l i e u  1 d T  d a n s  un E r -  
l e n  k e y e r  ( f i g u r e  7 c). 

i - i a i h z u r e u s e r n e n t  l ' a n a l y s e  s t d t i , i i : u e  d ' d n  uh&nomène  
p a r  ce L ce t e r i i n i , , ~ ~  r6c-ss: e r - L  t ~ i e  - u c o u p  d e  m a t + - e ~ .  



Culture de plantules  d e  luzerne en s u b s t r a t s  solides 
dans lavnini - - serrew . 
- compartimerits a et b : culture en so l  ; melange d ' -  

a r g i l e , &  tourbe et de sable(dans les proportions respec- 
t i v e s :  2/5,2/5 ot II's), stéri l isé  par autoclavage . 
- conpbrtiments c et d : cu l ture  en perlite. 

- compartiments e et f : cu l ture  en v e m i c u l i t e .  

- comparti;rnené g : culture en  b i l l e s  de verre.  



PHOTOGRAPHIE N' 4 : Culture e n  p e r l i t e  de d i v e r s e s  
16guinine1ises dans l a  "mini-serre .  

Culture  de l a  luzerne  e n  p e r l i t e  . 
- a 5 p l a n t u l e s  inocu ldes  ; l a  f lè-  

che indique des  nodules , 
- b  : p l a n t u l e s  non i n o c u l 6 e s  :on 

note L e  jaunissement des  f e u i l l e s  in -  
diquant une carence en azote. 

. 



l o u r  p o L v o l r  r 2 a l ~ s e r  u e s  essdl5 e v e c  dn j r a n a  nornsre 
a e  s r a i n e s  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  i ~ e n x i q u e 2 ,  n c u s  d v o n s  c o n ç u  - . . u n e  r n i n i - s e r r e  ( f i ; .  ( d )  q u i  p e r m e t  a t s  c d l t - r r i  :e LegLmi- 
n e u s e s  e n  s u b s t r , t  s o l l u e  e t  d v e c  u e L  ~ n i c ~ i d t i o n  d u i 5 t - n c e .  

Yans  l e s  p r e m i e r s  e s s a i s  rious a v o n s  c l l o i s i  cornras sub-  
strsts l a  v e r r n i c u l i t ~ ,  l a  p  e r l i t e ,  l e s  t;ilie:; d e  v e r r e ,  d e  l a  
t e r r e  ( m é l o n g s  : a r g i l e  ( 2 / 5 )  + t o u r b e  ( 2 / 5  ) + s a o l e  ( 1 / 5 ) .  

L e  d i a m È z r e  d e s  g r a i n s  a e  p e r l i t e  e l  d e  \ ~ e r ~ i i c i i i i t e s  e s t  
c o m p r i s  e n t r e  1 e t  3 mm. C e l u i  d e s  b i l l e s  d e  v e r r e  e s t  d e  2 rnm. 

C e s  s u o s t r a t s  s o n s  l o v é  à l ' e a u  a l r x i l i ~ e  p u i s  ç t é -  
rilisCs à l ' a u t o c l a v e  2 130" C p e n d a n z  3J mn deux f e i r .  

La  p n o t o g r d p h i e  3 r e p r é s e n t e  u n e  c ~ l ; ~ r e  d e  olzr- 
t u l e s  d e  l u z e r n e  e n  m i l l e u  I ~ T .  

. ., 
Le me lange  t o u r b e ,  a r g u e  s a b l e  a  é t é  c ! - { o i s i  d diis l e s  

p r ~ p o r t i o n s  2/5. 2/5. 1/5. a f i n  d ' a v o i r  u r , ~  t e x l u r c -  f:~.,irsil.e 2 
1 .- -a s u l t u r z  a n  r e r r e  ( 4 0 ) .  Ce s u b s t r a t  n ' a  p a s  p e r m i s  1s &ve- 
l o ~ p e m e n t  d e s  semis, l ' a u t o c l ~ v a , e  a y a n t  c e r t a i n e m e n t  modi- 
f i é  sa s t r u c t u r e .  Comme l e  s i g n d e n t  UALI(',$ILL ( 1 1 ) e t  i-' J~ IJXF!  
( 8 2 )  p o u r  d e s  s o i s  d e  f o r ê t .  

D a n s  l e s  e s s a i s  s u i v a n t s  a e  n o d u l d t l o n  ei de c o r c e t i -  
t i v i t é  n o u s  a v o n s  u z l l i s é  l a  p e r l i ~ e  d o n t  l e s  g r a u - 5  p o r z u x  
r e t i e n n e n t  b ~ e n  l ' h u m i d i t é  e t  n e  se l d l c s e n t  p a s  t r  v e r s e r  p a r  
l e s  r d c l n e s  s e c o n a a i r e s  co rme  c e u x  a e  1 2  v e r  i i c - i l l c e .  

La  p h ~ t ~ ~ j r a p h i e  4 monzre  d l v e r s e s  . ié t ;unineuses  e n  
c u l t u r e .  

La p n o t o g r a p h l t !  5 w n t r e  d e s  p l a n ~ u l e s  d e  l u z e r n e  
i n c c u l é e s  ( a )  e t  non i n o c u l é e s  (5). 

2 - T e s t  d e  n o d u l d t i o n  e t  ~ ' ~ n f r c t ~ v l t é  a e s  m u t a n t s  
non  m o b i l e s  e t  non c n i m i - t s c t i a ~ e s  l s o l É s  

a - F o u v o i r  n o d u l a n t  e n  n i l e i u  s o l i o e  ................................. 

L e s  t e s t s  o n t  é t é  r é a l i s G s  u c n s  l a  r n i n l - s e r r e  ( 1 6  
h e u r e s  d e  l u m i è r e ,  2 d V ,  8 3  $0 c i ' h u m i J i t é  e t  I b o  C l a  n u l t )  
Le  s u b s t r a t  u t r l i s é  e s t  l a  p e r l i t e  s t 2 r l l i ç S  p d r  a u L ü c i d v e ,  
l e  m i l i e u  n u t r l t l f  e s t  c e l u i  de  ~ ~ L C , L  e t  T 1 i k  > Ï . ~ L  IU.  

L ' i n c c u l u r n ,  e n  s u - p e n s i o n  d a n s  l e  m i l i e u  idT, e s t  
m i s  d a n s  l e s  o e t i t e s  a l v é o l e s  2 r a i s a n  o c  1 m i .  



: Ché : 0.3 :7,0 : 7,O : 3,O : 1 5 , l  : 1,9  : 4,6 : 4,6 : 19,8 : 

TABLEAU 5 : Infectivité en milieu solide (grain de perlite) 

A nombre de modules obtenu après addition de TC 

B ncmbre de modules obtenu sans additio:-I de TC 

C. Coéfricient dlinfectivité (CI = A/B x 100) 



Lin essa i  a e  n o d u l a t i o n  d e  l a  s o u c n e  Ve 26 n o n i -  
l e  e t  d e s  m u t a n t s  non  m o k i l e s  e t  n o n  c h i r n i o t a c t i q u e s  a v e c  
un  i n o c u l u r n  c o n t e n a n t  ICI b a c t é r i e s  /ml, a c a n n 5  d d n s  t o u s  
l e s  cas,  a p r O s  8 s e n a i n e s  e n  c , - n f i i t i o n  ae s e r r e ,  u n e  n o y e n -  
n e  d e  15 n 3 d u l e s  p a r  p l a n t e  ( t a b l e a u  3 ,  c o l o n n e  8 ) .  
1 . . _ -  

L e  p o u v o i r  i n f e c t u e u x  d e s  m u t a n t s  e t  c e l u i  d e  l a  s u u c h e  
mère es t  l e  m & m e  a p r G s  a s e ! , i a i n e s  e n  c o n d i x i o n  ae ser re .  
S i  a n  n e  c o n s i d è r e  q u e  l e  n o m b r e  d e  n o d u l e s  f o r m é s ,  l ' i n o -  
c u l a i i o n  e n  m i l i e u  s o l i d e  n e  p e r m e t  p a s  d e  U i s t i n g u e r  e n t -  
re  l e s  b a c t é r i e s  m o b i l e s  e t  c i i i m i o t a c - c i s j u e s  e t  l e s  b a c t é r i e s  
n o n  m o D i l e s  o u  n o n  c h i r n i o t a c t i : ; u e s .  P a r  sim.iie d i i : u s i o n  i r s  
b a c t é r i e s  n o n  m o b i l e s  a t ~ e i g n e n t  l e s  r a c i n e s  e t  m o n c r e n t  l e  
même r é s u l t a t  a p r é s  6 s e m a i n e  (7,93). 

En c o n s i d é r a n t  l e  caef ,  i c i c n t  d ' i n f e c t i v i t é  o n  p o u r r a i t  
m o n t r e r  l e  rô l e  d e  l a  r n o ~ i l i t é  e t  du  c h i r n i o t a c t i s m e .  

b  - E t u d e  d u  c o e f f i c i e n t  d ' i n f e c t i v i t é  .................................. 

L ' é t u d e  d u  c o e f f i c i e n t  p e u t  n o u s  r e n s e i g n e r  s u r  
l e  t e m p s  n s c e s s a i r e  a  l a  s o u c h e  \Je 26 m o b i l e  e t  aux m u t a n t s  
p o u r  a t t e i n d r e  e t  i n f e c t e r  l e s  r a c i n e s  ; ce q u i  p e r m e t t r a i t  
d e  d e t e r m i n e r  l e  r8le d e  l a  m o b i l i t é  c i e s . s o u c h e s  d a n s  12 s o l  
p o u r  l ' i n f e c t i o n  d e s  r a c i n e s  d e s  l é g u m i n e u s e s .  

C e t c e  e x p é r i e n c e  e s t  c o n d u i t e  comme p o u r  l ' i n o -  
c u l a t i o n  e n  $ u b e .  L 1 i n o c u l d ~ l , n  p a r  u n e  s ~ s p e n s i ~ n  b a c t é r i e n n e  
c o n t e n a n t  10 b a c t é r i e s / m l  e s t  s u i v i e ,  à d e s  cemps d a t e r n r n e s ,  

p a r  d e s  a d d i t i o n s  d e  t e t r a c y c l i n e  b p r é s  6 h ,  20 h ,  ?O h ,  
LC h, e t  - 9 0 - h e u r e s .  L a  s o l u t i o n  d ' a r i t i n i o t i q u e  e s t  a j o u t é e  
a a n s  l e s  a l v é o l e s  l a t é r a l e s  q u i  a v a s e n J c  r e ç u e <  p r é c é d e r n e n t  
,les i n o c u l a t .  . .  



module par 

p l a n t e  

6 -20 30 
t e m p s  en  h e u r e  

FIGURE 7 9 E V o l u t i o n  c i n é t i q u e  de  l t i n f e c t i v i t é  e n  s u b s t r a t  s o l i d e  
( g r a i n s  d e  ~ e r t i t e )  d e  l a  s o u c h e  &. M é l i l o t i  V e  26 ( @  ),  
du m u t a n t  non c h i m i o t a c t i q u e  (&)  e t  du mutan t  non mobi le  
( O )  e n  f o n c t i o n  du temps d e  c o n t a c t  b a c t é r i e s  - p l a n t e .  



h o u s  a v c n s  r E a l i s C  c e t t e  e x p é r i e n c e  ~ v c c  l o  cûdcrie s a u -  
v a g e  e x  l e s  n u t a n t s  ( c h & )  e t  ( f l a - ) .  L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  
n o u s  o n t  pe r rn l s  üe  t r a c e r  l e  grapnic;iAe d e  l a  l i g u r e  1 9 .  
Le nomore moyen d e  n o d u l e s  s u r  i J p l a h t e s  e t  l e s  C.; . s s n t  
p o r t 6  sdr l e  t a ~ i e a u  5. 

Q L J C -  S e u l e  l a  s o ü c h e  Ve 26 s a u v a g e  ( m o b r l e  e t  c : i l m i - "  
t x u e )  a fo rmé  d e s  nodules quand  on 3 r a j a u z é  l a  z e t r a c y c i i n e  
6 h a i r a s  l ' i n o c ~ l a t ~ o n  des p l a n t u l - S .  

f o u r  l e  m u t a n t  non c h i m i o t a c t i , q u e  ( c h & )  l e s  r a c i n e s  
s o n t  i n f e c ~ é e s  quand  l ' a n t i b i o t i q u e  est a d d i t i o n é  213 h apréç  
L '  i n o c u l a t i o n .  

? o u r  l e  ,mutant  non m o n i l e  ( f l a - )  3> h s a n s  a n b i ~ i 3 r i -  
q u e  s o n z  n é c e s s a i r e  ( p o u r  qu ' il i n f e c  -e .les- r a c i n e s ) .  

I l  e s t  à n o t e r  a u s - i  q u e  p l u s  l onc j t emps  on l a i s s e  6v::iuer 
l e s  b a c t é r i e s  a v e c  l e s  r a c i n e s  s a n s  a n t i b i o t l L i u e  p l u s  l e  Som- 
Dre d e  n o d u l e s  forinCs ( p a r  p l d n t e )  est  g rand .  Il es t  üe  1 5  en-  
v i r o n  a u s s i  b i e n  p o u r  l a  s o u c n e  s d u v a g e  que  p o u r  l e s  : , l u t anks  
s i  on  n ' a j o u t e  p a s  d e  t e t r a c y c l i n e  ( t a b l e a u  5 c o l o n n e  2 )  

Le c o e f f i c i e n t s  d 1 i n f e c t i v i t 6  ( t a b l e a u  5 p a r t i e  C )  d e  l a  
s o ü c h e  m o b i l e  e s t  d e  14;8 d a n s  l e  c a s  c o r r e s p o n d a r i i  à ji h. 
P e u r  l e  mutan-t  non : o b i l e  ( f l a - )  il n ' e s t  que  d e  1,3. Ce 

q u i  i n d i q u e  u n e  m i g r a t i o n  p l u s  r a p i d e  d e s  b a c t é r i e s  m o b i l e s  
d e  l ' a l v é o i e  d ' i n o c u l a t i o n  v e r s  ILI a i v S o l e  où s o n i  mise l e s  
p l a n t u l e s .  F o u r  l e  m u t a n t  non r n o ~ i l e  ( f l a - )  q u i  n e  p e u t  se 
d é p l a c e r  q u e  grâce  à l a  d i i ' f u s i o n ,  un t e n ~ p s  d e  c o n t a c t  Je 
9:l h e u r e s  e s t  n é c e s s a i r e  p o u r  a t ~ e i n l l r e  un c c e i f i c i e n :  s ' i n -  
f e c t i v i t é  (C.1.) d e  13,7. 

Le m u t a n t  ( c h é )  l é g é r e r n e n t  m o o i l e  e n  m i l i e u  li'-lu:- 
d e  m a i s  non c n i m i o t a c t ~ q ~ e  donne  d e s  v c l e u r s  1 n t e r m S u l a i r e s .  



FIGüRE 20 : Etude Ge l a  -compbt i t iv i t6  , a n  n i l i e i i  solide , 
e n t r e  la  souche R . m e l i l o t i  V e 2 6  et un mutant non mobile (SI; 

et un mutant non chintiotact ique ( A )  . 

FIGDRE 21 : Etude de l n  c o n p d t i t i v i t d  , e n  ~ i , l i e u  solide , 
e n t r e  l a  souche R.meliloti Ve2G et un mutant non b o b i l o  (- 1,  
et un nutant non chimiotact ique  ( 4 )  ;selon l'équation d a  

PINTû (88)  : 

WV 1 nV 
Log-- NM - log C + b log -- Inbi 

Abréviat ions pour les f i  yres in et 21 . - - In~/Inki :  est le rftpport dans chaqua inoculitn d e  l n  concen. - 
t r a t i o n  d e  l a  souche Vo26 sur  l n  concenîm.tion du 

mutant conçid6rb . 
NV/NEI : est Le rapport du nonbre de nod~i les  foméo par l n  

Souche Vc2G d i v i s 6  par 1s nmbro do nodules  formhs 
par le nutant  conniddr6 . 



C e t t e  e x p t ; r i e n c r  n o u s  ren:;ei.;ne s , i r  l a  con:pG c i t i v i t é  
S e s  u i f f 4 r e n c s  r ruknn t s  p d r  :appor t  à c e l l e  zie 13 aouc i l e  'Je 26 
m o b i l e .  L1, . ,vantage  i e  13 m o b i l i t 2  e t  du c r i i n i o t a c t i ç r n e  y  
a s t  b i e n  m i s  e n  é v i . : e n c e .  

Ln r 6 a l i s a n t  un c x p s r i e n c e  un s u b s t r z d  s o i i & ,  a v e c  
d e s  d o u b l e s  i n o c u ~ > t i ~ n ,  n o u s  p e n s o n s  n d t i r e  mieux  e n  Gvi- 
d e n c e  l e  r a i e  : je 1s m o h i l i t >  e t  du c i - ~ i n i o t a ~ t i s r : ~ ~  ü a n s  l a  
s y r n ~ i u s e  2 hizobiurn  ie , a m i n e u s e .  

C - E t u d e  d e  c a m p 6 t i : i v i t S  e n t r e  l a  s o u c h e  Ve 25 r n ~ u i l ~  
e t  l e s  m u t - n t s  ( c h é )  e t  ( f l o - )  e n  s u b s t r a t  s o l i d e .  

C e t t e  é t u d e  d i f f é r e n t e  a e  c e l l e  menée ùu p a r L i g r  .prie 

p r E c é ~ e n t ,  e s t  l3asi.e s u r  l a  a C t e r r p i n ~ ~ ; i o n  ï u  nomore d e  no- 
- i u l e s  a - c i ; r i u , a o l e s  à c h a c u n e  u e s  s o u c h e s  int,c . l>es  c o n -  
j o i n t e m e n t  à une m&me p l a n t e  h ô t e .  

idous a v o n s  i n o c b A I G  d s s  p l d n t  , l es  d e  l u z e r n e  d v e c  l a  
s o u c h e  V e  26 m o ~ i l e  m,:langSe a v e c  l e  m u t a n t  non c n i m i o c a c -  
t i c L e  ( c n ? )  d a n s  une p r e n i è r e  e x p e i i e n c e  e t  a  iec l e  n u t ù n t  n ~ n  
f l Z g É l l É  ( f l a - )  d L n s  une  a u t r e  ; d e  p l u s  p o u r  CR :quz  expé-  
r l e n c e  l e s  e s s a - s  o n t  S t é  r G a l i s C s  a v e c  d e s  p r o p o r t i o n s  
v a r i a b l e s .  

L e s  r é s d l t a t s  o b t e n u s  s o n z  r z ~ p o r t é s  d d n s  12s f i g l A r e i  
20 e t  21 .  

d a n s  un p r e m i e r  t e m p s  n ~ u s  a v o n s  considéré 1 3  r e l d t i o n  
e n t r e  le r a p p o r t  d s s  nomb e s  d e  n o d u l s s  formÉs p d r  c n a q u e  
t d / p e  d e  o a c t s r i e  e t  l e  r , p p o r t  d 3 s  c o n c e n l r a ~ i o n s  a e  chd ,d i  
b e c t é r i e  d a n s  l t l n o c ~ l C ~ t i o n  ( f i g u r e  : 2 0 ) .  

A c o n c e n t r a t i o n  E g a l e ,  l e s  b a c  . é r i e s  m o b i l e s  formerl's 
7 f o i s  p l u s  d e  n d u l e s  q u e  c e l l e s  non m o j i l e s  e t  3 f o i s  p l u s  
q u e  c e l l e s  non c h i m i o t a c t i q u e s .  

cconne  12 m c n t r e  l a  f i ~ ~ r e  - 1 ,  n o u s  a v c ~ s  c o ~ ~ i d S r 3  1 2  

l o g a r l t h r n e  uu r d p p o r t  d e s  b a c t ; r l t s s  a a n s  l ' L n o c u l u r n  e n  t o n c -  
t l o n  du l o g a r i t h m e  d u  r ~ p p o r z  d e s  b a c t G r i e s  d a n s  l e s  n s d d i e s .  
Ce q u i  n o u s  a p e r m i s  d e  r e p r g s e n t e r  1' Z q u a t i u n  d e  r I  ,Tl ( J )  



a v e c  iQV = n o n u r e  d e  n o d u l e s  F o r ~ ~ E s  p a r  l a  souchci  Ve 26 m o b i i e  

h\iM = nombre d e  n o d u l e s  forrn:s p a r  l e  m u t a n t  

InV = c o n c e n t r a t i o n  d e  l a  s o u c h e  Ve 26 d a n s  l l i n o c : . l u m  

InM = c o n c e n t r a t i o n  d ! ~  m u t a n t  d a n s  l ' i n o c u l u m  

C e t t e  é q u a t i o n  p e r m e t  d e  & t e r m i n e r  l ' i n ü i c c  d e  corn?&- 
t i t i v i t é  ( C )  q u i  r e p r G s e r i t e  l a  n o d u l a t i o n  o u c e n u  q ~ a n d  l a s  
c o n c e n t r ù t i o n s  b a c t G r i e i i n e s  s o n t  é q u i v a l e n t e s  d a n s  l ' i n o c r i u m .  

L ' i n d i c e  d e  c o m p é t i t r v ~ t é  C es t  de  .1,1 d a n s  l e  c ~ s  du m e -  
l a n g e  : s o u c h e  Ve 26 sauvdge - rnu tan t  . (chB).  I l  e s t  d e  5 , 1  d d n s  - 
l e  chs du m é l a n g e  : s a u c h e  V e . 2 6  s a ~ v a g e - m u t a n :  ( f l s  ) 

L'es t  à d i r e  q u e  l a  s o u c h e  ' l e  26 ( m o b i l e  e s t  chi rnro t ,c -  
c b ~ q ~ e )  ' e s t  3 f o ~ s  p l u s  c o i n p 6 , ~ t i v e  41-13 l e  m u t j r i t  non = i m ~ o -  

t a c t i q u e  ( c h é )  e t  e l L e  1 ' z ç - c  6 f o l 5  ; l u s  q u e  l;: matan% non 

m o b l l e  ( f l a - )  . 

s u r  l a  f i g u r e  21 n o u s  v o y o n s  que  l a  Ve 26 s a u v a g e  a m n e  - 
d a v a n t a g e  a e  n o d u l e s  que  l e s  m u t a n t s  ( c h ë )  e t  ( f l d  ) même a i  
e l l e  es t  p r é s e n c e  a , n s  l ' l n o c u l u r n  d a n s  un r a p p s r z  ,e 1 p o u r  
113 u33. 

Le s u b s t r d t  S t a n - t  c o n s t i t u é  o e  g r a i n s  ue p e r l i t e ,  l e  
f i l m  l i q u i a e  i n t - r g r a n u l - i i r e  p e r n e t t e r , ; i t  un i é p l a c e i i x n t  üe 
2 c m / j o u r  a u x  u a c t k r i e s  m o b i l e s  ( 4 7 )  : ceci  e x p l i , u e  que  l e  
m u t a n t  ngn n o b i l e  fo rme  l e  m o i n s  d e  n o d u l e s .  

C e t  ce a x p é r l e n c e  d e  c o m p é t i t i v i t é  s u r  s ~ o s  - r a t  so,il:e 
n o u s  a  p e r m l s  ue rnuncrer  q u e  l a  n i o ~ i l i t é  e t  it c h i r , ~ o ~ ~ c -  
t isme p e ~ v e n t  E t r e  a - s  f d c t e ~ r r  l i r n l t - n t s  de  1 n 3 a b l a t i u n .  
Ce q u i  v a  d a n s  le s e n s  3es r'rcivaux de  hli.-S (7) e t  I.rlF.,. 1 ( b ) .  

:jes b a c t z r i e s  non r n o i ~ i l s  ou non c h i i n i o t ~ c  C i q u z ,  mêrn? 
, ,  . ,  . s i  112s ç a n i  2 f o r + ?  cxnset.!-tru';irjri,  nz  5 ;o t  ;pas c ! ; n ? e t l x l v z s  

p a r  r ; ? p o r t  à u n s  s o ~ c h c  n o b i l e  : c i . l a  s?igriific: (;ut: l ' i i i o -  
c u l ~ t i o n  d ' u n  chc~nip p  .r ; ; h i z o b i 1 ~ : ~ 1  n e c e s 3 i t e ï 3 i t  un f L A i b l r  

. . 
n o r ~ b r e  de b a c t : ; r i z s  s i  18_i s o u c h z  c h l j i s i i !  .:st mcibile 2-t ciii- 
s i x t a c t i : ! u a .  



B A 
PIIOTOG2AP>ISIE N o  6 -: Cii'l.ture d e  luzerne dans l a  "mi- 
ni-sc?rrett:eu per?ite( A ) et e n  sol( B ) .  7Le ~ 0 1  est 
un mé22nge do  tourbe,d'argile et d e  s a b l e  dans les 
prsp~rtions r e s p e c t i v e s  2 /5,2/5. et 1 / 5 : s t & r i l i s é ~  8 
1 'aide d 'une s o l u t i o n  de p-propiolactone . 
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Nombre c a s  d ' i n f e c t i o n  c a s  d ' i n f e c t i o n  . c a s  d ' i n - .  

: t o t a l  é t u d i é e  : P a r  Pa* : f e c t i o n  : 

ii . . VE 2 6 n u t a n t  (ché)  . m i x t e  : 

- 
: nombre a e  n o d u l ~ s :  8 9 @2 6 1 : 

TABLEAU 6 .  P o u r c e n t a g e  d e  modu l s  f o r m é s  p a r  l a  s o u c h e  \Je 26 P:obl l  e t  
c h i m a s t a c t i q u e  (E.N. Ve 26)  e t  l e  mutan; non c h i r n l o t a c t i ~ ~ u e  
(ché) l o r s  d ' u n e  i n o c u l a t i o n  d o u b l e  d e  p l a n t u l e  d e  . l u z e r n e  
e n  c u l t u r e  d a n s  un 501. 



Nous a v o n s  i n o c u l :  d e s  i l a n i ~ i e s  g e  l u z e r n e  
â g é e s  ce d e u x  s e m a i n e s  l a  c o n c d n t r a t l o n  f i n a l e  des b a c t é -  
ries d a n s  12s ~ l v G o l e s  l e  L l r z ~ e s  ( c ' i n ~ c  - - a b L o n )  E L  dpp=&- 
c l é e  p  .r r i ~ r n 6 r ~ t l o n  : 1 , l .  l u 6  b a c t i r i e s / m l  p o u r  1-+ s o u c n e  
Ve 26 m o b l l e  e t  1 ;2. I L '  b a c t S r i e s / m l  F o u r  l e  m u ; a n t  ( c h é ) .  

îdous a v o n s  u t i l i s é  l a  r e s i ç t a n c e  a u x  a n t i b i o t i . q u e s  
p o u r  c 3 r c t 6 r i s e r  l ' o r i g i n e  d e s  n o n L : l s s  ( 5 8 ) ,  e n  p l u s  

d e s  tests d e  m o o i l i ~ é  s u r  m i l i e u  g é l o s é .  L e s  a n t i b i o t i , u e  
o n t  étÉ: c h o i s i  e n  p a r t i e  s e l o n  l e s  é t u d e s  d e  Ki?Ei.iEii ( 6 4 )  
e t  ~CHLJII\IGHAF/;ER ( 95 ) . 

La r e s i s t a n c e  a u x  a n t i b i o t i q u e s  n ' a  p a s  a l ter :  l e s  
c z r a c t è r e s  de  m o o i i i t é ?  d e  c h i r n i o t a c t i s m ~  e t  d e  n o a u l a t l o n  
p r o p r e s  à c h a q u e  b a c t É r i e .  

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a p r S s  4 s e m i n e s  e n  c o n d i t i o n  d e  serre 
s o n t  r e p r é s e n t é s  d a n s  l e  t u b l e a u .  La d é t d r ~ l i i n d ~ i o n  d e s  b a c t é -  
r ies .  

N o u s  a v o n s  denomSr6  l e s  n o à u l e s  a p r è s  4  s e m a i n e s  l a  d é t e r n i n " t i n  
d e s  b a c t é r i e s  i n f e c t a n t e s  a  été r é a l i s é e ,  a ; . r è s  é c r a s e m e n t  d e s  
n o d ~ l e s  p a r  é t a l e m e n t  d e s  s u s p e n s i o n s  b a c t é r i e n n e s  o b t e n u e s  s u r  
m i l i e u  R .C .  c o n t e n a n t  10 Y ce ~ e t r a c ~ ~ c l i n c .  e t  s u e  n i l i e u  HC c o n -  
t e n a n t  r e s p e c t i v e m e n t  SJY  e t  73 Y d e  k a n a m y c i n e  e t  d ' a m p i c i l -  
l i n € .  P o u r  c o n f i r m e r  1 ' ~ r i g i n e  u e s  n o d u l z s  l a  m o n i l i t é  e t  l e  
c h i m ~ o t â c t i s n e  s o n t  a p p r k i é s .  

L e  t a b l e a u  6 m o n t r e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  d ' a p r è s  l e  t e s x  
d ' i d e n t i f i c a t i o n  a u x  a n t i ü i o t i q u e s .  L e s  89 n o ~ u l e s  é t u ~ i e s  
o n t  é t é  p r i s  s u r  17 p l a n t u l e s  c h o i s i e s  a u  h a s a r d .  

11 y a 6 n o d u l e s  i n f e c t é s  p a r  d e s  ~ a c t & r i e s  r e s i s z a n t e s  à l a  
t e t r a c y c l l n e ,  e t  n o n  m o b i l e s  e n  m i l i e u  f a l b l e n e n t  g é l o s e .  
Le m u z a n t  n o n  c - i m i o t a c t i q u e  n ' a  i n f e c t é  o u e  6 n o d u l e s  d e  
8 9  é t u d i é s .  



8 2 n o E u l e s  s o n t  p r c v q c é e s  p a r  ries b a c t é r i e s  r é s i r k r i n t e s  a  1s 
K a n a m y c i n c  e t  à l a  t e t r a c y c l i n e  e t  s o n  rnot3i;e s u r  m i l i e ;  
f a i t ; i z i r ; r n t  t ;h-osé.  i a  s o u c h e  Y e 2 E  r i o n i l e  à d c n c  i n f c c r u é e  
9 2 , l  70 d e s  n o d u l z s  E t u d i É s .  

P o u r  u n  n o m o r e  d e  b a c t é r i e s  s e n s r b i e ~ e r i t  l u e n t l q , e  ( 1 II3 h 2 c  t i- 
r l e s / n l )  l e  m u t a n t  n o n  c ~ i m ~ o t a c t i q ~ e  n ' a  f o r m é  o u e  5 1 2  d e s  
n o d u l e s .  

C e s  r - s u l t a t s  c s n f i r m e n t  c e u x  o b t e n u s  p r é c e d e m e n - L  e n  
c u l t u ï e  s u r  p e r i i t e .  

L ' a v a n t a g e  c o n f é r é  a c x  n d c t é r i e s  p a r  i a  n o b i l i t É  ~t i e  chi mi^- 
t a c t i s m e ,  a p p a r a i t p l u s  n e t t e m e n t  e n  c u l t u r e  e n  s o l  q u ' e n  
c u l t u r e  e n  m i l i e u  l i q u i d e  o u  e n  p e r l i t e .  

Cette e x p é r i e n c e  a  m û n t r é  q u e  l e s  D a c t S r i e s  
c n i m i o c o c t i q u e s  f o r m e n t  p i u s  d e  n o d u l e s  q u e  i e  m ~ t a n t  non  
c h i m i o t a c t i q u e .  L e s  : , a c t é r i e s  m o b i l e s  e t  c n i n i c t d c ~ i q i i e s  z n -  
v a h i s s e n t  e t  p e u p l e n t  p l u s  r n p i a e m e n t  l a  r h i z o s p h è r e  (27, 
36,44,92) .  El les  a t z e i g n e n t  l e s  s i t e s  d'infections d e s  ï a c i n e s  
p i u s  tot q u e  l e s  s o u c h e s  n o n  c h i m i o t a c t i q u ~ s .  

L e  p o u r c e n t a g e  d e  n c i u l e s  f o r m C s  p a r  ces d e r n i Z r e s  
e s t  d u  à d e s  r e n c o n t r e s  a u  h a s a r d  e n t r e  l a  r a c i n r  e t  d e s  
m i c r o c o l o n i ~ s  ( 2 7 ) .  

L ' u n e  d e s  A e r n i ~ r e s  é t a p e s  d e  l a  c o m p é t i t i v i t 6  e s t  l a  p s n ê t r a -  
t i o n  d e  l d  b a c ' c c r i e  d a n s  l e  s i t e  c i l i n T e c t i o n .  i ~ * > F l i I  ( T U )  
e t  ;i.'jES ( 7 )  o n t  1 n o n t r 6  q c e  l a  r 6 p o n s e  ci ; i inio- tac t i q u e  e t  l a  
p r é s e n c e  d e s  f l a g z l l e s  n ' o n t  p r o b a b l e m e n t  p a s  u e  r ô l e  à 
j o u e r  d a n s  l ' a t t a c h e m e n t  e t  i a  p G n S t r d t i o n  ü e  ? h i z o o i ~ m  d a n s  
l e  p o i l  r a c i n a i r e .  Récenirnznt i . , . ~ L I i ~ j ~  ( 7 8 )  a  m i s  a n  Gvic ience  
l ' é m i s s i o n  p a r  3 h i z o b i u n  m e L i l o t 6  Ù1cnzyme p e c t o l y t i q i i e s  a u  
momen-c d e  i t i n f L c t i o n  d u  p o i l  r a c i n a i r e  : 
< n e  t e l l e  o n s e r v a t i o n  a p p u i e  l ' h y p o t h é s e  d ' u n e  p - > n i t r a t i c n  ac- 
t i v e  d e  R h i z o b i ~ r n  d a n s  l e  p o i l  r d c i n a i i e  ( d a i i s  c e ~ . t a i n s  c a s ) .  



,ne sodche crès conpétlti~e reral- c e l i e  q - 1  
a u r a t  à l a  fol5 un g rand  pouvoir d ' i n f c c t l o n ,  une j r a n u e  
~obrlrt5 e t  une Torxe ï cponse  cnini~tactloLe aux e x s a ï a i s  
raclnaires ae l a  p l a n t e  h ô t e  ( 3 0 ) .  
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DdnS u n e  p r e m i è r e  p a r t i e  d e  n o t r e  t r a v a i l ,  n c u s  a v o n s  

i s c l é  d e s  m u t a n t s  non m o b i l e s  (mob- e t  f l a - )  e +  d e s  
m u t a n t s  non c h i m i o t a c t i q u e s  d e  l a  s ç u c h e  'd e26 d e  
3 .  i b ; e l i l o t i  m o b i l e  e t  c h i n i i o t a c t i q u e .  l i ous  a v o n s  pu - 
m o n t r e r  q u e  l e s  exsudats r a c i n a i r e s  d e  j e u n e s  p l a n t u l e s  
à e  l u z e r n e  o n t  u n e  a c t i o n  c h i m i o t a c t i q u e  p o s i t i v e  s u r  
l a  s o u c h e  Ve 25 e t  p a s  s u r  l e s  m u t a n t s .  

L e s  e x s u d a t s  r a c i n a i r e s  d e  g r a i n e s  d e  l u z e r n e  e n  qe rmi -  
n a t i o n  o n t  u n e  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  d e  c r o i s s a n c e  à l a  
f o i s  s u r  l a  s o u c h e  P 26 e t  s u r  l e s  m u t a n t s .  

Dans  l a  s e c c n a e  p a r t i e  n o u s  a v o n s  m o n t r é  q u e  l a  m o û i l i t ?  
e t  l e  c h i m i o t a c t i s m e  n ' o n t  p a s  d e  r ô l e  à j o u e r  Cans  
l ' i n f e c t i o n  t i e s  p o i l s  r a c i n a i r e s  d e  l é g u m i n e u s e s .  

Nous a v o n s  é t a d i é  a u s s i  l a  c o m p é t i t i v i t é  d e  l a  s o u c h e  
V e 2 6  m o b i l e  e t  c h i m i o t a c t i q u e  p a r  r a p p o r t  a u  m u t a n t  
n o n  m o b i l e  e t  a u  m u t j n t  non c i i i r n i o t a c t i c ; u e  i s o l é s .  
;dous a v o n s  m o n t r é  q u ' e n  m i l i e u  l i q u i d e  l a  m o b i l i t é  e t  
l e  c h i m i o t a c t i s m e  o n t  p e u  d ' i n f l u e n c e  s u r  l a  c c m p é t i t i -  
v i t 6  d e  Rh izob ium p o u r  l a  Fo rma t ion  d e  n u d u l e s  s u r  l e s  
r a c i n e s  d e  l é g u m i n e u s e s  a l o r s  q u ' e n  s u b s t r a t  s o l i d e  ces 
Geux f a c t e u r s  a u g m e n t e n t  beaucoup  l a  c o m p 6 t i l i v i t é  S e s  
b a c t é r i e s  q u i  l e s  p o s s é i e n t .  

L'inhibition d e  l a  c r o i s s a n c e  d e  R h i z o b i u m  F a r  l e s  
e x s u d a t s  d e  g r a i n e s  d e  l u z e r n e  e n  g e r m i n a z i o n  e s t  due  pro-  
b a b l e m e n t  a u  i n h i u i t e u r s  d e  c r o i s s a n c e  r e i a c h e s  p a r  l e s  
g r a i n e s  l o r s  du d é v e l o p p e m e n t  d e  l ' e m b r y o n  (26)  ; (102). 



Une t o x i c i t é  s é l e c t i v e  e s t  s i g n a l é  par 
dINCEN (135)  : l e s  e x s u d a t s  d e  r a c i n e s  d e  c e r t a i n s  
l é g u m i n e u s e s  i n h i b e r a i e n t  s e u l e n e n t  i e s  b a c t é r i e s  à 
gram(+)i~.,..STEiiSdi?J ( 7 4 )  e t   ALE ( 4 4 )  on m o n t r é  un f a i b l e  
t a u x  d e  s u r v i e  d e  Ah izob icm s u r  l e s  r a c i n e s  d e  g r a i n e  
e n  g e r m i n a t i o n .  Je  c e  f a i t  l ' i n o c u l a t i o n  d e s  s e m e n c e s  
d e s  l é g u m i n e u s e s  p a r  Rh izob ium e s t  p e u  e f f i c a c e  e t  peu  
é c ~ n o m i q u e .  L ' a p p o r t  d e  Ahizobiurn a u  s t a d e  j e u n e  p l s n t u l e  
d o n n e r a i t  un m e i l l e u r  r e n d e m e n t .  D ' a u t a n t  p l u s  q u e  Rhizo-  

>er-lce bium a  une  r é p o n s e  c h i m i o t a c t i q u e  p o s i t i v e  e n  p r é -  
d ' e x s u d a t s  d e  r a c i n e  d e  j e u n e s  , a i o n t u l e s  d e  l u z e r n e  ( 3 6 )  
( 4 3 ) .  

~ b o d s  a v o n s  r n o n ~ r é  q u e  c e t  e f f e t  a t m a c t i f  p e r m z t  
à d e s  b a c t é r i e s  m o b i l e s  e t  c b i m i o t a c t i q u e s  d ' ê t r e  p i ~ s  ccm- 
p é t i t i v e s  que  d ' a u z r e ç  non n o a i l - s  ou  non c h i r n i o t a c t i c a e s .  

IUHPOLI (BU)  e t  Ai..ES ( 7 )  S i e n  q u ' a y a n t  mon t rE  qcle 
l e  c n i m i o t a c t i s m e  e t  l a  m o b i l i t i  n ' o n t  a u c u n  r ô l e  à j o u e r  
d a n s  l ' i n f e c t i o n  d e s  p o i l s  r a c i n a i r e s ,  i l s  o n t  emis l ' h y j o -  
t h è s e  q c ' i i s  c o n s t i t u e r a i e n t  un a v a n t a g e  p o u r  l a  n o d u l a t i o n  
La p r o l i f é r a t i o n  d e  Rh izob ium d a n s  l a  3 h i z o s p h i r e  d e  15grrn.i- 
n e u s e s  e s t  due  e n  p z r t i e  à u n e  m i g r a t i o n  (82)  ; (7'5). 
iuous a v o n s  m o n ~ r é  q u e  l e  nonr j re  d e  inociu les  f o r m é s  p a r  une  
s o u c h e  m o b i l e  p e u t  ê t r e  s u p é r i e u r  à c e l u i  fo rmé  p a r  u n e  s o u c h e  
non m o b i l e ,  m ê m e  s i  c e t t e  ù e r n i è r e  e s t  m i l l e  f o i s  cancen -  
t r ée ,  à l ' a i d e  d e  c u l t u r e s  e n  s u b s t r a t  s o l i d e .  

I l  s e r a i t  a o n c  n é c e s s a i r e ,  l o r s  d e  1 ù  p r é p a r a t i o n  
d i n e n y r a i s  b a c t é r i e u s u  a e  c h o i s i r  d e s  s o u c h e s  m o b i l e s  e t  
c h i r n i o t a c t i q u e s ,  p o u r  a v o i r  une  m e i i i e u r e  c o m p é t i t i v i t é  
e t  r é d u i r e  l a  q u a n t i t é  d e  b a c t é r i e s  2 a p ~ ~ o r t e r  a u  s o l .  
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