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A V A N T  P R O P O S  



La fixation de l'azote atmospherique est un phénomène qui 

conduit à la synthèse de composés organiques à partir de substan- 
ces inorganiques présentes dans l'atmosphère. 

Cette synthèse n'est assurée que par certaines cellules 

procaryotiques (des bactéries et des algues bleu-vert) et con- 

cerne au moins cent millions de tonnes d'azote par an. L'assi- 

milation de l'azote atmosphérique (réduction) estassuree par un 

système enzymatique la nitrogenèse, isolée en 1966. 

Ainsi, quelques plantes de la famille des Légumineuses s'as- 

socient à des b-actéries'du genre Rhizobium de façon à réaliser 

une symbiose qui conduit communément à l'apparition de nodosités 
I sur le système racinaire. 

C ' est un phénomène d'une importance primordiale. En effet, l'utilisation 
l 

d'engrais azotés pour enrichir les sols nécessite des dépenses 

énergétiques très lourdes à supporter, surtout pour les pays sous- 
, développés. 

En outre, la symbiose fixatrice d'azote, fait intervenir trois 
I 

facteurs bactériens : l'infectivité, la spécificité d'hôte et 

l'efficience. La distinction entre l'infectivité ou virulence et 

l'efficience est nette : l'infectivité permet au Rhizobium de 

pénétrer dans la plante et de former un cordon infectieux qui in- 

I duira la nodulation ; l'efficience caractérise son aptitude à fi- 

xer l'azote atmosphérique à l'intérieur du nodule dont la structure 

a été définie par la plante. 

Un Rhizobium potentiellement actif (infectieux et efficient) 

ne formera cependant des nodules que sur les légumineuses corres- 

pondant à sa spécificité d'hôte. 

Actuellement il n'est pas encore possible de dire si les 

caractères d'infectivité et de spécificité d'hôte sont distincts 
1 

l'un de l'autre. En effet, lorsqu'un Rhizobium n'est pas en 

présence de son hôte spécifique aucun moyen actuel ne permet de 
1 déceler son pouvoir infectieux. Ainsi on aurait d'abord une 



2 

première étape de fixation liée & la spécificité d'hate qui se- 

rait, par conséquent, responsable sdlectivement de l'identité du 

Rhizobium, contrairement à l'infectivité qui correspondrait à 

un génotype semblable quel que soit le Rhizobium. 

, ~insi,l'hypothèse diune lectine capable de se lier de façon 

spécifique avec son polysaccharide Complémentaire, pourrait inter- 
l venir dans l'étape de la reconnaissance. Cependant des hybrides, 1 

I obtenues par transfert de D.N.A. de R. trifolii chez A. vinelandii, 
peuvent adhérer spécifiquement aux  poils racinaires du trèfle 

sans y provoquer de nodulation. Ainsi, l'hypothèse d'un contrôle 

génétique de cette spécificité a été émise (JOHNSTON, 56). En 

effet,des transconjugants, obtenus après transfert du méga-plas- 

mide (p Sym) de la souche de R. meliloti 2011 chez A. tumefaciens 

(Après mobilisation par la plasmide RP4), peuvent infecter spéci- 

fiquement les hôtes spécifiques de R. meliloti et y provoquer la 

nodulation bien que les nodules restent inef f icients (TRUCHET, I l s ) ,  

d'où l'intervention de ces P Sym dans le contrôle des propriétés 

symbiotiques lors de la fixation biologique de l'azote atmosphé- 

rique. 



I N T R O D U C T I O N  



L'un des aspects de L'bmde de la symbiose Rhizobium - 
Iégumineuse porte sur la compétitivitci pour la nodulation 

d'une souche de Rhizobium, soit dans une population indigène, 

soit dans une population apportée pour enrichir le sol. 

En outre, dans un sol donné les populations naturelles de 

Rhizobium peuvent être plus ou moins aptes à fixer l'azote at- 

mosphérique avec une légumineuse donnée, 

En effet, dans un souci d'amélioration de cette fixation symbio- 

tique, il est très souvent intéressant, de procéder à l'inoculation 

artificielle de souches de Rhizobium les plus intéressantes. 

Mais le problème réside dans le fait qu'en présence de deux ou 

de plusieurs souches la plante peut "sélectionner" préférentiel- 

Lement l'une de ces souches pour former des nodosités et aboutir 

à la fixation biologique de l'azote atmosphérique, ou peut être 

même s'agit-il que d'une "aut~sélection'~ des bactéries elles- 

mêmes ? 

Ceci nous amène à penser que les souches de Rhizobium, de 

même spécificité, différent les unes des autres par leur aptitude 

à être sélectionnées et à provoquer la nodulation d'une légumineu- 

se hôte, c'est-à-dire par leur compétitivité. 

Le problème consiste d'une part, à trouver une souche de 

Rhizobium d'efficience supérieure à celle des souches indigènes 

etd'autre part, que cette même souche arrive à les supplanter, 

en fait,' qu'elle soit plus compétitive. 

Parmi le peu de travaux effectués sur la compétitivité, la 

majorité concerne l'aspect quantitatif. 

Les principaux facteurs influençant la compétitivité, peuvent 

être liés au milieu, à la plante ou à la bactérie (8, 92). Ainsi, 

selon certains auteurs dont CADWELL et VEST ( 2 8 ) ,  cette compétiti- 

vité qui subit l'influence du partenaire végétal résulte de la 

combinaison de caractères propres à la souche bactérienne tels que : 

- la compétence saprophytique, c'est-à-dire son aptitude à 

survivre et à se multiplier dans un sol donné et à coloniser 

la surface racinaire (29) 



- l'aptitude à former des nodules en présence d'une souche 

de même spécificité c'est-à-dire sa compétitivité pour 

l'infection. 

- le taux de croissance (83). 
- l'efficience ; d'.après ROBINSON (94) il y aurait une re- 

lation très étroite entre efficience et compétitivité. 

D'autres auteurs mettent en doute cette relation (55, 98). 
1 

- La production de polysaccharides ; ceux-ci interagissent 
avec les lectines d'origine végétale et aboutissent à 

l'établissement de cette symbiose. C'est souvent en fonction 

de cette synthèse que s'établiera la symbiose en présence 

de deux ou de plusieurs souches de Rhizobium dans le 

même sol (18, 35, 76). 

- Le chimiotactisme et la mobilité : en effet, une souche 

mobile aura beaucoup plus de chance d'être plus compétitive 

qu'une souche non mobile (8, 27, 82, 88) 

- Par ailleurs, BREWIN et al. (22) signalent, qu'un plasmide 

de Rhizobium leguminosarum interviendrait dans la nodulation 

du pois notamment dans les phénomènes de compétition entre 

souches. Ce plasmide interviendrait au niveau de la synthèse 

d'une protéine unique de 24 000 Daltons, capable de s'expri- 

mer dans la rhizosphère de l'hôte. 

Quant au rôle de la plante dans la compétitivité, DATE et 

BROCKWELL ( 3 4 )  signalent que la plante peut ''sélectionner" les 

souches de Rhizobium avec lesquelles elle va entrer en symbiose. 

Ce rôle sélectif exercé par la plante s'opère par l'intermédiaire 

des exsudats racinaires et des lectines. 

En effet, les exsudats racinaires sont très riches en composés 

énergétiques qui provoquent une attraction des différentes souches 

de Rhizobium ( 3 4 , 5 2 1 .  Les lectines, par leur liaison zu polysac- 

charides bactériens, interviennent très fortement dans les 

associations Bhizobium-légumineuses ( 1  7, 20, 18, 58). 

Dans le présent travail, nous avons surtout étudié l'influence 

de la mobilité et du chimiotactisme sur la compétitivité. 



1, - C'APPAREIL LOCOMOTEUR : LE FLAGELLE 
Le flagelle constitue l'appareil locomoteur de la bactérie. 

Une bactérie flagellée possède un ou plusieurs flagelles, chez 

E. coli les flagelles sont au nombre de 5 à 10. 
l 
I 

La synthèse de cet organe est assujettie à la répression 

catabolique (93a), il n'est  asf formé à haute température ( 4 2 '  C chez 

E. coli). Une trentaine de gènes sont responsables de la formation 

et du fonctionnement du flagelle (105, 89, 6 3 ) .  La microscopie 

électronique a permis de préciser la structure du flagelle et son 
1 insertion dans les enveloppes bactériennes (38). 

1.1. - Structure dû flagelle 
I 

Le flagelle est constitué de trois parties principales. Cer- 
I tains gènes et leurs produits impliqués dans cette construction 

sont indiqués dans la figure nal qui représente une interprétation 

schématique de sa structure d'après les micrographies. 

1.1.1. - Le filament flagellaire : 
C'est un long polymère hélicoïdale d'un polypeptile : la 

flagelline, chez E. coli son PM varie de 50 à 6 0  kd et est codée 

par le gène m. ( 7 4 )  

1.1.2. - La "protéine crochet" : 
Le filament flagellaire est inséré dans une structure pro- 

téique en forme de crochet (en anglais "HOOK PROTEINE") dont cha- 

que sous-unité est le produit du gène Flak. L'assemblage de ces 
1 - 

sous-unités est contrôlé par le gène Fla E (105). 

I Cette protéine crochet a un diamètre légèrement suprérieur à 

celui du filament. 

l 1.1.3. - Le corps basa1 : 

I C'est un édifice complexe de structure protéique et sur lequel 
est fixé la "protéine crochet". Il est inséré dans les enveloppes 

1 

bactériennes, établissant une jonction entre la membrane cytoplas- 

mique, le peptidoglycane et la membrane externe. Les produits des 

, gènes Fla L, Fla 11, -- Fla S, Fla T et Fla V sont des composants du 

corps basal (63). 



( ?  f l a  V) 
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Fig.1 - S t r u c t u r e  du F l a g e l l e  de E . c o l i  d ' a p r è s  

DEPAMPHILIS e t  ADLER (1971) 

Quelques gènes de s t r u c t u r e  d'cléments l e  
composant s o n t  i n d i q u é s  e n t r e  p a r e n t h è s e s .  



Des résultats d'électrophorèse eu gel de polyacrylamide 

-SDS- montrent que le corps basal e s t  identique chez les bactéries 

de type sauvage et des bactéries mutantes mot paralysées (107). - 
Cette étude n'a pas été ralisée chez les mutants de chimiotactisme. 

1.2. - F o n c t i o n n e m e n t  du flagelle 

Le flagelle fonctionne par rotation du filament le long de 

son axe principal (13,106). Cette rotation peut se faire dans le 

sens des aiguilles d'une montre ; sens "horaire" (rotation SAM) 

OU, dans le sens "anti-horaire" (rotation SCAM).chez une bactérie 

sauvage, le flagelle tourne alternativement dans le sens SAM 

pendant quelques secondes, puis dans le sens SCAM pendant environ 

un dixième de seconde.(75), 

LARSEN et al., (69) ont établi que la source énergétique 

actionnant le flagelle n'était pas l'A.T.P. lui-même mais, un in- 

termédiaire de la phosphorylation oxydative. 

MANSON et al. (77, 78) d'une part, KHAN et MACNAB ( 6 0 ~ 6 1 )  d'autre 

part, ont ensuite montré que, c'est la force protomotrice ou 

potentiel électro-chimique qui entraînait le flagelle (104). 

La sens de rotation semble également être régulé par la force 

proto-motrice. EISENBACH et ADLER (43) ont obtenu des enveloppes 

bactériennes, censées ne plus contenir de matériel cytoplasmique, 

mais ayant des f-lagelles fonctionnels après addition d'un donneur 

d'électrons, en lfoccurence le NADH. Dans ces conditions, le flagelle 

tourne en sens SCAM uniquement. Le potentiel électrochimique est bien 

une force motrice du flagelle. Les mêmes auteurs font l'hypothèse 

que la rotation SAM nécessiterait l'intervention d'un composant 

cytoplasmique. 

2, - LA CHIMIOTAXIE BACTERIENNE 
L'étude de la chimotaxie bactérienne a commencée à la fin du 

siècle dernier et au début du 20ème (45, 46, 9 1 ,  95). 

La chimiotaxie est très répandue dans le règne bactérien mais, 

n'a été étudiée extensivement que chez quelques espèces, E. coli, 

Salmonella typhimurium et plus récemment chez Bacillus subtilis. Si 

l'on retrouve des analogies comportementales et des mécanismes communs 
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chez les espèces étudiées, il faut remarquer qu'un stimulus 
l 
1 , chimique considéré comme "attractant" par une même espèce bacté- 

I rienne peut être "repellent" pour une autre. Rhizobium, bactorie 
i gramm - négative mobile est attirée par certains produits chimiques: 

" les attractants" (sucres, certains acides aminés et des analogues 
1 

de ces substances) est repoussée par d'autres : les "repellents" 

(d'autres acides aminés,des ions métalliques..). Ce chimiotactisme, 
l positif ou négatif, est une réponse physiologique de la bactérie 

à des variations chimiques de son environnement (1,  2, 3, 4 , 8 1 ,  1 1 4 ,  
l 

1 1 9 )  

2.1 . - A p p r o c h e  c o m p o r t e m e n t a l e  

En absence de stimulus on observe une nage rectiligne ou nage 

"lisse" (smoorh) pendant quelques secondes, puis la bactérie culbute 

sur place "tumble" (ou gigotements) pendant quelques dixièmes de 

seconde et repart dans une direction aléatoire (12, 59) .  Pendant la nage 

"lisse" les flagelles forment un faisceau propulsant le corps 

bactérien. Les "gigotements" sont dus à la rotation SAM des flagelles 

tandis que la nage "lisse" est due à la rotation SCAM. Les mécanis- 

mes de coordination entre les quelques flagelles du corps bactérienet 

de changenent de sens de rotation ne sont pas encore connus. 

L'addition d'un "attractant" au milieu provoque une diminution 

de la fréquence de "gigotements" et par conséquent, une augmentation 

du temps de nage "lisse". Tandis que l'addition d'un "repellent" a 

les effets opposés : augmentation de la fréquence des "gigotements" 

et, par suite diminution des temps de nage "lisse". 

Les stimulus favorisent donc l'un ou l'autre sens de rotation 

I des flagelles (68). Ceci s'accompagne par un phénomène d'adaptation 

et de désadaptation des bactéries à un stimulus donné. En effet, 

l la réponse à un stimu1us.n'est que transitoire : après un stimulus 

donné et au bout d'un certain temps; les bactéries s'adaptent au 

1 stimulus et retrouvent leur comportement initial bien que l'effecteur 

soit toujours présent dans le milieu. L'augmentation de la concen- 
l 

tration de l'effecteur provoque une nouvelle réponse transitoire, sui- 

vie d'une nouvelle adaptation à cette concentration. Cette adapta- 

tion est maintenue tant que l'effecteur est là. Par contre, si 

l'effecteur est enlevé du milieu, les bactéries redeviennent sen- 

sibles à une nouvelle addition de ce même effecteur : c'est le 



phénomène  d e  désadapta t ion  . ( 6 6 )  

En o u t r e ,  KACNAB e t  KOSHLAND ( 7 3 )  s i g n a l e n t  l ' e x i s t e n c e  

d ' u n e  s t i m u l a t i o n  d e  t y p e  s p a t i o - t e m p o r e l l e .  Ea e f f e t ,  l e s  b a c t é -  

r i e s  " r e c o n n a i s s e n t "  u n  g r a d i e n t  s p é c i a l  d e  c o n c e n t r a t i o n  d ' u n  

e f f e c t e u r  ; p a r  e x e m p l e  p l u s  c o n c e n t r é  à d r o i t e  q u ' à  g a u c h e ,  mais 

a u s s i  un  g r a d i e n t  t e m p o r e l  d e  c o n c e n t r a t i o n  d ' u n  e f f e c t e u r  c ' e s t -  

à - d i r e  p l u s  c o n c e n t r é  a u  t e m p s  t q u ' a u  t e m p s  C O .  A u t r e m e n t  d i t ,  1 
p l a c é e s  d a n s  u n  g r a d i e n t  d e  c o n c e n t r a t i o n  l e s  b a c t é r i e s  a u r o n t  

t e n d a n c e  à m i g r e r  v e r s  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  l e s  p l u s  f o r t e s .  L o r s q u e ,  

l e s  b a c t é r i e s  " r e m o n t e n t "  l e  g r a d i e n t ,  l a  f r é q u e n c e  d e s  " g i g o t e m e n t s ' "  

e s t  d i m i n u é e ,  e t  donc  l e s  t emps  d e  n a g e  " l i s s e "  s o n t  a u g m e n t é s  m a i s  

d è s  q u ' e l l e s  r e d e s c e n d e n t  l e  g r a d i e n t ,  p a r  s u i t e  d ' u n e  " m a u v a i s e "  

o r i e n t a t i o n ,  l a  f r é q u e n c e  d e s  g i g o t e m e n t s  e s t  a u g m e n t é e .  Le  mou- 

v e m e n t  r é s u l t a n t  e s t  u n e  m i g r a t i o n  v e r s  l e s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  

" d l  a t t r a c t a n t " .  ( 3 6 )  

Dans l e  c a s  d ' u n  g r a d i e n t  d e  " r e p e l l e n t "  l a  s i t u a t i o n  i n v e r s e  

e s t  o b s e r v é e  e t  l e  r é s u l t a t  e s t  u n e  m i g r a t i o n  v e r s  l e s  f a i b l e s  

c o n c e n t r a t i o n s  d e  " r e p e l l e n t ' l  

2.2. - E t u d e  moléculaire d u  chimiotactisme 

Dans  c e  p a r a g r a p h e  n o u s  e f f e c t u e r o n s  u n e  brève r e v u e  d e s  m o l é -  

c u l e s  i m p l i q u é e s  d a n s  c e  s y s t è m e  s e n s o r i e l  p r i m i t i f .  

2 .2 .1 .  - L e s  chimiorécepteurs : 

De n a t u r e  p r o t é i q u e ,  c e s  c h i m i o r é c e p t e u r s ,  o n t  é t é  m i s  e n  é v i -  

d e n c e  p o u r  l a  l è r e  f o i s  e n  1969 p a r  A D L E R  ( 3 ) .  I l s  s o n t  l o c a l i s é s  

d a n s  l e  p é r i p l a s m e  ( c a s  d e s  - M a l t o s e s  - B i n d i n g  P r o t e i n s  O U  M . B . P . )  

ou  f o n t  p a r t i e  d e  l a  membrane  c y t o p l a s m i q u e  ( c ' e s t  l e  c a s  d e  l ' e n -  

zyme "Enz g l u  II" du s y s t è m e  PTS q u i  r e c o n n a î t  l e  g l u c o s e ) .  Des  

c h i m i o r é c e p t e u r s  d ' a c i d e s  a m i n é s  s o n t  c o n n u s .  A i n s i ,  c h e z  E .  c o l i  

l e  p r o d u i t  du g è n e  c h e  D o u  t s r  r e c o n n a î t  l a  s é r i n e  e t  l e  p r o d u i t  - 
d u  g è n e  c h e  N o u  t a r  r e c o n n a î t  l ' a s p a r t a t e .  C e r t a i n s  d e  c e s  - 
c h i m i o r é c e p t e u r s  p a r t i c i p e n t  é g a l e m e n t  a u  t r a n s p o r t  d e  m é t a b o l i t e s  : 

l a  M . B . P .  e s t  n é c e s s a i r e  a u  t r a n s p o r t  du m a l t o s e  v e r s  l e  c y t o p l a s m e .  



min. 

C- C-$ 
adaptation désadaptation 

Figure 2 : Corrélation entre le niveau de methylation des 
M.C.P. et le phénotype natatoire : SPINGER et 
al. (112) 

En A : niveau de méthylation des M.C.P. 
En B : type de nage des bactéries (les traits 

verticaux représentent les temps de 
"gigotement#, les traits horizontaux les 
temps de nage "lisse". - Absence de stimulus 

0. - - -O Présence d'attractant (Ajouté. en 1 ) 
6 - - 4 Après dilution de l'attractant (en 2 ) 



2 . 2 . 2 .  - Les éléments d ' i n t é g r a t i o n  de l'information 

sensorielle. 

La L. méthionine est nécessaire au chirniotactisme bactérien. 

En effet, le groupe méthyl de la L. méthionine est transféré via 

la S. adénosylméthionine - (  10, 1 1 )  à des protéines mernbranaires 

spécifiques, les M.C.P. ("Méthyl accepting Chernotaxis Proteins") 

impliquées dans le chimiotactisme (65, 108, 111). Les M.C.P. sont des 

protéines constamment méthylées. En absence de tout stimulus, il 

existe un niveau de base de cette méthylation (rôle non encore com- 

pris). 

En présence "d'attractantf' on observe une augmentation du niveau 

de la méthylation jusqu'à un plateau : ladurée de la réaction se 

calque étroitement à la durée de l'adaptation (figure n o  2). On 

note aussi que ce plateau est atteint au bout de quelques minutes, 

et il est maintenu tant que I1"attractant" est dans le milieu. Ce 

plateau peut être corrélé au maintiende l'adaptation, lorsque 

l'attractant est enlevé on observe une déméthylation, on retrouve 

alors le niveau de base. Cette déméthylation est effective au bout 

de quelques secondes. Au contraire les "reppel1ents"provoquent une 

diminution du niveau de base de la méthylation des M.C.P. Trois 

classes de M.C.P. ont été définis : 

- M.C.P.1 : récpeteurs membranaires spécifiques de la sirine 

- M.C.P.11 : récepteurs membranaires spécifiques de l'asparta- 

te (51, 123) 

- M.C.P.111. : nécessaire à la chimiotaxie envers le ribose et le 

galactose ( 5 0 ,  64, 117). 

Un autre groupe de M.C.P. a été récemment défini chez E. coli. 

Il s'agit des M.C.P. IV, cependant leur rôle dans la chimiotaxie 

n'est pas clair (21, 124). 

On conclut donc que la méthylation des M.C.P. est préférentielle. 

Elle est aussi séquentielle. En effet, les M.C.P. peuvent fixer 

jusqu'à quatre radicaux méthylés par molécule. Le rôle de cette 

polyméthylation, est encore incompris (peut-être un rôle de régula- 

tion de la méthylation au niveau de l'adaptation). 



Enfin, notons que les enzymes responsables de la méthyla- 

tion e t  de la déméthylation sont des protéines cytoplasmiques : 

la méthyltransférase et la méthylestérase. Une autre molécule 

cytoplasmique de PM inférieur à ceux des précédentes pourrait être 

l'accepteur des radicaux méthylés lors de la déméthylation des 

M.C.P., mais aucuze démonstration n'étaie actuellement cette 

hypothèse (113, 116). 

2 . 3 .  - Transduction sensor ie l  l e  

Après une première étape de reconnaissance de l'effecteur 

par le chimiorécepteur, il est légitime de se demander quelle est 

la nature du mécanisme qui transmet cette information au flagelle. 

Aussi plusieurs hypothgses ont été émises, 

2.3 .1 .  - Variation d u  potent ie l  rnernbranaire : 

Le transfert de l'information peut être du à un signal trans- 

membranaire de type électrique, accompagné de mouvement d'ions 

spécifiquement impliqué; dans la réponse comportementale. En effet, 

ADLER (5) a montré que chez E. coli des stimulus chimiotactiques 

provoquaient des modifications du potentiel membranaire (53). 

ORDAL (86), implique l'intervention de cations bivalents ; 
++ 

en particulier l'ion Ca dans le contrôle du comportement chimiotac- 

tique chez B. subtilis. 

SNYDER et al. (110) ont montré, à l'encontre de ces résultats, 

que les modifications du potentiel de membrane observées chez E. coli 

n'étaient pas directement liées à la chimiotaxie. En effetp d'une 

part des mutants du chimiotactisme présentent les mêmes variations 

de potentiel membranaire que la souche sauvage, d'autre part tous 

Les effecteurs chimiotactiques n'entrainent pas ces modifications, 

enfin l'addition de tampon à la place de l'effecteur provoque 

les mêmes effets que ce dernier. Ils ont aussi montré que chez S. t y p -  
++ 

phimurium l'ion Ca n'intervenait pas dans la transduction 

sensorielle. 



2 . 3 . 2 .  - I n t e r a c t i o n s  d e  type p r o t e i n e - p r o t é i n e .  

Le signal sensoriel peut être transmis par contact entre 

protéines : la fixation du ligand induisant un changement confor- 

mationnel du chimiorécepteur, cette modification est transmise 

de proche en proche jusqu'au moteur flagellaire.En effet, certains 

mutants trg ne sont pas chimiotactiques pour le ribose et le 

galactose bien que les chimiorécepteurs de ces sucres ("Ribose" 

et "Galactose Binding Protéins" : R.B.P. et G.B.P.) soient présents 

et fonctionnels (50). Des expériences de compétition suggèrent 

qu'il y a interaction se faisant sur les mêmes sites (117) . 

De plus, la méthyltransférase et la méthylestérase interagissent 

nécessairement avec les protéines M.C.P., au moins pendant les 

réactions de méthylation et de déméthylation. Ces interactions ont 

lieu du côté "interne" de la membrane cytoplasmique. D'autre part, 

KOIWAI et HAYASHI ( 6 2 )  ont montré qu'il ya interaction entre la 

M.B.P. e t  la protéine - tar, cette interaction n'ayant lieu qu'en 

présence de maltose. Les protéines M.C.P. sont donc capables 

d'interagir avec des protéines périplasmiques et avec des éléments 

cytoplasmiques. 

2 . 3 . 3 .  - In t e rven t ion  de molécules d i f f u s i b l e s  

Une molécule diffusible peut être le support de l'information. 

En effet, le corps bactérien est suffisamment petit pour qu'une 
- 2  petite molécule diffuse en environ 10 seconde d'une extrémité à 

l'autre de la bactérie (LEE et FITZSINONScit6 par SNYDER et al. 

(110) .  

2 . 3 . 4 .  - I n t e r a c t i o n  de type complexe 
L'hypothèse enfin, de combinaison entre signal transmembranaire, 

interaction protéine-protéine et molécule diffusible ne doit pas 

être exclue. 

3 . 1 .  - Les techniques  de --- l a  reconnaissance dee?-souches--de 
Rhizobium 

L'un des volets de l'étude de la compétitivité est de pouvoir 

reconnaître les différentes souches de Rhizobium inoculées simul- 

tanément à une plante hôte. 



i Ainsi différentes techniques de reconnaissance des souches 

de Rhizobium ont été décrites dans la littérature. Les principales 

sont : 

- l'utilisation de marqueurs génétiques 

- le rypage phagique 
- les techniques sé~ologiques 

3.1 . l .  - L ' u t i l i s a t i o n  de m a r q u e u r s  g g n é t i q u e s  

C'est la méthode la plus utilisée dans les études de compétiti- 

vité (6, 23, 24, 25, 26, 54, 55, 92, 102). Elle présente cependant 

deux inconvénients : 

- le risque d'altération des propriétés symbiotiques des 
mutants par rapport au type sauvage ~arental (33, 103) 

- des changements au niveau des acides nucléiques sont sus- 
ceptibles de se produire chez Rhizobium au stade bactéroide 

(41). 

3.1.1.1. - Marquage par résistance à certains 

antibiotiques 

L'utilisation de souches bactériennes resistan~es à certains an- 

tibiotiques est la méthode la plus employée dans les travaux sur la 

compétitivité (72 ,  96, 100, 102, 103). L'avantage de cette technique 

est sa simplicité. Par contre, elle peut provoquer des modifica- 

tions des propriétes symbiotiques (71). 

SCHWINGHAMER (100, 101, 102) après son étude sur les relations 

entre la résistance à certains antibiotiques et la modification 

de l'efficience chez des mutants spontanés de R. leguminosarum et 

R. trifolii, conclut que certains.antibiotiques peuvent être utilisst, 

sans risque d'altération. 

Ainsi selon cet auteur, des mutants résistants à la streptomy- 

cine, à la spyramycine ou au chloramphénicol ne présentent jamais 
l 

de perte d'efficience, Elle se produit rarement chez les mutants 

résistants à la kanamycine, à la spectinomycine ou à la p o l y m y x i n e .  

En ce qui concerne l'infectivité sur l'hôte homologue, SCHWINGHAMER, 
1 

constate que celle ci est maintenue chez tous les mutants résistants 

à des antibiotiques. 



3.1.1 .2 .  - U t i l i s a t i o n ,  de m u t a n t s  auxotrophes 

 u utilisation de mutants auxotropher peut être envisageable 
mais, dans certains cas, on peut avoir une perte de l'infectivité 

ou de l'efficience des souches. 

PAIN ( 8 7 )  observe que tous les mutants exigeants en adénine 

ne sont pas infectieux, mais que les propriétés symbiotiques des 

autres mutants ne semblent pas altérées. En particulier, le phéno- 

type symbiotique des souches exigeantes en uracile ou en leucine 

ne parait pas modifié. Par contre SCHERRER et DENARIE ( 9 9 )  observent 

que les mutants de R. meliloti sélectionnés pour leur exigeance en 

adénine ou en uracile, sont inefficients. De même, D E N A R I E  et Col1 

( 3 7 )  signalent que 1 1  mutants de R. meliloti exigeants en leucine 

ont perdu leur efficience. La perte de l'efficience observée chez 

certains mutants auxotrophes suggère selon SCHWINGHAMER ( 1 0 1 )  une 

liaison étroite .entre les sites impliqués dans l'exigence en purine 

et ceux intervenant dans la nodulation. 

3 . 1 . 2 .  - Le typage phagique 

La sensibilité de certaines souches à certains bactériophages 

peut aider à reconnaître entre elles des souches de Rhizobium en 

compétition ( 1 1 5 ) .  

Si ce procédé présente l'avantage de pouvoir utiliser des 

souches sauvages, il ne peut constituer, selon certains auteurs, 

qu'un test complémentaire en cas de doute ( 3 2 ) .  

Actuellement, les études visant à différencier des souches 

particulières à l'intérieur des espèces de Rhizobium font défaut. 

Par conséquent cette méthode est rarement utilisée. 

3 . 1 . 3 .  - Les méthodes  séro logiques  
Les techniques sérologiques sont très utilisées pour la recon- . 

naissance des souches de Rhizobium en compétition (23, 24, 26, 30, 

39, 42, 9 7 ,  109 ,  120,  1 2 1 ) .  



Elles sont applicables aussi, aux souches sauvages, mais 

elles nécessitent la production d r i m s e r u m  spécifique. 

3.2. - Les méthodes  -t l es  p a r a m è t r e s  d 1 6 v a 1 u a t i o n  d e  l a  

c o m p é t i t i v i t é  

Généralement le travail sur la compétitivité consiste à 

déterminer : 

- le nombre de nodules apparus. 
- la proportion de souches isolées des nodules. 
- la quantité de cellules présentes à la surface racinaire 

par rapport à celle présente dans l'inoculum ou dans le sol. 

- l'influence des différents facteurs sur le succès de la 

nodulation. 

Les différents auteurs qui se sont déjà penchés sur ce problème 

de compétitivité entre souches de Rhizobium, ont surtout recherché 

les propriétés susceptibles d'expliquer le succès compétitif de la 

nodulation. En effet, l'inoculation avec une souche d'efficience 

supérieure ne permettra à la plante de fixer plus d'azote atmos- 

phérique que dans la mesure ou cette souche seraitcapable de "sup- 

planter" les souches indigènes. Cette capacité dépend à la fois de 

l'indice de compétitivité et du nombre de bactéries apportées ou 

présentes dans le sol. 

Ces travaux conduisent à la détermination du pourcentage de 

nodules attribuable à chacune des souches étudiées (48). 

Les études comparatives menées seulement sur quelques espèces 

ont montré qu'il existait, pour deux souches mises en présence 
1 

dans un même inoculum, une relation du type y = a x ou y représente 
l 

- 
le nombre de nodules formés par une souche donnée et 5, le nombre 

l de Rhizobium de cette souche dans l'inoculum. La valeur du coeffi- 

cient - a permet d'estimer la compétitivité d'une souche par rapport 
l à l'autre ou par rapport, à une autre souche de compétitivité connue, 

ceci dans un sol et dans des conditions données. 

1 I 
Cette relation permet aussi de prévoir, à partir d'expériences 

simples réalisées en serre, le nombre de bactéries nécessaires l 
l 



p o u r  q u ' u n e  p r o p o r t i o n  donnée  d e  n o d u l e s  s o i t  f o rmée  p a r  l a  

s o u c h e  i n o c u l é e ,  l o r s q u e  l a  p l a n t e  s e r a  semée d a n s  un s o l  con- 

t e n a n t  d é j à  d e s  Rhizobium i n d i g è n e s .  

C e r t a i n s  a u t e u r s  comme PINTO, YAO, VINCENT ( 9 2 1 ,  e x p r i m e n t  

c e t t e  r e l a t i o n  d i f f é r e m m e n t  : 

l o g  C + b  l o g  
n2  r2 

rl e t  r 2  r é p r é s e n t e n t  l e  nombre de  c e l l u l e s  p r é s e n t e s  d a n s  l ' i n o -  

culum p o u r  c h a q u e  souche .  

n ?  e r  n2  : l e  nombre de  nodules formés par c h a q u e  s o u c h e .  

Dans c e t t e  é q u a t i o n ,  C exp r ime  l e  s u c c è s  r e l a t i f  d e  l a  nodu- 

L a t i o n  quand l e s  s o u c h e s  s o n t  é g a l e m e n t  r e p r é s e n t é e s  à l a  s u r f a c e  

d e s  r a c i n e s  ; c ' e s t  l ' i n d i c e  d e  c o m p é t i t i v i t é . 1 1  e s t  a u s s i  i m p o r t a n t  

d e  s i g n a l e r  que  l a  r e l a t i o n  y  a  x ,  c o r r e s p o n d  b i e n  à l a  f o r m u l e  

d ' a d s o r p t i o n  d e  FREUNDLICH. En e f f e t ,  l e  nombre d e  n o d u l e s  formés 

p a r  u n e  souche  donnée  v a r i e  en f o n c t i o n  du nombre de  b a c t é r i e s  

dans  l e  m i l i e u ,  d e  l a  même m a n i è r e  que v a r i e  une  q u a n t i t é  d e  s u b -  

t a n c e  a d s o r b é e  en  f o n c t i o n  d e  s a  c o n c e n t r a t i o n  d a n s  l a  s o l u t i o n  ; 

c e l a  p e u t  l a i s s e r  s u p p o s e r  que  l e s  différences de  c o m p é t i t i v i t é  n e  

r é s u l t e n t  que d ' u n e  " a d s o r p t i o n  s é l e c t i v e "  d e  s o u c h e s  d e  Rhizobium 

s u r  l e s  r a c i n e s .  C e t t e  h y p o t h è s e  e s t  en  a c c o r d  a v e c  l e s  d i f f é r e n c e s  

d ' a d s o r p t i o n  o b s e r v é e s  s u r  d e s  r a c i n e s  de  l u z e r n e  a v e c  d e s  

s o u c h e s  d e  R .  m e l i l o t i  d e  c o m p é t i t i v i t é  d i f f é r e n t e .  

LAGACHERIE e t  C o l l  (67) a p p r é c i e n t  l a  c o m p é t i t i v i t é  en  compa- 

r a n t  l e s  e f f i c i e n c e s  d e s  s o u c h e s  é t u d i é e s  p a r  r a p p o r t  à u n e  souche  

i n e f f  i c i e n t e .  

I l s  d é f i n i s s e n t  a u s s i  un  c o e f f i c i e n t  C de  c o m p é t i t i v i t é  pour  

L ' i n f e c t i o n  ( d i f f é r e n t  de  c e l u i  d é f i n i  p a r  P I N T O  e t  C o l l ) .  

MS e f f  

Ms : i n d i q u e  l a  m a t i è r e  s è c h e  d e s  p a r t i e s  a é r i e n n e s  d e s  p l a n t e s  
+ 

e f f  : souche  e f f i c i e n t e  

e f f -  : s o u c h e  i n e f  f  i c i e n t e  



18 

C e  c o e f f i c i e n t  e s t  e n s u i t e  c o m p a r é  au  p o u v o i r  c o m p é t i t i f  d e s  
1 

I d i f f é r e n t e s  s o u c h e s  e n  c o m p é t i t i o n  : l e  p o u v o i r  c o m p é t i t i f  d ' u n e  

s o u c h e  é t a n t  l e  nombre  d e  n o d u l e s  q u ' e l l e  f o r m e  e n  p r é s e n c e  d e  
l 
1 s o u c h e s  d e  m ê m e  s p é c i f i c i t é .  
1 

En o u t r e ,  s ' i l  y a  p r o p o r t i o n a l i t é  e n t r e  l e  nombre d e  n o d u l e s  
1 

f o r m é s  e t  l e  l o g a r i t h m e  d é c i m a l  d u  nombre  d e  b a c t é r i e s  a p p o r t é e s  

d a n s  l ' i n o c u l u m ,  i l  e s t  p o s s i b l e  d e  c o m p a r e r  l ' a p t i t u d e  d ' u n e  

s o u c h e  à f o r m e r  d e s  n o d u l e s  en  p r é s e n c e  d e  s o u c h e s  i n d i g è n e s  d e  
l 

même s p é c i f i c i t é .  
1 
l R a p p e l o n s  a u s s i  que  l a  s u p é r i o t . i t é  c o m p é t i t i v e  d ' u n e  s o u c h e  

I p a r  r a p p o r t  à u n e  a u t r e ,  n e  p e u t  ê t r e  d é f i n i e  s i m p l e m e n t  p a r  l a  
v i t e s s e  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  n o d u l e s ,  n i  p a r  l e  nombre  d e  n o d u l e s  

1 

p r o d u i t s  quand e l l e  e s t  t e s t é e  s é p a r é m e n t .  

On p e u t  a u s s i  met t re  e n  é v i d e n c e  un " e f f e t  sol" i m p o r t a n t  s u r  
I l a  c o m p é t i t i v i t é ,  e n  c o m p a r a n t  l e s  c o u r b e s  d o n n é e s  p a r  d i f f é r e n t e s  

s o u c h e s  i n o c u l é e s  d a n s  d e s  s o l s  d i f f é r e n t s  c o n t e n a n t  d e s  nombres  

v o i s i n s  d e  R h i z o b i u m .  

E n f i n ,  i l  n e  f a u t  p a s  p e r d r e  d e  v u e ,  l ' i m p o r t a n c e  du g é n o t y p e  

de  l a  p l a n t e  h ô t e  s u r  l a  s é l e c t i o n  d e s  s o u c h e s  d e  ~ h i z o b i u m  a v e c  

l e s q u e l l e s  e l l e  v a  e n t r e r  e n  s y m b i o s e .  



B U T  D U  T R A V A I L  



Notre  travail  vise à étudier l ' influence de la mobilité et du chimiotactisme sur 

la  compét i t iv i té  en t re  souches bactériennes du genre  Rhizobium. 

Dans une première  étape,  nous avons cherché à isoler différents mutants 

a f fec tés  sur leur c a r a c t è r e  d e  mobilité et de  chimiotactisme à partir  d e  la souche de  

R. meliioti V e  26. 

Des inoculations mixtes  dans di f férentes  conditions ont été ensuite réalisées à 

partir  des  différents mutan t s  isolés. C e t t e  é t u d e  nous pe rmet t ra  de  bien apprécier le 

rôle de  l a  mobilité et du chimiotactisme dans les phénomènes de  compéti t ion entre  

souches bactériennes du genre  Rhizobium. 

Not re  travail consiste aussi à vérifier s'il n'y a pas d e  pe r te  de  propriétés 

symbiotiques (nodulation et eff ic ience)  lorsque les souches d e  RI meliloti  é tudiées  sont 

devenues résistantes à des  antibiotiques. 



M A T E R I E L  ET M E T H O D E S  



Nous a v o n s  u t i l i s é  La s o u c h e  d e  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  Ve 26  

i s o l é e  p a r  OBATON ( I . N . R . A .  c e n t r e  d e  M o n t p e l l i e r ) .  

D i f f é r e n t s  m u t a n t s  o n t  é t é  i s o l é s  p a r  n o u s  à p a r t i r  d e  l a  

l 
souche ve  26. On a a u s s i  u t i l i s é  f a .  s o u c h e  d e  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  

2011  de' l a  c o l l e c t i o n  d u  l a b o r a t o i r e .  

1 . 2 .  - Conservation 
L e s  s o u c h e s  d e  R h i z o b i u m  m e l i l o t i  s o n t  c o n s e r v é e s  e n  m i l i e u  RC 

g l u c o s é  à 1 Z e n  p r é s e n c e  d e  g l y c é r o l  à 20 % e t  à -20°C .  

1 . 3 .  - Cul tu re  des souches bac t é r i ennes  
A p a r t i r  d e s  s o u c h e s  glycdrol6eç e t  c o n g e l é e s ,  o n  r é a l i s e  s o i t  

, d e s  i s o l e m e n t s  s u r  m i l i e u  R C G ,  s o i t  d e s  p r é c u l t u r e s  e n  t u b e s  s t é r i -  

l e s  e n  p r é s e n c e  d e  m i l i e u  R C  l i q u i d e  g l u c o s é  à 1 %. L ' i n c u b a t i o n  s e  

f a i t  à 30°C s o u s  a g i t a t i o n ,  s o i t  s u r  t a b l e  à a g i t a t i o n  l i n é a i r e  

B i o l a f i t t e  ( 5 0  s a c c a d e s  p a r  m i n ) ,  s o i t  s u r  a g i t a t e u r  r o t a t i f  

B i o l a f i t t e  (85  r o t a t i o n s  p a r  m i n ) .  

2,  - MATERI EL VÉGÉTAL 
Ce t r a v a i l  a  é t é  r é a l i s é  s u r  l a  1 u z e r n e : M e d i c a g o  s a t i v a  

v a r i é t é  "Magal i ' ! .  

3 ,  - MILIEUX DE CULTURES. 
3.1. - Milieux complets  

3 . 1 . 1 .  - Milieux RC (Rhizobium complexe).  

E x t r a i t  d e  l e v u r e  ( D i f c o )  ................... 1 g  

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



2 1 

La pH est ajusté entre 7 et 7 , 5 ,  le milieu est sthrilisé p a r .  

autoclavage 20 min à 120°C. 

Le milieu RC est utilisé pour les précultures et les conserva- 

tions des souches bactériennes. Additionné de 15 g d'agar par litre 

de milieu, il sert à l'isolement, aux rumérationç, à la sélection, 

ainsi qu'à la germination de graines de luzerne. 

Gélosé à 3 g d'agar par litre de milieu (milieu semi-solide), 

nous l'avons utilisé pour1 nos expériences sur la mobilité. 

l La source de carbone (glucose ou fructose) est additionnée 

avant utilisation à la concentration finale de 1 % sous forme d'une 

solution stérilisée à 105°C pendant 30 min. 

3.1.2. - M i l i e u  comple t  Tryptone-Yeat  : TY 

.......................... Bacto tryptone (Difco) 5 g 

Extrait de levure .......................... 3 g 

CaC12, 2H20 .......................... 0,88 g 

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

Le CaC12 est stérilisé séparément sous forme d'une solution 

à 8,8 g pour 100 ml d'eau distillée. 

Le pH est ajusté entre 7,2 et 7,5 et la stérilisation effec- 

tuée à 120°C pendant 20 min. 

Ce milieu riche sert aux précultures des souches de R. meliloti, 

Il permet aussi la conservation des souches bactériennes à +4"C 

pendant 3 semaines. 

A l'état semi-solide ( 3  g/l d'agar Difco), il est employé 

pour des études de mobilité. On l'a aussi utilisé sous sa forme 

diluée (au 1/100), qui donne le maximum de mobilité. 

3.2. - M i l i e u x  s y n t h é t i q u e s  

3 . 2 . 1 .  - M i l i e u  R. 

eau distillée q.s.p. .................... 1 1  



Le pH du milieu est ajusté à 7,2. 

La stérilisation s'effactue à 120°C pendant 20 min. 

IL est complémenté de 0,01 pg/ml de vitamine H (ou biotine), 

de 0,5 uglml de vitamine BI (ou thiamine) et de 1 X de glucose 

pour constituer le milieu RHBl glc. 

SOUS sa forme semi-solide, nous l'avons utilisé pour des tests 

de chimiotactisme et de mobilité. On l'a aussi employé pour effec- 

tuer les dilutions pour des numérations. 

3 . 2 . 2 .  - Milieu de Nicol e t  T h o r n t o n  ( N T )  

Fe Cl3 ................................ 0 3 0 1  i3 soit Imb 
d'une solution mère 
à logIl 

H O distillée q.s.p. ....................... 1 1 2 

Le pH du milieu est ajusté à 6,8-6,9. La stérilisation 

s'effectue à 105OC pendant 3 0  min. 

Ce milieu est utilisé pour les cultures in vitro des plantules 

de luzerne. 

3 . 2 . 3 .  - Gélose b l a n c h e  

Elle renferme 7,5 g de Bacto Agar (Difco) par litre d'eau 

distillée, elle est répartie à raison de 4 ml par tube. La stérili- 

sation s'effectue à 120°C pendant 20 min. Elle est utilisée pour 

les numérations-et les sélections de mutants résistants à certains 

antibiotiques par la méthode dite en double couche. 



3.3. - S o l u t i o n s  tampons 

3 . 3 . 1 ,  - Tampon de non p r o l i f é r a t i o n  ( T N P) 

K2HP04 ................................ 1 g 

M g S 0 4 ,  7H20 ............................ 0,2 g 

n20 distillée q.s.p. .................... 1 1  

Le pH final est ajusté à 7,2. Le T.N.P. est autoclavé à 120°C 

pendant 20 min. 

1 

Ce milieu dépourvu de toutes trace de carbone et d'azote, est 

utilisé pour les lavages, suspensions et dilutions des suspensions 

bactériennes. 
l 

3 . 3 .2 .  - Tampon C.W. ("Chem. Wash") 

Tampon phosphate 1 0 ~ ~  M (pH71 additionné dlE.D. T.A. (Acide 
-4 éthylène-diamine tétrazc4tir;ue ) à 10 M .  

Sous sa forme semi-solide, nous l'avons utilisé pour des 

tests de mobilité. 

3 . 3 . 3 .  - Tampon de mutagenese 

.......... Tris ( h y d r o ~ y m é t h ~ l a m i n o é t h a n e )  9 ml d'une solution 
molaire 

Acide maléique ........................ 5 ml d'une soluti~n 
molaire 

Le pH estajsuté à 6 , 6 .  La stérilisation s'effectue par fil- 

tration sur filtre Sartorius 0,22 ym. 

La N.T.G. (N-méthyl N-nitro N-nitrosoguanidine) est dissoute 

dans ce tampon. Il sert aussi pour laver la suspension bactérienne 

avant et après action de la N.T.G. 

l 

1 4, - INFECTIVITÉ ET EFFICIENCE 
En présence de souches de Rhizobium, les plantes appartenant 

à la famille des légumineuses manifestent une réaction de nodulation. : 

on parle alors d'état d'infectivité (nodf) impliquant une réaction 

de fixation de l'azote atmosphérique : on parle alors d'état d'effi- 
-b + 

cience (f ix ou eff ) .  



4 . 1 .  - Opérations pré1 iminaires  : techniques de c u l  t u res  
i n  v i t r o  des p lantes  de luzerne 

4 .1  . l .  - S t é r i l i s a t i o n  des gra ines  
Dans  u n e  b o i t e  d e  P é t r i ,  u n e  c e n t a i n e  de  gra ines ,  p r é a l a b l e m e n t  

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

20  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  c h l o r u r e  m e r c u r i q u e  (HgC12) à 2 , 5  Z0 e t  u n e  

ou  d e u x  g o u t t e s  d e  d é t e r g e n t  ( T e e p o o l ) .  On l a i s s e  5 min. s o u s  

a g i t a t i o n  m a n u e l l e ,  p u i s  o n  é l i m i n e  c e t t e  s o l u t i o n  a u  moyen d ' u n e  

p i p e t t e  P a s t e u r  b r a n c h é e  s u r  u n e  pompe à v i d e  e t  p a s s é e  à l a  f l a m m e .  

L e s  g r a i n e s  s u b i s s e n t  e n s u i t e  u n e  d i z a i n e  d e  l a v a g e s  s u c c e s s i f s  

à l ' e a u  b i - d i s t i l l é e  s t é r i l e ,  p o u r  é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  d e  l ' a g e n t  

d é s i n f e c t a n t .  

4 . 1 . 2 .  - Germination des graines 
S u r  m i l i e u  RC g l u c o s é  à 1 % g é l o s é  à 1 5  g l l  on  d é p o s e  a s e p t i q u e -  

n e n t  l e s  g r a i n e s  a y a n t  d é j à  s u b i t  l e  t r a i t e m e n t  d e  s t é r i l i s a t i o n ,  

à r a i s o n  d e  2 0  g r a i n e s  e n v i r o n  p a r  b o i t e  d e  P é t r i .  C e t t e  é t a p e  n o u s  

p e r m e t  a u s s i  d e  c o n t r ô l e r  l a  s t é r i l i t é  d e s  g r a i n e s .  

La  g e r m i n a t i o n  d e s  g r a i n e s  s e  d é r o u l e  e n  c h a m b r e  c h a u d e  à 3 0 ° C  

e t  à l ' o b s c u r i t é  p e n d a n t  2  à 3 j o u r s .  

4.1 .3 .  - c u l t u r e  asept ique de l a  luzerne 
A l ' a i d e  d ' u n e  o s e ,  o n  p r é l è v e  s t é r i l e m e n t  l e s  g r a i n e s  a y a n t  

g e r m é  s u r  l e  m i l i e u  RCG a v e c  d e s  r a c i n e s  p l u s  ou  m o i n s  r e c t i l i g n e s  

d e  1 à 2  cm d e  l o n g u e u r ,  t o u t  e n  v é r i f i a n t  q u e  l e s  s e m i s  s o n t  e x e m p t s  

d e  t o u t e  c o n t a m i n a t i o n . .  

4 . 1 . 3 . 1 .  - En m i l i e u  l i q u i d e  

L e s  g r a i n e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  d a n s  d e s  t u b e s  ( 2 0  x 2 0 0  mm o u  

4 0  x 200  mm) c o n t e n a n t  du  m i l i e u  d e  N i c o l  e t  T h o r n t o n  ( 1 5  ou 5 0  m l ) .  

L e s  g r a i n e s  s o n t  p l a c é e s  s u r  un s u p p o r t  e n  p a p i e r  watman n o  3 p l i é  

à l ' e x t r é m i t é  s u p é r i e u r e ,  d e  f a ç o n  à é v i t e r  l e u r  a s p h y x i e .  



Fi?. schéma de l a  rniniserrc ex?erirnentzle d' apres 

OCEII:T e t  c o i l ( ~ 4 )  

O .~.lveole dlintrochic.tion de 1s. suspension Dacterienuie , 
s e r v m t  49zienent à 1 ' arrosac7e. 

>?tes c o n t e n a t  le milieu @ :..lveole de cu l3 i re  des pl ,  

so l ide(per1i  t e )  

O :ouvercl e amovi b l  5 



4 . 1 . 3 . 2 .  - En milieu solide 
Dans le but de nous approcher des conditions naturelles et 

pour mieux étudier l'influence de la mobilité et du chimiotactisme 

dans la compétitivité une "mini-serre" a été élaborée dans notre I 
laboratoire par LAYACHI (70) et OCHIN ( 8 4 1 ,  

4.1.3.2.1. - description de la "mini-serre" 
La "mini-serre" en plexiglass , comprend 7 compartiments sub- 

divisés chacun en deux alvéoles. L'une, la plus petite, reçoit les 

inocula , l'autre la plus grande, contient le substrat : la perlite, 

sur laquelle sont déposées les graines de luzerne germées sur le mi- 

lieu R.C.G. 

Les deux alvéoles d'un même compartiment, communiquent entre- 

elles à l'aide d'un petit orifice qui permet la circulation du 

milieu et des bactéries (voir schéma de la figure n o  3). 

4.1.3.2.2. - Stérilisation de la "mini-serre" 
La "mini-serre" est d'abord lavée dans un bain de Mucapur 

à 1 % porté à 70°C. Ensuite deux à trois lavages successifs à l'eau 

distillée sont effectués. Après séchage, une exposition de la cuve 

aux rayons U.V. émis par une lampe de 1 5  W correspondant à 
-2 - 1  

1 5  J m s constitue la dernière étape de la stérilisation de la 
Il mini-serre". 

4.1.3.2.3. .- Stérilisation du support solide : l a  perlite 

Elle est d'abord lavée à l'eau distillée puis, stérilisée à 

l'autoclave à 130°C pendant 30 min. deux fois. 

Après quoi elle est mise dans les grandes alvéoles des diffé- 

rents compartiments constituant la "mini-serre" ,et imbibée de 

milieu de N.T., 24 heures avant l'utilisation. 

Que ce soit en milieu liquide ou en milieu solide, les plantules 

sont ensuite cultivées en condition de serre : 1 6  heures d'éclai- 

rement, 8 heures d'obscurité, 80 % d'humidité et à la température 

de 26°C. 



l 4.1 - 4 .  - I n o c u l a t i o n  des souches à étudier 

Dès l'apparition des racines secondaires (environ 8 jours apr6r 

la germination des graines), les suspensions bactériennes préala- 

blement centrifugéeset lavées dans du T.N.P.,sont ajoutéesaux 

concentrations choisies. 

4 . 2 .  - Test d'infectivité 
Comme on l'a déjà défini antérieurement, l'infectivité d'une 

souche de ~hizobium consritue sa capacité à provoquer la nodulation 

chez certaines légumineuses. 

I 4.3. - T e s t  d'efficience 

On parle d'état d'efficience si après symbiose Rhizobium - 
I Légumineuses, il y a fixation de l'azote atmosphérique. 

DILWORTH, SCHOLLHORN et Coll. (40) ont montré, pour la première 
l fois, que l'acétylène était réduit en éthylène par le système 

de la nitrogénase chez Clostridium pasteurianum suivant la réaction 

suivante : 

La réaction de fixation de l'azote atmosphérique est : 

N2 + 6 ~ + + 6 e -  2 NH3 

La fixation d'une molécule d'azote est donc réalisée de la 

même façon que la formation de 3 molécules d'éthylène à partir de 
1 

l l'acétylène . 

En se basant sur cette analogie, on peut employer la méthode 
1 
i de réduction de l'acétylène pour mesurer l'activité nitrogénasique. 

l 

1 4.3.1. - Technique d e  d o s a g e  

1 45 à 60 jours après inoculation, on transfère les plantules 

dans un flacon de 150 ml fermé hermétiquement par un opercule 

perforable en caoutchouc. On prélève, à l'aide d'une seringue, 

17 ml d'air d'un flacon que l'on remplace par 15 ml d'acétylène 

(qui sera éventuellement réduit par la nitrogenèse) et 2 ml de 



1 propane dilué 100 fois par l'air (témoin interne Pour le dosage). 

Le flacon est ensuite homogénéisé par agitation manuelle, on 

prdlève alors 0,s ml que l'on injecte dans le chromatographe en 

phase gazeuse ; ce prélèvement donne la quantité d'éthylène formée 

au temps t = o. 

1 On maintient le flacon à l'étuve à 32"C, pendant 7 heures 

I d'incubation, on fait une autre mesure. 

4 . 3 . 2 .  - Calcul  de  l a  q u a n t i t é  d ' é t h y l è n e  p r o d u i t e  

La formule utilisée est la suivante : 

Q =  C. K. Hl - 
H2 

tels que : Q : nombre de moles de C2H4 produites 

C : nombre de moles de C H injectées ( 1,27 umoles) 3 8 
K : coefficient de proportionalité établi à partir d'un 

mélange en proportions égales (V/V de C H dans 
3 8 

l'air). 

K = hauteur du pic C H 3 8 = 1 , 5  hauteur du pic C H 2 4 

Hl: hauteur du pic de C H 
2 4 

H2: hauteur du pic de C3H8 
finalement Q = Q, - Qo 

ou : Qo : nombre de moles de C H produites au temps 2 4 

Q, : nombre de moles de C2H4 produites au temps 

t Z 7 h  

4 .3 .3 .  - C o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  

On utilise un chromatographe Intermast I . O . G .  112 F.L. selon 

les conditions suivantes 

- Gaz vecteur 
- température du four 
- température d'injection 
- température de détection 



- D é t e c t e u r  3 i o n i s a t i o n  d e  f l a m m e  

- La c o l o n n e  e n  a c i e r  i n o x y d a b l e ,  d e  2 tn d e  l o n g u e u r  

e t  0 , 3 1  cm d e  d i a m è t r e ,  e s t  r e m p l i e  d e  s p h é r o s i l  X O B O  75 .  

5 - II~THoDE D'ISOLEMENT DES SOUCHES A PARTIR DE NODULES 

A p r è s  a p p a r i t i o n  e t  d é v e l o p p e m e n t  d e s  n o d u l e s ,  l e s  p l a n t u l e s  

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

d e s  n o d u l e s .  L e s  n o d u l e s  p r é l e v é a  s o n t  e n s u i t e  s t é r i l i s é s .  

5.1. - Stérilisation superficielle des nodules 

On u t i l i s e  u n e  s o l u t i o n  d e  b i c h l o r u r e  d e  m e r c u r e  à l a  c o n c e n -  

t r a t i o n  d e  l % o .  L e  t e m p s  d e  c o n t a c t  a v e c  l e s  n o d u l e s  é t a n t  d e  

3 m i n .  A p r è s  q u o i ,  o n  r i n c e  abondamment  l e s  n o d u l e s  a v e c  d e  l ' e a u  

b i - d i s t i l l é e  s t é r i l e .  

5.2. - Contrôle de l'asepsie superficielle des nodules 

L e s  n o d u l e s  a y a n t  s u b i t  l e  t r a i t e m e n t  d e  d é s i n f e c t i o n ,  s o n t  I 

d é p o s é s  s u r  m i l i e u  R.C.G. g l u c o s é  à 1 %, p r é a l a b l e m e n t  f o n d u  e t  I 

c o u l é  e n  b o i t e  d e  P é t r i ,  à r a i s o n  d e  10  n o d u l e s  p a r  b o i t e .  , 

L e s  b o i t e s  s o n t  e n s u i t e  m i s e s  e n  i n c u b a t i o n  e n  c h a m b r e  c h a u d e  

à 30°C.  S i  a p r è s  3 à 4 j o u r s ,  i l  n ' y  a  p a s  d e  d é v e l o p p e m e n t  d e  c u l t u r e  

b a c t é r i e n n e  a u t o u r  d e s  n o d u l e s ,  a y a n t  s u b i  l e  t r a i t e m e n t  d e  d é s i n -  

f e c t i o n ,  l e s  n o d u l e s  s o n t  a l o r s  c o n s i d é r é s  comme é t a n t  s t é r i l e s .  

5.3. - Isolement des souches il partir des nodules 

L e  n o d u l e  s t é r i l i s é  e s t  i n t r o d u i t  d a n s  un  t u b e  c o n t e n a n t  2 m l  

d ' u n e  s o l u t i o n  s t é r i l e  d e  s a c c h a r o s e  à 2 0  % p o u r  é v i t e r  l a  l y s e  

d e s  c e l l l u l e s .  On é c r a s e  l e  n o d u l e  à l ' a i d e  d e  l ' e x t r é m i t é  d ' u n e  t i g e  

e n  v e r r e  s t é r i l e .  

La s u s p e n s i o n  a i n s i  o b t e n u e  e s t  h o m o g é n i s é e  p a r  a g i t a t i o n .  

On p r o c è d e  a l o r s  à u n e  s é r i e  d e  d i l u t i o n s .  P o u r  d é t e r m i n e r  l e  

nombre  d e  c e l l u l e s  d e  c h a q u e  s o u c h e  p r é s e n t e  d a n s  l e  n o d u l e ,  0 , l  m l  

d e  c h a q u e  d i l u t i o n  e s t  é t a l é  s u r  m i l i e u  s o l i d e  (R.C.G.) a d d i t i o n n é  d e s  



antibiotiques servant pour le marquaRe des souches (Identification). 

6, - METHODE D' ISOLEMENT DES MUTANTS DE CHIMIOTACTISME ET DE 
MOBILITE, 
Dans la littérature, différentes techniques sont décrites 

pour l'obtention de mutants. 

Les rayons ultra-violets, l'acide nitrique, l'E.M.S. (éthyl- 

methane sulfonate ) et la N.T.G. (N-méthyl N'-nitro-N-nitrosoguanidine) 

peuvent être utilisés. 

Différents auteurs notamment MEGIAS (80) s'accordent à dire 

que la N.T.G. est le meilleur agent mutagène. Aussi l'a t'on 

utilisée pour des essais d'obtention de mutants affectés sur leur 

caractère de mobilité et de chimiotactisme. 

6 . 1 .  - C o n d i t i o n s  de mutagenèse pa r  l a  N . T . G .  

On a adopté les mêmes conditions expérimentales que MEGIAS 

(80) pour l'obtention de mutants chez R. trif olii. 

La N.T.G. a été utilisée à la concentration de 500 p g  par 

litre. Elle a été dissoute dans le tampon tris maléate pH 6 , 6 .  La 

suspension bactérienne subissant l'action de l'agent mutagène, a 

été collectée à la fin de la phase logarithmique, à la concentration 
8 de 10 cellules par ml. 

Le temps d'action de la N.T.G. est de 30 min 

6 . 2 .  - T r a i t e m e n t  p a r  l a  N.T.G. 
Une culture bactérienne de la souche de R. meliloti Ve 26, en 

fin de phase exponentielle est centrifugée et lavée 2 fois dans le 

tampon tris-maléate pH 6 , 6 .  Elle est ensuite diluée dans le même 
8 

tampon (10 cellules/ml). 

L'agent mutagène est ensuite ajouté. L'incubation se fait en 

chambre chaude pendant 30 min. 



L'agent mutagène est ensuite éliminé par centrifugation à 

6000 g pendant 10 min. Les bactéries subissent ensuite une sarie de 

trois lavages dans le tampon de mutagenése pour éliminer toute 

trace de l'agent mutagène. 

6.3. - Technique d'enrichissement de la culture bacterienne 
Cn mutants 

Un culot de centrifugation de la population mutée est déposé 

au centre d'une boite de Pétri contenant du milieu TY gélosé 

à 0,3 % et dilué au 1/100. 

Au bout de 24 h d'incubation se développe une nappe 

bactérienne. Le diamètre de cette nappe dépend de la mobilité de la 

population : BOON ( 1 9 ) .  

De ce fait, d'une part COLLINS (31) sur S .  typhimurium et 

ARMSTRONG ( 9 )  sur E .  coli d'autre part, ont préconisé une méthode 

dite "négative swarn selection1' pour isoler des mutants de mobilité 

et de chimiotactisme. En effet, des prélèvements effectués du 

centre et de la périphérie de la nappe de migration permettent 

d'isoler des mutants affectés sur leur mobilité et leur chimio- 

tactisme. 

Ainsi, des prélèvements centraux, permettent d'isoler des - 
mutants mob- et che . L'opération étant répéter 5 à 6 fois sur 

milieu semi-solide (TY gélosé à 0,3 % et dilué au 1/100). 

Pour l'isolement de mutants hypermobiles, on utilise la même 

technique d'enrichissement sauf que les prélèvemets sont effectués 

à la périphérie des nappes de migration. 11 faut aussi remarquer que, 

l'étalement de la nappe bactérienne ne dépend pas de sa multiplicaticri~ 

mais de sa migration : LAYACHI (70). 

6.4. - Isolement des mutants 

Après l'étape d'enrichissement, on procède à une série d'étale- 

ments sur milieu solide (TY gélosé à 1,5 % )  de la suspension bacté- 

rienne ayant subi l'action de l'agent mutagène. 



On teste ensuite la mobilité et le chimiotactisme des clones 

apparus sur milieu RHB gélosé A 0,3 X .  Ce test est complété par 
1 

des observations en microscopie optique. 

1 En effet : - un mutant non mobile (mob-) donne une colonie 
ponctuelle sur milieu semi-solide et parait immobile 

I quand on fait une observation microscopique 
-. - un mutant ch8 donne soit, des colonies ponctuelles sur 

I milieu semi-solide, mais mobiles en microscopie 
1 

optic;ue . soit, des nzppes oacteriennes s a s  
l anneaux chimiotac tiques : ADLER ( 4 )  

+ - un mutant mob forme une nappe de migration plus 
1 

importante que la souche sauvage. 

7, TECHNIQUES DE SELECTION DE MUTANTS SPONTANÉS RESISTANTS AUX 
ANTIBIOTIQUES, 

7.1.  S o l u t i . o n s  d ' a n t i b i o t i q u e s  

Les antibiotiques utilisés dans ce présent travail, sont pré- 

parés et additionnés à des milieux dont la concentration finale en 

streptomycine est de 400 pglml, en tétracycline est de 10 j~g/ml, 

en rifamycine est de 100 ug/ml, en zmpicilline estde 100 pg/ml et 

enfin en kanamycine est de 200 pg/ml. 

La conservation de solutions d'antibiotiques se fait à 4 "  C. 

Leur stérilisation s'effectue par filtration sur unité de filtration 

stérile Millipore"~il1ex" de porosité 0,2 pm. 

7 . 2 .  - O b t e n t i o n  de m u t a n t s  r é s i s t a n t s  aux  a n t i b i o t i q u e s  

La sélection de mutants spontanés résistants aux fortes concen- 

trations d f  antibiotiques est réalisée par la méthode dite en 

double couche. Les bactéries sont cultivées en milieu riche TY 

jusqufen fin de phase exponentielle (abçorbance égale à 1 environ), 

puis 0,1 ml de cette suspension est étalé sur les boites de Pétri 

contenant du milieu R.C. fructosé à 1 % et contenant l'antibiotique 

en question. On ajoute alors 4 ml de gélose blanche préalablement fon- 

due et maintenue à une température de 45 '  C. Les boites sont ensuite 



homogénéisées par agitation manuelle. 

Après incubation à 30' C, les clones apparus à la surface 

du milieu R.C. sont purifiés par isolements successifs sur 

milieu R.C. additionné d'antibiotiques. 

Des cultures en milieu liquide additionnées ou non d'antiobioti- 

ques peuvent être réalisées à partir de ces clones. 

Nous avons ainsi préparés : 
R - un mutant Ve 2 6 .  (Str ) 

R - un mutant Ve 2 6  mob- (Tc ) 
+ - un mutant Ve 2 6  mob  if^) 
* R - un mutant Ve 26 che ( ~ m ~ ~ . ~ a n  1. 



R E S U L T A T S  - D I S C U S S I O N  



1- - ISOLEMENT ET ETLJDE DES MUTANTS ISOLES A PARTIR DE LA SOUCHE DE 

RHIZOBIUM MELILOTI Ve 26 

1.1 - Etude de la mobilité de la souche de R. meliloti V e  26 

1.1.1 - Appréciation microscopique de la mobilité 

Entre  l ame  et lamelle la souche d e  £4. meliloti V e  26 e s t  t r è s  mobile. Le  

mouvement bactérien es t  un déplacement des bactéries suivant des trajectoires 

droites suivies d e  pirouettes sur elles-mêmes pendant des fractions d e  temps t rès  

courtes, et des changements d e  direction. Ensuite survient une nouvelle période de  

nage en  ligne droi te  suivie d e  brèves périodes de  gigotements et ainsi d e  suite. Il 

existe aussi un sens d e  rotation du flagelle. En effe t ,  des bactér ies  piégées par leur 

f lagelle e n t r e  l ame  et lamelle bougent mais ne s e  déplacent pas. Dans c e s  conditions 

on voit bien qu'il y a un sens d e  rotation du flagelle : cette rotation s e  fa i t  autour 

d'un axe  principal (13, 14, 74). 

1.1.2 - Appréciation macroscopique de  la mobilité 

BOON en  1975 (19) a défini une méthode de migration en boîte d e  Pé t r i  sur 

milieu semi-solide (gélosé à 0,3 %) pour une appréciation macroscopique de la  

migration bactérienne. En e f fe t ,  un inoculum soit d'un clone soit d'un culot d e  

centrifugation, déposé au cen t re  d 'une boîte d e  Pé t r i  contenant  un milieu d e  culture, 

migre radialement e t  forme une nappe bactérienne. Le  d iamèt re  de  c e t t e  nappe 

dépend à la fois d e  la  concentration d'agar dans le milieu : la  concentration d e  0,3 % 

donne les meilleurs résultats  (701, du temps et d e  la t empéra tu re  d'incubation, et 

naturellement d e  la  mobilité de  la  population bactérienne. 

C e t t e  m ê m e  méthode permet  aussi d'apprécier le chimiotactisme d'une 

souche bactérienne. En effe t ,  selon ADLER (2 ) ,  une population bactérienne à fonction 

c h i m i o t a c t i q u e  p r é s e n t e ,  su r  mi l i eu  semi-so l ide ,  d e s  nappes  d e  m i g r a t i o n s  

concentriques ; on parle alors d'anneaux chimiotactiques. Les  anneaux chimiotactiques 

c o r r e s p o n d e n t  à une  a c c u m u l a t i o n  d e  b a c t é r i e s  p a r  m i g r a t i o n  et non p a r  

multiplication (70). 



PHOTOGRAPHIE 1 - Nappe de migration sur milieu semi solide (TY gélose à 0,3 % 

et dilué au 1/100) de la souche de R. rneliloti, mobile et 

chimiotactique. 

Incubation pendant 5 jours à 30°C- 



Ainsi, après  5 jours d'incubation a 30°C d'un culot  d e  centrifugation de  la 

souche sauvage d e  R. meli loti  Ve 26, on peut  observer c o m m e  le  montre  la 

photographie 1, une nappe bactér ienne qui occupe tout  le  d iamèt re  d e  l a  boîte de  

Pé t r i  ; preuve d'une mobilité importante,  les ce rc les  de  densification concentriques 

correspondent aux anneaux chimiotactiques. 

L a  souche de  R. meliloti Ve 26 est donc mobile et chimiotactique. 

1.1.3 - Influence d e  cer ta ins  paramètres physico-chimiques sur la mobilité 

L a  mobilité de  l a  souche d e  R. meli loti  Ve 26 e s t  a f f e c t é e  par certains 

facteurs  physico-chimiques. 

Ainsi, l 'augmentation de  la  concentration en phosphate d e  potassium, dans 

l e  milieu d e  culture,  bloque complètement  la mobilite d e  la population bactérienne ; à 
la concentration de  20 mM, la mobilite de  la  souche de  R. meliloti V e  26 es t  

af fectée .  

De même, l 'augmentation d e  la t empéra tu re  d'incubation de 30 à 38°C 

élimine la  mobilite. 

C e s  résultats  sont  en accord avec ceux obtenus par AMES et coll. (8). 

1.2 - Isolement des mutan t s  d e  mobili té et d e  chimiotact isme 

L a  t e c h n i q u e  u t i l i s é e  e s t  d é c r i t e  dans  l a  p a r t i e  " M a t é r i e l s  et Méthodes" .  

A p r è s  a c t i o n  d e  l a  N.T.G. ( N - n i t r o  N-méthy l  N-n i t rosoguan id ine)  e t  

enrichissement d e  la population bactérienne en  mutants  a f fec tés  sur leur mobilite et 

sur leur chimiotactisme, t ro is  types d e  mutants ont été isolés à partir  d e  la  souche 

sauvage d e  R. meliloti Ve 26 mobile et chimiotactique. 

11 s 'agit  d'un mutant non mobile (mob-1, d'un a u t r e  non ch in io tac t ique  (che-) e t  

enfin d'un mutant  hypermobile (mobf). On s ' é t a i t  aussi intéressé, dans ce travail,  à 

isoler un mutant  hyperchimiotactique ; malheureusement c e  mutant  n'a pas été 
obtenu. 
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FIGURE 4 - Evolution du diamètre de la nappe de migration en fonction du temps 

d'incubation, pour la souche sauvage de R. mdiloti  V e  26 ( 0  ) et ses 

mutants mob+ ( 1, mob- ( 4 ) et che- ( m  1. Incubation à 30°C. Milieu 

m/100 g é l 0 ~ 6  à 0,3 %. 



1.3 - Etude de la migration en milieu semi-solide de la souche sauvage de 

R. rneiiioti V e  26 et des mutants isoles 

P o u r  cette é t u d e ,  nous  a v o n s  a d o p t é  l e s  m ê m e 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  

définies par LAYACHI (70). C e t  auteur  préconise, pour avoir des  réponses optimales, 

d'utiliser le  milieu TY sous sa fo rme  semi-solide et dilué a u  1/100. Pour  sa  part ,  

ADLER (2) signale que plus la concentration en  é léments  nutr i t i fs  est fa ible  dans l e  

mi l i eu ,  p lus  l a  r é p o n s e  c h i m i o t a c t i q u e  est i m p o r t a n t e .  Nous a v o n s  suivi  l e  

développement du d iamèt re  d e  l a  nappe bactérienne pour l a  souche sauvage d e  

R. meliloti Ve 26 et des mutants  Ve 26 mob-, Ve 26 che- et Ve 26 mob'. Des 

mesures effectuées  tou tes  les 24 heures nous ont permis d e  t racer  le  graphique 4 .  

Pour  la  souche sauvage d e  R, meliloti V e  26, on remarque une évolution linéaire 

d e  la nappe bactérienne e n  fonction du temps. Une nappe de  migration d'un diamètre  

de  77 mm es t  obtenue après  5 jours d'incubation a 30°C tandis qu'un diamètre d e  

83 mm est obtenu seulement après  3 jours d'incubation pour l e  mutant V e  26 mob' ; 

la  courbe présente une pente  beaucoup plus importante.  Pour les  deux a u t r e s  mutants, 

le  non mobile et le  non chimiotactique des diamètres  de migration beaucoup plus 

faibles sont observés. En e f fe t ,  après  7 jours d'incubation le mutant  non mobile fo rme  

une nappe de  12 mm de  d iamèt re  et le mutant  non chimiotactique une nappe d e  

22 mm. 

2. - ETUOE DES PROPRIETES SYMBIOTIQUES DE LA SOUCHE SAUVAGE D E  

R. MELILOTI V e  26 ET DE SES MUTANTS mob-, che- ET rnob+, EN MILIEU 

LIQUIDE 

La stabil i té des marqueurs génétiques d e  résistance aux antibiotiques utilisés 

après passage sur plante, a été contrôlée sur des nodules provenant de plantes 

inoculees séparément par chacune des souches étudiées. 

La numération des cellules revivifiables isolées des nodules ayan t  donné un 

résul ta t  semblable sur milieu additionné ou non d'antibiotiques, nous avons conclu q u e  

l a  r é s i s t a n c e  d e  nos  s o u c h e s  é t a i t  b ien m a i n t e n u e  a p r è s  passage  s u r  p l a n t e .  



Inoculation des Nombre moyen de Q u a n t i t é  d e  C2H4 en nM 
plantes de luzerne nodules par plante pa r  p lante  et pa r  heure 

TABLEAU 1 - Etude de l'infectivité et de l'efficience de  la souche V e  26 de 

R. melilot i  et d e s  mutan t s  isolés. Cu l tu re  en milieu liquide. 

10 plantules ont été testées après 6 semaines de culture en serre. 

s t r  : streptomycine (400 pg/ml) 

tc : tétracycline (10 &ml) 

Rif : rifamycine (100 pg/ml) 

Amp : ampicilline (100 vg/ml) 

Kan : kanamycine (200 pg/ml) 



2.1 - Vérification & l ' infectivité des soudies étudik 

~ ' i n f e c t i v i t é ,  r é a c t i o n  d e  p é n é t r a t i o n  d e s  b a c t 6 r i e s  à l ' i n t é r i e u r  d e s  poils 

racinaires et d e  formation de  nodules, a été vérif iée pour chacune des souches 

étudiées. 

Dans un travail  sur l a  compéti t ivité,  cette propriété pourrait  ê t r e  uti l isée pour 

différencier une souche par rapport  à une autre.  Les résul ta ts  d e  ce tesr sont 

rassemblés dans le tableau 1. 

Ils montrent  d'une p a r t  que les souches étudiées,  sauvages ou mutantes, sont  bien 

infectieuses. D 'autre  par t ,  par rapport au  type sauvage, les mutants  ne présentent  pas 

d e  différence d ' infectivité ; on obtient  un nombre d e  nodules variant  e n t r e  8,4 et 9,2 

par plante. 

11 e s t  aussi important d e  signaler que le c a r a c t è r e  de résistance aux antibiotiques 

n e  confère pas de modification de  l ' infectivité. 

2.2 - Contrôle  d e  l 'efficience des  souches é tud iées  

Le contrôle de l 'efficience,  réaction de fixation de l ' azote  atmosphérique à 
l ' intérieur des nodules, a été vérifié sur des plantules qui ont  été maintenues en 

c r o i s s a n c e  p e n d a n t  6 s e m a i n e s  a p r è s  l ' i n o c u l a t i o n  d e s  s o u c h e s  d e  Rhizobium.  

L'efficience de  la symbiose a été contrôlée suivant la mérhode de dosage de la 

nitrogénase par réduction de l 'acétylène décr i te  dans le chapi t re  "Matériels et 

Méthodes". Les  résultats  d e  ce dosage sont rassemblés dans le  tableau 1 e t  montrent 

d'une par t ,  que les d i f férentes  souches étudiées sont  efficientes en symbiose avec  la 

luzerne et d 'autre par t ,  que  les souches mutantes  mob-, che- et mob+ on t  une 

efficience équivalente à cel le  de la souche sauvage parentale d e  R. meliloti V e  26. 

De plus, et comme pour l ' infectivité, la résistance aux antibiotiques n'a pas 

provoquée d 'al tération d e  l 'efficience des souches étudiées. 



2.3 - Conclusion 

D'après les résul ta ts  du tableau 1, deux conclusions importantes peuvent ê t r e  

t i rées  : 

les mutants a f fec tés  sur leur ca rac tè re  d e  mobilité et de  chimiotactisme ne 

présentent pas d 'al tération d e  leurs propriétés symbiotiques par rapport  au  

type  sauvage parental. Ce qui veut d i re  que, lors d'inoculation simple la 

mobilite et l e  chimiotact isme n'interviennent pas dans l ' infectivité et dans 

l'efficience. 

C e s  résultats  sont en  accord avec ceux obtenus par AMES et coll. (7, 8). 

De plus cette étude a été e f fec tuée  e n  milieu liquide, les inoculats sont 

déposes "au pied" des plantules, Le rôle d e  la mobilité et du chimiotactisme 

peut  ê t r e  ainsi "masqué" (52, 79, 82) ; 

- la technique d e  reconnaissance des souches bactériennes par la résistance 

aux antibiotiques ne confè re  pas de modification des  propriétés symbiotiques 

des  souches étudiées. 

C e s  résultats  vont dans le  même sens que  ceux obtenus dans d 'aut res  travaux 
1 

(44, 100, 102). 

3. - ETUDE DE L'INFLUENCE DE LA MOBILITE ET DU CHIMIOTACTISME SUR LA 

COMPETITIVITE, EN MINI-SERRE 

Pour mieux é tudier  la compét i t iv i té  et afin de  nous rapprocher des conditions 

naturelles, une mini-serre dont la description est fa i t e  dans la part ie "Matériels et 

Méthodes" a été conçue dans no t re  Laboratoire par LAYACHI (70) e t  OCHIN (84). 

Elle permet ,  d'une p a r t  de  réaliser des essais a v e c  un grand nombre de  graines dans 

des conditions de  cul tures  identiques et, d ' au t re  part  des  inoculations a distance 

permet tan t  de mieux apprécier le  rôle d e  la mobilité et du chimiotactisme dans la 

compéti t ivité.  Dans nos essais, nous avons uti l isé comme substrat  solide la perlite 

dont le  d iamètre  des  grains est compris en t re  1 et 3 mm. 



1 
I V e  26 

V e  26 mobf + 
V e  26 ( ~ i r ~ )  V e  26 mob+ Total 

 if^) 

1 nombre 22 27 1 50 

% 44 54 2 100 

I TABLEAU 2 - Etude de I'infectivité en  "mini-serre*' (perlite), lors de  l'inoculation 

mixte avec l a  souche sauvage V e  26 et son mutant V e  26 mob+. 

 if R). 

souche V e  26 mob+ 
isolée \ V e  26 (strR) V e  26 mob+ + Total 

nodules V e  26 (strR) 

nombre 19 28 3 50 

l TABLEAU 3 - Etude de l'infectivité en "mini-serre", lors d'inoculation mixte avec 
R la  souche V e  26 (str ) et le  mutant V e  26 rnob+. 



3.1 - Caract6risarions de l'origine des nodules obtenus après inoculation mixte 

par la souche sauvage V e  26 et de ses mutants V e  26 mob-, Ve 26 che- et 

3.1.1 - Inoculation mixte avec la même concentration de chacune des 
souches étudiées dans I'inoculum 

3.1.1.1 - Inoculation mixte  par l a  souche sauvage Ve 26 et son 

mutant  Ve 26 mob'. 

La concentration dans l'inoculum de  chacune des deux souches 
6 étudiées est d e  10 cellules/ml d e  milieu de  NICOL et THORNTON. Nous avons 

utilisé cette concentration en t enan t  compte  du taux de mutation spontané des 

différentes souches é tudiées  (de l 'ordre d e  10-~).  

Les souches ont été inoculées à concentration égale.  

Nous avons cherché a déterminer le nombre d e  nodules at tr ibuables 

à chacune des  deux souches inoculées conjointement à de  jeunes plantes d e  luzerne. 

De plus, pour voir si l e  c a r a c t è r e  d e  résistance aux antibiotiques ne 

confère pas  d e  modification de  la compét i t iv i té  d 'une souche par rapport  à une autre,  

on a d'abord dans une première  é t a p e  inoculé avec  la souche sauvage Ve 26 et son 
R mutant Ve 26 mobC R i f  ensuite dans une seconde é tape,  par ia souche Ve 26 s t r R  e t  

son mutant  Ve 26 mobf (marquage inverse). 

Les résul ta ts  de ces  t e s t s  sont rassemblés dans les tableaux 2 et 3. 

Sur les 50 nodules testés, que ce soit dans l'un ou dans l ' aut re  cas, 

on re t rouve la souche mutante  Ve 26 mobt dans plus d e  50 % des nodules. 

L'hypermobilité de la  souche mutan te  Ve 26 mobf par rapport  au type sauvage 

parental semble lui p e r m e t t r e  d ' infecter  davantage de  poils racinaires. 



souche 
isolée \ V e  26 

+ 
Ve26 V e  26 che- V e  26 che- Total 

nombre 37 

% 74 

TABLEAU 4 - Etude d e  l t infeaivi té  en "mini-serre", lors d'inoculation avec la 

souche sauvage d e  R. meii lot i  Ve 26 et son m u t a n t  V e  26 
R R che- (Amp .Kan 1. 

R V e  26 (str ) 
V e  26 V e  26 che- + Total 

nodules R 
(str 1 V e  26 che- 

nombre 

% 

TABLEAU 5 - Etude d e  l'infectivité en "mini-serre", lors de  ltinoculation mixte 
R avec la  souche V e  26 (str ) et le mutant V e  26 che-. 



souche V e  26 
isolée + 

V e  26 V e  26 mob- V e  26 mob- Total 

nodules \ (rcR) <rcR, 

nombre 44 

% 88 

TABLEAU 6 - Etude de l'infectivité en "mini-serre", lors d'inoculation mixte avec 

la souche sauvage de R. meliloti V e  26 et son mutant V e  26 
R mobo ( tc  1. 

R V e  26 (scr 
V e  26 V e  26 mobP + Total 

R 
(str ) V e  26 mob- 

nombre 47 1 2 50 

% 94 2 4 100 

TABLEAU 7 - Etude de l'infectivité en "mini-serre", lors d'inoculation mixte avec 
R la souche V e  26 (str ) et le  mutant V e  26 mob-. 



3.1.1.2 - Inoculation mixte p a r  la  souche sauvage Ve 26 et l e  

mutant  Ve 26 che-. 

C o m m e  d a n s  l e  cas p r é c é d e n t ,  on a p r o c é d é  à d e u x  t y p e s  

d'inoculations mixtes : cas où la  souche mutan te  Ve 26 che- est marquée (ampicilline 

et k a n a m y c i n e )  et l e  c a s  où  l a  s o u c h e  V e  26 e s t  m a r q u é e  ( s t r e p t o m y c i n e ) .  

Les  résultats  d e  ces inoculations mixtes sont  consignes dans les  

tableaux 4 et 5. 

Dans un cas  c o m m e  dans l ' aut re ,  on remarque que la souche Ve 26 

mobile et chimiotactique es t  plus compéti t ive que son mutan t  non chimiotactique. 

En e f f e t ,  70 % des nodules son t  occupés uniquement par la  souche 

sauvage. 

3.1.1.3 - Inoculation mixte par la  souche sauvage Ve 26 e t  son 

mutant Ve 26 mob-. 

Les  résul ta ts  d e  c e s  tes ts  sont  consignés dans les tableaux 6 e t  7. 

On a environ 90 % des  nodules qui ne sont occupés que par l a  souche Ve 26 mobile et 

chimiotactique. Son succès  compétitif paraît  donc incontestable. Ceci  s e  comprend 

dans la mesure où la  souche sauvage, par l e  biais d e  sa  mobilité et de son 

chimiotactisme, s e  déplace  beaucoup plus v i t e  que le  mutant  Ve 26 mob- et 

infectera i t  donc plus v i t e  les s i tes  d e  fixations racinaires ; leur nombre é t a n t  en f a i t  

un fac teur  l imitant  pour la nodulation (15, 16, 47). 

3.1.1.4 - Conclusion 

D'après les résul ta ts  consignés dans les tableaux 2 et 3, 4 et 5 e t  6 

et 7, on peut considérer que la technique d'identification des  souches bactériennes par 

l 'utilisation de  marqueurs génétiques d e  résistance aux antibiotiques semble ê t r e  bien 

adaptée  et consti tuer une méthode fiable pour l ' é tude d e  la compéti t ivité.  Ceci est 

en accord avec les résul ta ts  de  cer ta ins  auteurs  notamment  SCHINGHAMER (100). 



D'autre  part ,  l ' importance de  la mobilité et du chimiotactisme dans 

l e  p h é n o m è n e  d e  n o d u l a t i o n  p a r a î t  é v i d e n t e .  En o u t r e ,  l a  souche  s a u v a g e  d e  

R. meîiioti V e  26 est beaucoup plus compét i t ive  que la  souche m u t a n t e  Ve 26 

mob- par rapport au mutan t  Ve 26 che-. Ceci  pourrait  ê t r e  expliqué par l e  f a i t  que l a  

souche Ve 26 che- n 'est  pas  chimiotactique mais présente une cer ta ine  mobili té ; el le  

est c e r t e  plus rédui te  que cel le  du type sauvage parental  mobile et chimiotactique. 

Selon cer ta ins  auteurs  (8, 70, 84), ces deux facteurs  bactériens 

peuvent consti tuer des  fac teurs  l imitants pour l a  nodulation et donc intervenir dans la  

compét i t iv i té  pour l ' infection. 

3.1.2 - Inoculation mixte avec les mutants en proportions inégales dans 

l'inoculum 

Dans ce chapi t re ,  les mêmes conditions expérimentales sont appliquées mais 

dans I'inoculum les souches bactériennes sont inégalement représentées ; ceci  doit  

nous  p e r m e t t r e  d e  s a v o i r  jusqu 'à  q u e l l e  c o n c e n t r a t i o n  une  s o u c h e  mobi le  et  

chimiotactique arr ivera  à ê t r e  plus compéti t ive par rapport à des  souches non mobiles 

ou non chimiotactiques. 

C 'es t  un renseignement d ' intérêt  pratique qu'il e s t  important d e  connaître 

pour l'inoculation ar t i f ic ie l le  au  champ par des souches d e  Rhizobium. 

Pour mieux apprécier l'influence d e  la  mobilité et du chimiotactisme, on a 

choisi d'étudier la compét i t iv i té  du mutant Ve 26 mobf par rapport respectivement au 

mutant  Ve 26 mob- et au mutant  Ve 26 che-. 

3.1.2.1 - L'inoculation mixte par le  mutant  Ve 26 mobf e t  l e  

mutant  Ve 26 mob-. 

Nous avons t e s t e  différents rapports de  concentration des deux 

souches dans l'inoculum. Ainsi des rapports d e  1/1, 1/10, 1/100, 1/1000 et 1/10000 du 

m u t a n t  Ve 26 mobf p a r  r a p p o r t  a u  m u t a n t  Ve 26 mob- o n t  été réa l i sés .  



isolée Ve 26 mob+ 
Ve 26 mob+ Ve 26 mob- + 

inocuium : Ve 26 mob- 

mob+/ rriob- 

TABLEAU 8 - Etude de i'infectivité en "mini-serre", en fonction du rapport de 

concentration dans i'inoculum du mutant V e  26 mob+ et du mutant 

V e  26 mob-. 

50 nodules ont été étudiés dans chaque cas. 



isolée V e  26 mob+ 
V e  26 mob+ V e  26 che- + 

inoculum : V e  26 che- 

TABLEAU 9 - Etude de I'infectivité en "mini-serre", en fonction du rapport de 

concentration dans l'inoculum du mutant V e  26 mob+ et du mutant 

V e  26 che-. 

JO nodules ont été testés dans chaque cas. 



FIGURE 5 - Etude de la compétitivité en mini-serre entre l e  mutant V e  26 

mob+ de  Rhizobium meliloti et les mutants V e  26 mob- ( b ) ou 

V e  26 cbe- ( 0  ). 

No = nombre de  nodules formés par la souche V e  26 mobf. 

N = nombre de nodules formés par la souche V e  26 mob- ou 

V e  26 de-. 

Io = concentration de la soudie V e  26 mob+ dans l'inoculum. 

I = concentration de  la souche V e  26 mob- ou V e  26 die- dans 



L e s  r é su l t a t s  d e  ces inoculat ions m i x t e s  sont  consignés dans  l e  

tab leau  8. 

N o u s  r e m a r q u o n s  q u e  j u s q u ' à  un  r a p p o r t  d e  c o n c e n t r a t i o n  d e  

1110000, c 'est-à-dire 1 b a c t é r i e  Ve 26 mobf pour 10000 bac té r i e s  Ve 26 mob-, l a  

souche Ve 26 mobf r e s t e  plus compé t i t i ve  et est p r é s e n t e  dans  24 nodules  sur  les  50 

testés. Dans 1 5  nodules on r e t rouve  le m u t a n t  Ve 26 mob- et dans l e s  11  r e s t a n t  on 

r e t rouve  à l a  fo i s  l e  m u t a n t  V e  26 mob' et l e  m u t a n t  V e  26 mob-. 

3.1.2.2 - L'inoculat ion m i x t e  par l e  m u t a n t  Ve 26 mobf et l e  

m u t a n t  Ve 26 che-. 

L e  succès  compé t i t i f  d e  l a  souche m u t a n t e  Ve 26 mobC sur  l e  

m u t a n t  Ve 26 che -  se re t rouve  dans  les  d i f f é r e n t s  cas testés. En e f f e t ,  et c o m m e  l e  

mon t re  l e s  r é s u l t a t s  du t ab l eau  9, pour un r appor t  d e  concen t r a t ion  é g a l  au  1110000, 

38 % des  nodules testés sont  occupés  par l e  m u t a n t  Ve 26 mobf,  34 % par  l e  m u t a n t  

Ve 26 che- et l e  r e s t e  so i t  28 % par  les  2 souches.  

Il est cependan t  in téressant  d e  no te r  q u e  l e  succès  compé t i t i f  du 

mutan t  Ve 26 mobf sur  l e  m u t a n t  Ve 26 che-  est moins impor t an t  q u e  sur  l e  m u t a n t  

Ve 26 mob-. C e c i  s 'explique par  le  f a i t  q u e  l e  m u t a n t  Ve 26 che-  p ré sen te  une 

mobil i té  plus i m p o r t a n t e  q u e  l e  m u t a n t  Ve 26 mob-. 

3.112.3 - Indice d e  compé t i t i v i t é  du m u t a n t  Ve 26 mobf respec t i -  

vemen t ,  par  r a p p o r t  au  m u t a n t  Ve 26 mob- et a u  m u t a n t  

V e  26 che-. 

O n  a rep résen té  sur  l a  f i gu re  5 l e  logar i thme du rappor t  des  

bac t é r i e s  dans  I'inoculum e n  fonct ion  du r appor t  d e  nodules fo rmés  pa r  chaque  souche  

selon la rep résen ta t ion  d e  MARQUES-PINTO et al, (92a). En e f f e t ,  l ' équat ion  d e  

MARQUES-PINTO (voir " ~ a t é r i e l s  et Méthodes") p e r m e t  d e  ca lculer  un coe f f i c i en t  

d i t  indice d e  compét i t iv i té ,  qui  r ep résen te  l e  succès  d e  l a  nodulation d ' une  souche  sur 

une  au t r e ,  c e c i  lorsque les  concent ra t ions  bac t é r i ennes  s o n t  éga les  dans  I'inoculum. Il 

est d e  8,6 dans  l e  cas du mélange  souche m u t a n t e  Ve 26 mobf - souche  m u t a n t e  

Ve 26 mob- et d e  5 dans  l e  cas du mélange  souche m u t a n t e  Ve 26 mob' - souche  

m u t a n t e  Ve 26 che-. 



Cela  signifie que l e  mutan t  Ve 26 mobf fo rme  5 fois plus d e  nodules 

q u e  l e  mutant  non chimiotact ique et 8,6 fois plus d e  nodules que  le m u t a n t  non 

mobile. L a  souche Ve 26 mobC est donc ne t t ement  plus compét i t ive  que les souches 

Ve 26 c h e -  et  Ve 26 mob-.  C e c i  m o n t r e  l ' i m p o r t a n c e  d e  l a  m o b i l i t é  et du 

chimiotact isme dans les phénomènes d e  compéti t ion et de  nodulation lorsque deux ou 

plusieurs souches sont e n  présence d e  leurs plantes-hôtes. 

D ' a u t r e s  a u t e u r s  (8, 84) s i g n a l e n t  d e s  r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s .  

3-1.3 - Autres  cas 

3.1.3.1 - Inoculation secondaire du mutant  Ve 26 mobf après  une 

i n o c u l a t i o n  p r é a l a b l e  p a r  l e s  m u t a n t s  Ve 26 m o b - 2  

V e  26 che-. 

Dans cette manipulation, les jeunes plantes sont d'abord inoculées 

par les mutants  Ve 26 mob- ou V e  26 che-, puis ap rès  par la souche m u t a n t e  Ve 26 
+ 

mob . 

3.1.3-1.1 - Inoculation m i x t e  par le mutan t  Ve 26 mob- puis l e  mutan t  V e  26 mobC. 

Les résul ta ts  de  ces t e s t s  sont  rassemblés dans le tableau 10. Quand l e  mutant  

Ve 26 mob+ e s t  a j o u t é  1 h e u r e  a p r è s  l e  m u t a n t  Ve 26 mob-,  ceci n ' a l t è r e  

pratiquement pas son succès  compéti t if  puisque 86 % des nodules sont uniquement 

occupés par le mutant  Ve 26 mobf. 

Tandis que si le  m u t a n t  Ve 26 mobC est a jouté  3 heures après  l ' inoculation par le 

mutant  V e  26 mob- on a 26 % des  nodules infectés  par le mutan t  Ve 26 mob- alors 

qu'ils n 'é ta ient  que de  4 % dans le cas d ' l  heure. 

L'augmentation du pourcentage de  nodules occupés par la souche m u t a n t e  Ve 26 

mob- s'explique uniquement par la "disponibilité" des  s i tes  d e  fixation racinaires ; 

c e t t e  souche immobile n 'es t  donc ent ra înée  que par diffusion passive. 



V e  26 mob+ 
isolée Ve 26 mobe V e  26 mob- + 

temps (H) \Me Ve 26 mob- 

TABLEAU 10 - Etude de  l'infectivité en "mini-serre". Inoculation mixte avec le  

mutant Ve 26 mob+ et le  mutant V e  26 rnob-. Le mutant Ve 26 

mob+ étant inoculé 1, 2 et 3 heures après l e  mutant V e  26 mob- 

Etude réalisée sur 50 nodules. 



souche V e  26 mob+ 
V e  26 mob+ V e  26 che- + 

temps (H) V e  26 che- 

TABLEAU I l  - Etude de l'infectivité en "mini-serre". Inoculation mixte avec le  

mutant V e  26 mob+ et le mutant V e  26 che-. Le mutant V e  26 
I mob+ étant inoculé 1, 2 et 3 heures après le  mutant V e  26 che- 

Etude réalisée sur 50 nodules. 



3.1.3.1.2 - Inoculation mixte par le mutant Ve 26 che- puis le mutant Ve 26 rnobf. 

Les résul ta ts  du tableau I I  montre  que si les deux souches sont  inoculées a 3 

heures d'intervalle, on a presque au tan t  d e  nodules occupés par l'un ou par l ' aut re  des 

deux mutants  étudiés. En e f f e t ,  44 % des  nodules sont  occupés par le  mutant Ve 26 

che- et 48 % par le mutan t  Ve 26 mobf. Tandis que  si  l ' intervalle est d ' l  heure  la 

souche m u t a n t e  Ve 26 mob+ res te  t r ès  compétitive. 

La souche mutante Ve 26 che- é t a n t  mobile mais non chimiotactique, elle a donc 

l e  temps d e  se déplacer et d e  coloniser les s i tes  d'infection racinaires des jeunes 

plantes de  luzerne. 

3.1.3.1.3 - Conciusion 

Ici encore  l'influence d e  la mobilité e t  du chimiotact isme paraî t  bien claire. La 

souche mutan te  Ve 26 mobf inoculée 3 heures après les mutants Ve 26 mob- ou V e  26 

che-, arrive encore  à ê t r e  t r è s  compéti t ive,  elle f o r m e  davantage de  nodules, et cela  

e s t  surtout du à sa  mobilité. 

3.1.3.2 - Elimination du mutant V e  26 mobc, a différents temps,  

après  inoculations mixtes a v e c  le  mutant  Ve 26 mob- ou 

l e  mutant Ve 26 che-. 

Dans c e t t e  é tude ,  les deux souches sont inoculées en même temps,  la 

s o u c h e  m u t a n t e  Ve 26 mobf  e s t  e n s u i t e  é l i m i n e r  p a r  a d d i t i o n  d ' a n t i b i o t i q u e s  

(ampicilline et kanamycine quan t  e l le  est en mélange avec  le  mutant  Ve 26 che-  et 

té t racycl ine  quant elle est en  mélange avec  le mutant  Ve 26 mob-) 1, 2 e t  3 heures 

après  l'inoculation. 

Les  souches son t  en proportions égales dans l'inoculum. 



souche V e  26 mobC 
Ve 26 mob' V e  26 mob- + 

temps (H) V e  26 mob- 

TABLEAU 12 - Etude d e  ltinfectivité en  "mini-serre". Inoculation mixte avec  le 

mutant V e  26 mob+ et le mutant V e  26 mob-. Le  mutant V e  26 mob+ 

est éliminé 1, 2 et 3 heures après l'inoculation par addition d e  

tétracycline (le mutant V e  26 mob- é tan t  résistant à cet antibio- 

tique). 

50 nodules ont  &té testés. 



TABLEAU 13 - Etude de l'infectivité en "mini-serre1'. Inoculation mixte avec l e  

mutant V e  26 mob+ et le mutant V e  26 che-. Le mutant V e  26 mob+ 

est éliminé 1, 2 et 3 heures après l'inoculation par addition 

d'ampicilline et de kanamycine (le mutant V e  26 che- étant résistant 

à ces deux antibiotiques). 

50 nodules ont été testés. 



Nombre 
moyen de 
nodul es 
formés par 
plante 

contact 
bac té r i es -p l  ante 
en min 

FIGURE 6 - Nombre de  nodules formés par de jeunes plantes de luzerne inoculées 

avec l e  mutant V e  26 mob+, en fonction du temps de contact 

bactéries-plante. 

Etude effectuée s u  10 plantes. 



3.3.2 - Inoculation mixte par 1e m u t a n t  Ve 26 mob+ et le m u t a n t  V e  26 mob-. 

D'après les  résultats  du tableau 12, on cons ta te  que  l 'élimination d e  la  souche 

mutante  Ve 26 mobç, 3 heures après l'inoculation mixte  avec  le  mutan t  Ve 26 mob-, 

ne  provoque pratiquement pas de  modification d e  son pouvoir nodulant. Tandis que si 

on l'élimine 1 heure après  l'inoculation, la plupart des nodules sont  occupés par la 

souche Ve 26 mob-. 

3.1.3.2.2 - Inoculation mix te  par l e  m u t a n t  V e  26 mobf et l e  mutan t  Ve 26 che-. 

Les résul ta ts  du tableau 13 montrent  que si  l'élimination d e  la souche Ve 26 

mobC s e  pratique 3 heures après l'inoculation, l a  majori té des nodules sont infectés 

par la souche Ve 26 mobf. Alors que si  l'élimination s 'ef fectue  1 heure après, la 

souche mutan te  Ve 26 che- forme le plus d e  nodules. 

3.1.3.2.3 - Détermination du temps nécessaire à l 'adsorption d e  l a  souche mutan te  

d e  R. m e l i l o t i  Ve 26 mob+ à l a  s u r f a c e  d e s  po i l s  r a c i n a i r e s  

Pour essayer d ' interpréter les résul ta ts  des tableaux 12 et 13, nous avons essayé 

d e  déterminer le  temps nécessaire à la  souche mutan te  Ve 26 mob* pour infecter  et 

pénétrer à l ' intérieur des  poils racinaires. 

Pour c e l a  nous avons réalisé la  manipulationsuivante : à d e  jeunes plantes de 

luzerne cult ivées en-condit ion de  serre  et inoculées par le  mutant  Ve 26 mobc, nous 

avons a jouté  à différentes périodes de  la  té t racycl ine  pour obtenir une concentration 

finale d e  10 pg/ml. 

' L a  t é t r a c y c l i n e  est a j o u t é e  pour  é l i m i n e r  du mil ieu  d e  c u l t u r e  t o u s  l e s  

Rhizobium, les bactéries ayant  pénétré  à l ' intérieur de  la racine sont protégées de 

l ' e f fe t  de  l 'antibiotique (85). Les résultats  de  ces  t e s t s  sont  représentes dans la  figure 

6, et montrent que pour des temps de  contacts  plante-bactéries supérieurs à 90 min, 

la  souche mutan te  Ve 26 mobf arrive à infecter  les poils racinaires et à provoquer 

une nodulation importante. Par  contre,  pour des périodes inférieures à 90 mm, le 

pouvoir infectant  du mutant  V e  26 mobf s e  trouve d e  beaucoup affaibli voire même 

nul. 



PUEPPKE (92b) indique qu'il faudrait ,  pour une adsorption maximale des souches 

d e  R h i z o b i u m  à l ' i n t é r i e u r  d e s  po i l s  r a c i n a i r e s ,  d e s  p é r i o d e s  d e  c o n t a c t  

p l a n t e - b a c t é r i e s  d e  l ' o r d r e  d e  120 min. Il i n d i q u e  auss i  q u e  cette c a p a c i t é  

d'adsorption des  Rhizobia est indépendante à la  fois de la plante-hôte et du pouvoir 

infectant  des  bactéries. 

3.1.3.2.4 - Discussion et conclusion 

 expérimentation antér ieure  nous permet  d e  mieux comprendre les résul ta ts  des 

tableaux 12 et 13. En e f fe t ,  lorsque le  mutant Ve 26 mobf e s t  él iminé 1 heure après 

l'inoculation mixte,  la major i té  des nodules e s t  occupée par le  mutant  Ve 26 che- ou 

l e  mutant Ve 26 mob-. L a  présence d e  nodules contenant  le  mutant  Ve 26 mob' peut 

s'expliquer par le  fa i t  que  l 'élimination, pratiquée dans les pet i tes  alvéoles d e  la 

mini-serre, ne s 'ef fectue  pas de  façon to ta le  ; un ce r ta in  nombre d e  bactéries Ve 26 

mobf a déjà migré dans les grandes alvéoles. 

Pa r  contre ,  si  l 'élimination de  la souche mutan te  Ve 26 mobf e s t  e f fec tuée  après 

2 heures, ce la  n 'a pratiquement pas d 'effet .  Pa r  sa  mobilité importante,  le mutant 

Ve 26 mobf a bien déjà e u  le temps d e  migrer d e  la  pe t i t e  vers la grande alvéole, 

d 'ê t re  adsorbé et de  pénétrer  à l ' intérieur des racines des plantules de  luzerne. 

Ceci  nous amène  à penser que le  succès compéti t if  de  la souche mutante  Ve 26 

mobf est du principalement à sa mobilité. C e t t e  mobilité lui pe rmet  d ' ê t re  adsorber 

et d'occuper les si tes d'infection racinaires plus rapidement que les mutants  non 

mobiles ou non chimiotactiques. 

3.2 - Etude d e  l a  compét i t iv i té  e n t r e  les souches mutan tes  d e  R. meliloti 

Ve 26 mob' et mob- et l a  souche de R. meli loti  2011 

Dans cette é t a p e  d e  no t re  travail,  nous avons é tudié  l ' influence de  la mobilité e t  

du chimiotactisme sur l a  compét i t iv i té  lors d'inoculations mixtes en utilisant une 

a u t r e  souche de  R. meliloti : la souche 2011. 

L e  choix de  c e t t e  souche s 'es t  basé sur le f a i t  qu'elle e s t  t r è s  peu mobile. De 

plus, c 'es t  une souche qui est bien é tudiée  dans notre  laboratoire. 



V e  26 mobf 
V e  26 mob+ 201 1 -1- Total 

nodules 201 1 

nombre 24 

% 48 

TABLEAU 14 - Etude d e  l 'infectivité en  "mini-serre", lors d'inoculation mixte avec 

la souche d e  R. meliloti V e  26 mob+ et la souche d e  R. meliloti 

2011. Etude réalisée sur 50 nodules. 

V e  26 mob- 
Ve 26 mob" 201 1 + Total 

nodules 201 1 

nombre 18 

% 36 

TABLEAU 15 - Etude d e  I'infectivité e n  "mini-serre", lors d'inoculation mixte avec 

la souche d e  R. meliloti V e  26 mob- et la souche de  R. meliloti 

201 1. Etude réalisée sur 50 nodules. 



C e t t e  manipulation do i t  nous p e r m e t t r e  d e  savoir s'il n'y a pas d ' au t res  f ac teurs  

que la mobilité, qui joueraient un rôle dans l a  compét i t iv i té  pour l ' infection e n t r e  

souches d e  Rhizobium. 

3.2.1 -Inoculation mixte par la souche mutante de R. meliloti V e  26 

mob+ et la souche de R. meliloti 2011 

Les deux souches de  R. meliloti utilisées o n t  été inoculées à l a  même 

c o n c e n t r a t i o n .  A p r è s  6 s e m a i n e s  d e  c u l t u r e  d e  j eunes  p l a n t e s  d e  l u z e r n e  e n  

"mini-serre" et e n  subst ra t  solide, on a obtenu les résul ta ts  figurant dans  le tableau 

14. On remarque que 48 % des  nodules t e s t és  o n t  été in fec tés  par le mutan t  Ve 26 

mobC et 34 % par l a  souche 2011. Dans 18 % des  nodules, on retrouve à l a  fois l a  

souche Ve 26 mob+ et la souche 201 1. 

Ains i ,  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 ,  l a  s o u c h e  m u t a n t e  Ve 2 6  

mob+ paraît  plus compét i t ive  que la souche 201 1. Il e s t  cependant  important  de  noter  

que l e  pouvoir compéti t if  de l a  souche m u t a n t e  Ve 26 mobC est ici inférieur à celui  

obtenu quand e l le  e s t  inoculée a v e c  l e  mutant  Ve 26 mob-. L a  mobilité d e  la souche 

2011 é t a n t  t r è s  faible, d ' au t res  f ac teurs  doivent ce r t a inement  intervenir  dans l a  

compét i t iv i té  e n t r e  souches bactér iennes  de  Rhizobium et peuvent expliquer le succès 

c o m p é t i t i f  d ' u n e  s o u c h e  s u r  u n e  a u t r e .  P o u r  e s s a y e r  d e  mieux c o m p r e n d r e  l e  

phénomène, nous avons ensui te  procédé à l ' inoculation mixte  de  la souche mutan te  

Ve 26 mob- et de  la souche 201 1. 

3.2.2 -Inoculation mixte par le mutant V e  26 mob- et la souche de  

R. meliloti 201 1 

3.2.2.1 - En proportions égales  dans I'inoculum 

Les  résul ta ts  d e  c e t t e  inoculation sont rassemblés dans  l e  tableau 

15 ; ils montrent  qu'il  n'y a pas d e  différence significative de  compét i t iv i té  e n t r e  l e s  

deux souches étudiées. 



En e f fe t ,  sur les 50 nodules testés, 18 sont occupés par le mutant 

Ve 26 mob- et 21 pour la souche 20 11. 

D'autre  part ,  on remarque qu'un nombre relat ivement important d e  

nodules contient  les  deux souches. C e t t e  inoculation a été pratiquée a v e c  un inoculum 

où les deux souches é ta ien t  en  proportions égales. A la  lumière de  ces résultats ,  nous 

avons procédé à des  inoculations effectuées  dans  les mêmes conditions mais avec  les 

deux souches en proportions inégales. 

3.2.2.2 - En proportions inégales dans l'inoculum 

Différents  rapports de  concentrations des  souches dans l'inoculum 

on t  été utilisés : 0/100, 10190, 50150, 90110 et 100/0 d e  la souche mutan te  Ve 26 

mobs sur la  souche 201 1. 

Les  résultats, regroupés dans la f igure 7, montrent qu'il existe une 

relat ion proportionnelle e n t r e  le  nombre d e  nodules formés par une souche et sa  

concentration init iale dans I'inoculum, aussi bien pour l e  mutant  Ve 26 mob- que pour 

l a  souche 20 1 1. 

Il e s t  aussi intéressant d e  remarquer qu'on retrouve l e  maximum d e  

nodules infectés par les deux souches Ve 26 mob- et 2011 dans le c a s  où elles sont 

également  présentes  dans l'inoculum. 

Nous avons ensuite étudié l e  nombre et le poids f ra is  des nodules 

formés ainsi que le  poids s e c  des jeunes plantes d e  luzerne, ceci  dans les mêmes 

conditions expérimentales d e  culture et d e  concentrations des deux souches dans 

l'inoculum. 

L'ensemble d e  ces  résultats  e s t  représenté dans les figures 8, 9 et 

On cons ta te  une similitude e n t r e  les trois courbes obtenues ; le  

nombre de  nodules formés par plante, leurs poids et le poids sec  des jeunes plantes d e  

l u z e r n e  v a r i e n t  e n  f o n c t i o n  d e  la  p r o p o r t i o n  d e s  d e u x  s o u c h e s  p r é s e n t e s  d a n s  



Rapport Ve 26 rizob- 
20% i, 

l 

FIGURE 7 - E f f e t  du rapport d e  concentration des  souches d e  R.  mel i lo t i  
Ve 26 mob- lthoculum, sur l e  nombre de nodules occup& par 

2011 
ces deux souches. 

Etude effectuée sur 50 nodules. 

Légende : O : 20 1 1 

A : V e  26 mob-. 

: 201 1 et V e  26 mob-. 









l'inoculum. Le nombre de nodules, leurs poids ainsi que le  poids des plantules les plus 

f a i b l e s  s o n t  o b t e n u s  quand l e s  d e u x  s o u c h e s  s o n t  en p r o p o r t i o n s  é g a l e s  d a n s  

1'inoculum. 

RICE et coll. (93b) obtiennent des résul ta ts  analogues avec  deux 

autres  souches d e  R. meiiioti isolées au Canada, l'une à i1Est et l ' aut re  à l 'Ouest. 

MAQBUL et al. (76b) signalent que la colonisation d e  la rhizosphère 

p a r  d e s  s o u c h e s  d e  R. japonicum d é p e n d  d e  l ' e f f e t  a n t a g o n i s t e  d e  c e r t a i n s  

microorganismes. 

3.2.2.3 - Discussion et conclusion 

L'ensemble d e  cette étude sur la compét i t iv i té  e n t r e  le  mutant d e  

R. meiiloti Ve 26 mob- et l a  souche d e  R. meliloti 2011, laisse penser qu'un "e f fe t  

d'antagonisme" se manifeste e n t r e  les deux souches. 

En effet ,  l e s  résultats  les plus faibles sont obtenus quand les deux 

souches inoculées sont  à concentra t ion égale  ; ils augmentent  au fur et à mesure que 

la concentration d e  l'une ou d e  l 'autre souche augmente dans l'inoculum. Par  contre,  

quand l a  souche 2011 se  t rouve e n  présence de  la souche mutante  Ve 26 mobi, cet 

"effe t  d'antagonis t e t t  es t  masque par l ' e f f e t  de  la mobilité, principale di f férence 

exis tant  entre  les deux souches. 

L e  rôle d e  la  mobilité dans les phénomènes d e  compéti t ion e t  d e  

n o d u l a t i o n  e n t r e  souches  b a c t é r i e n n e s  du g e n r e  Rhizobium vis-à-vis d e  j eunes  

plantes-hôtes e s t  donc de t o u t e  première importance. 





Dans l a  p remiè re  pa r t i e  d e  n o t r e  t ravai l ,  nous avons c h e r c h é  

à i so ler  des  m u t a n t s  a f f e c t é s  su r  les  c a r a c t e r e s  de mobi l i té  et d e  ch imio tac -  

t i sme ,  à par t i r  d ' une  souche  d e  Rhizobium mel i lo t i  Ve 26 reconnue  mobile  

et possédant  une  fonct ion  ch imio tac t ique  (27). Trois  t y p e s  d e  m u t a n t s  o n t  

pu ê t r e  isolés : un m u t a n t  non mobile  : mob-, un a u t r e  non ch imio tac t ique  : 

che- et enfin un m u t a n t  hypermobile  : mob'. N o u s  n ' a v o n s  pas réuss i  a 

i so ler  d e  phénotype  hyperchimiotact ique.  A n o t r e  connaissance,  aucun  a u t e u r  

n ' a  pu à ce jour m e t t r e  e n  év idence  d e  t e l s  mutants .  

Nous nous s o m m e s  ensui te  i n t é re s ses  à é t u d i e r  leurs propr ié tés  

symbiot iques  e n  mi l ieu  liquide. La fo rma t ion  d e  nodules sur  l e s  rac ines  

d e  jeunes p l an te s  d e  luze rne  par  les  d i f f é r e n t s  m u t a n t s  isoles a ins i  que 

leur  e f f ic ience ,  s o n t  équiva lentes  à ce l les  d e  l a  souche  pa ren ta l e  R. mel i lo t i  

Ve 26. Cec i  nous  laisse penser  qu 'en mil ieu liquide l a  mobi l i té  et l e  chimio- 

t a c t i s m e  ne  s e r a i e n t  pas  nécessa i res  dans  ces processus. NAPOLI et coll. 

(82) d 'une  par t ,  et AMES et coll. (7) d ' a u t r e  par t ,  ob t iennent  d e s  r é su l t a t s  

s imi la i res  r e spec t ivemen t  su r  R. tr i fol i i  et sur  R. meli lot i .  C e s  au teu r s  

m o n t r e n t  é g a l e m e n t  que  l e s  f lagel les  n e  s o n t  pas ut i l isés  par  l e s  souches 

d e  Rhizobium pour  leur  a t t a c h e m e n t  sur  l e s  points d ' infect ion racinaires .  

P a r  ai l leurs ,  lorsque nous a v o n s  procédé  à des  inoculat ions 

m i x t e s  e n  s u b s t r a t  solide e n  mini-serre, l a  mobil i té  et l e  ch imio tac t i sme  

c o n f è r e n t  un a v a n t a g e  incontes table  dans  l e s  processus d ' infect ion et d e  

nodulat ion lors  d e s  phénomènes  d e  compé t i t i v i t é  e n t r e  souches d e  Rhizobium. 

En e f f e t ,  un inoculurn c o n t e n a n t  1 bac t é r i e  V e  26 mobf pour 10 000 bac té r i e s  

V e  26 mob- ou  V e  26 che-, est très compé t i t i f  et p e r m e t  d ' i n fec t e r  l e  plus d e  

nodules. C e s  r é s u l t a t s  vont  dans  l e  m ê m e  s e n s  que  c e u x  obtenus  pa r  d ' au t r e s  

a u t e u r s  (70, 82, 84). 



Dans la dernière par t ie  d e  n o t r e  travail,  nous avons comparé  

l a  compéti t ivité d e  la  souche d e  R. rneliloti 201 1 ,  très peu mobile dans 

nos conditions habituelles d'expérimentation, et cel le  des  mutants  d e  R, 

rneliloti Ve 26 mobf et Ve 26 mob-. C e t t e  é t u d e  nous permet d e  penser 

qu'il y a un ce r ta in  e f f e t  "d'antagonist el' pour l ' infection e n t r e  l a  souche 

2011 et l e  mutant  Ve 26 mob-. C e t  e f f e t  s e  trouve "masqué" quand l a  souche 

201 1 es t  inoculée en  mélange a v e c  le mutan t  V e  26 mobf. Ceci  nous démontre  

d e  façon c la i re  l e  rôle important  que peut jouer la  mobilité dans les  phéno- 

mènes d e  compéti t ion e n t r e  souches bactériennes de  Rhizobium. 

Il e s t  aussi intéressant d e  no te r  que la  technique d e  reconnais- 

sance des souches d e  Rhizobium par marquage aux antibiotiques s 'avère  

assez bien appropriée pour c e s  travaux d e  compét i t iv i té  et ne provoque 

pas d 'al tération des  propriétés symbiotiques des souches étudiées. C e s  résul- 

t a t s  sont en  accord a v e c  ceux obtenus par cer ta ins  auteurs  (44, 90, 100). 

L'ensemble d e  nos travaux montrent  qu'il e s t  intéressant d'uti- 

liser des souches d e  Rhizobium t r è s  mobiles et dotées  d'une fonction chimio- 

tac t ique pour les inoculations art if iciel les aux champs des Légumineuses. 

C e s  deux propriétés doivent jouer un rôle important dans les phénomènes 

d e  compétition. 
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R E S U M E  



Résumé. - Dans la  première part ie du travail,  l ' influence de  la  mobilite et du 

chimiotactisme sur la compét i t iv i té  est é tud iée  aprés  isolement d e  mutants  a f f e c t é s  

sur ces carac tè res  et préparés à partir  d e  la souche de Rhizobium melfioti Ve26. Trois 
1 types  d e  mutants  ont été isolés : un mutan t  non mobile (mob-1, un mutant non 
1 

chimitactique (che-) et un mutan t  hypermobile (mobf). Toutes les souches étudiées on t  

été rendues résistantes à d e s  antibiotiques d i f f i r en t s  afin de  pouvoir les identif ier  

dans les tes ts  biologiques. D e  te ls  marquages n'ont pas  provoqué d 'al tération de  leurs 

propriétés symbiotiques. 

1 En mil ieu l iquide,  l e s  m u t a n t s  n e  p r é s e n t e n t  pas  d e  d i f f é r e n c e  d e  l e u r  

infectivité e t  d e  leur ef f ic ience par rapport au  type sauvage parental. 

En subst ra t  solide (essais en mini-serre expérimentale), la  mobilité et l e  
l chimitactisme confèrent un avantage compéti t if  incontestable lors d'inoculations 

mixtes de  souches de  R. meliloti. 

L a  seconde partie du travail  concerne l 'étude d e  la  compéti t ivité d'une a u t r e  

souche de  R. meli loti  (2011) a v e c  les mutants  de  la souche Ve26 (mob+ et mob-). Un 

e f f e t  antagoniste pour la nodulation e n t r e  la  souche 2011 et le mutant Ve26 mob- est 

mis en  évidence ; l ' importance de la mobilité e s t  d e  toute  première importance 

puisque cet e f f e t  e s t  l'masquéll quand la souche 2011 e s t  inoculée avec  l e  mutant Ve26 

mob+. 

Mots-cl& : Mobi l i t é ,  C h i m i o t a c t i s m e ,  C o m p é t i t i v i t é ,  A n t a g o n i s t e ,  Mini-serre,  

Rhizobium meliloti. 


