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A B R E V I A T I O N S  
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a t m  
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c p m  
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DO 

E D  

EDTA 
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Kb  

kg 
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M 

MC 

Mdal 

m g  
min  

m l  

mM 

ac ide  désoxyribonucléique.  

adénosine di phosphate .  

a c i d e  r ibonucléique.  

a tmosphère .  

adénosine t r iphosphate .  

acétate d 'urane .  

deg ré  Celsius. 

coups  par min. 

c o n s t a n t e  d e  si mil i tude.  

désoxy-cytidine-triphosphate. 

dens i t é  opt ique.  

e a u  dis t i l lée.  

éthylène-diamine-tétra-acétate. 

g ramme.  

J é s u s  Chris t .  

kilobase. 

ki logramme. 

l i t re .  

mole ou molaire .  

m i tomyc ine  C. 

mégadal ton.  

mè t r e .  

mil l igramme. 

minute.  

millil i tre.  

mil l imole ou mil l imolaire .  

mi l l imèt re .  

"mult ipl ici ty of infect ion".  
- 6 

microg ramme = 10 g. 
-6 

microl i t re  = 10 1. 

n o t a  bene. 



NTG : N-méthvl-NI-Nitro-N-Nitrosoguanidine. 
- 9 

nm : nanomèt re  = 10 m. 

3 2 ~  : phosphore 32 rad ioac t i f .  

PEG 

P T  

Pi 

QSP 

R-M 

RTD 

SSC 

sec 

t 

Tr is  

t / m i n  

U F P  

U V  

v /v 
W 

polyé thylène  glycol.  

phosphotungs ta te .  

phosphate  inorganique.  

q u a n t i t é  su f f i s an t e  pour. 

res t r ic t ion-modif ica t ion .  

" rout ine  test dilution". 

s t anda rd  sa l ine  c i t r a t e .  

seconde.  

tonne.  

tris-hydroxy-méthyl-amino-méthane. 

t o u r s  par  min. 

uni té f o r m a n t  plage.  

u l t rav io le t .  

vo lume sur  volume.  

w a t t .  
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A V A N T - P R O P O S  



Sur notre planète, le déséquilibre dans la répartition des richesses protéiques 

devient chaque jour plus important et  alarmant. En effet, la production de 

protéines tend à s'élever légèrement alors que la population mondiale 

s'accroît de façon exponentielle. Le déficit du bilan protéique par terrien ne 

cesse alors de s'accentuer avec toutes les distorsions économiques et sociales 

qui peuvent en résulter. 

Pour remédier à cet état de fait, il est nécessaire dans un premier temps 

d'accroître la production de protéines et ensuite de la répartir de façon 

équitable. 

Dans la biosphère, les principaux éléments d'importance biologique passent de 

manière cyclique de l'état organique à l'état minéral et  vice-versa. Les cycles 

les mieux connus, ceux du carbone, du  soufre et de l'azote maintiennent à eux 

trois un équilibre stable entre la biosphère de notre planète et la 

chimiosphère. L'azote est après l'eau le facteur limitant de la production 

agricole qui elle-même conditionne la survie et le développement de l'espèce 

humaine. La seule réserve d'azote disponible dans le monde est I'azote 
12 atmosphérique. ~ s t i m é e  à 4 x 10 tonnes, elle est pratiquement infinie. 

 étape critique du cycle de l'azote est le stade de la fixation biologique de 

I'azote, c'est-à-dire son passage de l'état moléculaire inorganique à l'état 
6 organique. On estime cette fixation biologique à 174 x 10 t par an, soit 

6 environ 70 pl00 de la quantité totale (260 x 10 t), d'azote fixé sur terre 

chaque année. 

Elle se réalise dans la nature grâce à des microorganismes tels que les 

bactéries et  les cyanobactéries (autrefois appelées Cyanophycées ou algues 

bleu-vert). Ces bactéries, telles Clostridium, Klebsiella, Pseudomonas peuvent 

fixer I'azote à l'état libre. Le Rhizobium, par contre, ne fixe I'azote 

atmosphérique que lorsqu'il entre en symbiose avec les plantes de la famille 

des ~égumineuses. Il induit chez celles-ci la formation de nodules ou nodosités 

racinaires dans lesquels a lieu la transformation de l'azote gazeux en 

ammoniac grâce à u n  complexe enzymatique la nitrogénase. Cette réaction, 

coûteuse en énergie, nécessite 28 moles dlATP par mole d'azote réduit. Les 

cyanobactéries capables de fixer I'azote à l'état libre peuvent aussi la réaliser 

en association avec certains gymnospermes de régions tropicales ou 



subt ropica les .  C e r t a i n e s  A c t i n o m y c è t e s  (bac tér ies  a y a n t  un a s p e c t  f i lamenteux  

l e s  f a i s a n t  ressembler  à d e s  Champignons  infér ieurs )  peuvent ,  e l l e s  aussi,  f ixer  

I ' a z o t e  e n  assoc ia t ion  a v e c  d e s  Angiospermes  non légumineuses  t e l  l ' aune  par  

exemple .  L e s  symbioses  a v e c  nodos i tés  sont  d e s  s y s t è m e s  f i xa t eu r s  plus 

e f f i c a c e s  que  l e s  b a c t é r i e s  f i x a t r i c e s  l ib res  et l e s  s y s t è m e s  associat i fs .  En 

e f f e t ,  ces de rn i e r s  ne  f i x e n t  I ' a zo t e  que  pendan t  d e  c o u r t e s  périodes 

co r r e spondan t  à d e s  condi t ions  d 'envi ronnement  propices.  L a  symbiose 

R h i z o b i u m - ~ é g u m i n e u s e  est responsable  à e l l e  seu le  d e  l a  f ixa t ion  d e  près  d e  

l a  mo i t i é  d e  I ' a zo t e  f i xé  annue l l emen t  par  voie biologique [HARDY et 

HAVELKA (12511. 

Qu 'e l l e  soi t  d 'o r ig ine  biologique ou chimique,  l a  s y n t h è s e  d ' ammoniac  

n é c e s s i t e  d ' impor t an t e s  dépenses  e n  énergie.  L a  s y n t h è s e  d 'engra is  a z o t é s  

(p rocédé  F .  HABER et BOSCH 1943) s ' e f f e c t u e  à grand  r en fo r t  d ' énerg ie  

foss i le  non renouvelable  dans  d e s  dé la i s  raisonnables. U n e  e s t ima t ion  fa i sa i t  

état d ' une  u t i l i sa t ion  d e  2 mil l ions d e  bari ls  d e  pé t ro l e  e n  1975. Qu 'en  est-il  

d e  nos  jours ? C e s  ch i f f r e s  pa r l en t  d 'eux m ê m e s  et m o n t r e n t  l ' impor t ance  

économique  du processus  d e  l a  f ixa t ion  d e  I ' a zo t e  pa r  voie biologique. 

L 'op t imi sa t ion  d e s  s y s t è m e s  symbiot iques ,  d é c r i t s  p r é c é d e m m e n t ,  ainsi que  

l eu r  ex tens ion  à d ' a u t r e s  e s p è c e s  végé t a l e s  t e l l e s  q u e  l e s  cé réa l e s ,  par 

e x e m p l e ,  p e r m e t t r a i e n t  d ' a u g m e n t e r  l e s  r e n d e m e n t s  e n  p ro t é ines  et d e  

r éa l i s e r  d ' i m p o r t a n t e s  économies  d 'énergie.  

L e s  composan t s  du couple  R h i z o b i u m / ~ é g u m i n e u s e ,  c h a c u n  e n  ce qui l e s  

c o n c e r n e ,  jouent un rô le  i m p o r t a n t  dans  l a  f ixa t ion  symbiot ique  d e  I 'azote.  Ils 

n e  s o n t  pas  l e s  seuls ,  l e  sol, l a  rh izosphère  et l e  rhizoplan in t e rv i ennen t  

é g a l e m e n t  : l e  sol  par  sa s t r u c t u r e ,  son humidi té  et  sa composi t ion  ; l a  

rh izosphère  et le  rhizoplan pa r  l a  n a t u r e  d e s  g e r m e s  p r é s e n t s  ainsi q u e  par  l e  

rô le  joué pa r  l e s  exc ré t i ons  rac ina i res .  C e t t e  zone  pr iv i lég iée  e s t  l e  s iège  d e  

l a  c r o i s s a n c e  d ' u n e  m i c r o f l o r e  v a r i é e  o ù  s e  d é r o u l e n t  d e  n o m b r e u x  

phénomènes  d e  c o m p é t i t i o n  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  souches  bac t é r i ennes  mais  

é g a l e m e n t  sous l ' a c t i on  d e s  bac t é r iophages  don t  l a  p ré sence  dans  cette zone  

e s t  quas i -permanente .  

N o t r e  t r ava i l  a p o r t é  sur  l ' é t u d e  d'un d e s  é l é m e n t s  i m p o r t a n t  d e  la  

rh i zosphè re  d e  Rhizobium : l e s  bac t é r iophages  d e  Rhizobium meli lot i .  Avant  



d e  d é c r i r e  nos r é su l t a t s  expé r imen taux ,  nous allons, dans  un p remie r  temps ,  

é t u d i e r  l e  phénomène  d e  la  symbiose  R h i z o b i u m - ~ é g u m i n e u s e  puis, ensui te ,  

t r a i t e r  de s  phages  en  géné ra l  et, enfin,  d e s  phages  d e  Rhizobium, e n  

par t icu l ie r .  



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



1. - LA SYMBIOSE RHIZOBIUM-LEGUMINEUSE 

L a  c u l t u r e  des  ~ é g u m i n e u s e s  des t i nées  à l ' a l imen ta t i on  humaine,  r e m o n t e  au  

VIe mi l léna i re  a v a n t  J.-C. Des  pois, d e s  lent i l les ,  d e s  vesces et des  f è v e s  o n t  

e n  e f f e t  été mis  à jour lors  d e  foui l les  r éa l i s ée s  au  Moyen-Orient.  L e  har ico t  

é t a i t  consommé a u  Mexique, le  soja  e n  Ch ine  r e s p e c t i v e m e n t  4 000 a n s  et 

5 000 a n s  a v a n t  J.-C. L a  luze rne  f u t  u t i l i sée  pour l a  p r e m i è r e  fo is  c o m m e  

fou r r age  sous A lexandre  Ier d e  Macédoine (Ve s ièc le  a v a n t  J.-C.). L a  c u l t u r e  

ne  s ' é t end i t  à l 'Eu rope  qu ' à  pa r t i r  du XVe s ièc le  e n  m ê m e  t e m p s  que  ce l l e  du 

t r è f l e  violet.  L a  c u l t u r e  d e  ces deux ~ é g u m i n e u s e s  induis i t  l ' u t i l i sa t ion  a c c r u e  

dans  l ' a l imen ta t i on  humaine  d e  produits  an imaux  t e l s  que  le l a i t  et l a  viande. 

pa ra l l è l emen t ,  u n e  mei l leure  f e r t i l i s a t i on  d e s  sols g r â c e  à l eur  en r i ch i s semen t  

e n  a z o t e  par  l ' en fou i s semen t  d e  la  l uze rne  ou du t r è f l e  pe rmi t  d ' augmen te r  

l e s  r endemen t s  e n  cé réa l e s .  

Si  l a  d é c o u v e r t e  d e  l a  f i x a t i o n  d e  l ' a z o t e  a t m o s p h é r i q u e  p a r  l e s  

microorganismes  r e m o n t e  à l a  fin du s i èc l e  de rn i e r  [WINOGRADSKI (286)], 

l ' i so lement  du c o m p l e x e  e n z y m a t i q u e  n i t rogénase ,  responsable au  niveau du 

nodule d e  la  t r ans fo rma t ion  d e  I ' a zo t e  e n  ammoniac ,  est plus r é c e n t  [BULLEN 

et LECOMTE (54)]. Depuis  cette époque,  une  s o m m e  cons idérable  d e  t r avaux  

sc ien t i f iques  o n t  t r a i t é  d e s  a s p e c t s  d e  l a  f ixa t ion  biologique d e  I ' a zo t e  

a tmosphé r ique  p a r  l e  couple  bac tér ie -p lan te .  II s ' ag i t  d 'un  phénomène  

complexe  don t  l ' é t u d e  i n t é r e s s e  un n o m b r e  i m p o r t a n t  d e  spéc i a l i s t e s  : des  

physiologistes  d e s  végétaux ,  d e s  microbiologistes ,  de s  biochimistes ,  de s  

virologistes ,  d e s  géné t i c i ens  sans  oublier  l e s  hommes  d e  te r ra in .  L e s  enjeux 

son t  é n o r m e s  et v i taux  pour chacun d e  nous. Les  états qui e n  o n t  l e s  moyens, 

g a g n e r a i e n t  à a t t i r e r  b e a u c o u p  p l u s  d e  c h e r c h e u r s  v e r s  ce g e n r e  

d ' invest igat ion.  

L ' i m p o r t a n c e  d e s  n i t r a t e s  dans  la  nu t r i t r i on  d e s  p l an t e s  est connue  depuis  

l ong temps  ; e n  e f f e t ,  dè s  1814, H. DAVY é m e t  l 'hypothèse  que  l e s  n i t r a t e s  

s o n t  f o r m é s  aux d é p e n s  d e  l ' ammonium p r é s e n t  dans  le sol et d e  l 'oxygène  d e  

l ' a tmosphè re  [LECHEVALIER et SOLOTOROWSKY (173)l. E n t r e  1838 e t  1841, 

BOUSSINGAULT (42, 43, 44) con f i rme  l ' impor t ance  des  n i t r a t e s  d a n s  la  

nu t r i t ion  des  p l a n t e s  e n  m o n t r a n t  q u e  c e l l e s  qui s o n t  cu l t i vées  e n  p ré sence  

d 'une  solut ion d e  n i t r a t e s  c ro i s sen t  mieux  que ce l l e s  cu l t i vées  e n  p ré sence  

d 'eau .  L e s  t r avaux  d e  SCHLOESING e n  1868 (234) et 1873 (235) abou t i s sen t  à 



l a  démons t r a t i on  q u e  l a  n i t r i f ica t ion  est due  à d e s  microorganismes.  C e s  

t r avaux  f u r e n t  c o n f i r m é s  par WARINGTON (274). En 1889, WINOGRADSKI 

(285) i so le  d e s  g e r m e s  a p p a r t e n a n t  aux groupes  d e  su l fobac t é r i e s  et d e s  

f e r r o b a c t é r i e s  capab le s  d 'oxyder  d e s  subs tances  inorganiques,  l 'hydrogène 

su l furé  et l e s  se l s  fe r reux ,  ma i s  é g a l e m e n t  le  g a z  carbonique  et les  s e l s  

d ' ammonium,  ceci sans  lumière  ni a u t r e  appor t  d 'énerg ie .  C e s  g e r m e s  

t r a n s f o r m e n t  l e s  s e l s  d 'ammonium e n  n i t r i tes .  Quelques  a n n é e s  plus ta rd ,  i l  

i so le ,  à p a r t i r  d e  sols  d e  d i f f é r e n t e s  provenances,  d e s  microorganismes  

capab le s  d 'oxyder  l e s  n i t r i t e s  e n  n i t r a t e s .  C e s  ge rmes ,  cependan t ,  ne  peuvent  

p a s  oxyder  l ' ammoniac  e n  n i t r a t e s .  Il i so le  ensu i t e  une b a c t é r i e  anaérobie ,  

f i x a t r i c e  d ' azo t e ,  Clos t r id ium à l aquel le  i l  donne  e n  1902 (287) l e  nom 

d ' e spèce  d e  pas teur ianurn  en  hommage  à Louis PASTEUR. 

A. - L e s  microorganismes  f i x a t e u r s  d ' a z o t e  

L a  f ixa t ion  d e  l ' a z o t e  a tmosphé r ique  est possible c h e z  un c e r t a i n  nombre  d e  

b a c t é r i e s  et d e  Cyanophycées ,  à l ' é t a t  l ib re  ou en  symbiose. 

1 - L e s  b a c t é r i e s  f i x a t r i c e s  l i b r e s  

L a  d é c o u v e r t e  d e  ces g e r m e s  r e m o n t e  à 1901 lorsque M. BEIJERINCK (32) 

i so le  une  b a c t é r i e  aé rob ie  hé t é ro t rophe  capab le  d e  f i xe r  l ' a zo t e .  Il c r é e  a lors  

l e  gen re  A z o t o b a c t e r  a v e c  deux e spèces ,  A. ch roococum et A. agilis.  

Ac tue l l emen t ,  on t r o u v e  6 e s p è c e s  d 'Azo tobac t e r  et 3 d l A z o m o n a s  capables  

d 'u t i l i se r  l ' ammonium,  l e s  n i t r a t e s  ou l ' a z o t e  d e  l 'a i r  ou que lquefo is  l e  

g l u t a m a t e  c o m m e  seule  source  d ' a z o t e  [Bergey's  Manual of S y s t e m a t i c  

Bacter iology,  Ninth Edit ion (35)l. Au c o u r s  des  50 de rn i è r e s  années ,  un nombre  

i m p o r t a n t  d e  t r avaux  on t  r évé l é  l ' e x t r ê m e  diversi t é  des  b a c t é r i e s  l ib res  

f i x a t r i c e s  d ' azo t e .  On e n  r encon t r e ,  e n  e f f e t ,  dans  d e  nombreuses  famil les .  

El les  peuven t  ê t r e  hé t é ro t rophes  d e  t y p e s  r e sp i r a to i r e s  var iés  ou au to t rophes  

(chimio ou phototrophes) .  Pa rmi  cel les-ci ,  l e s  hé t é ro t rophes  o n t  été l e s  plus 

é tudiées .  Nous c i t e rons  A z o t o b a c t e r  (aérobie) ,  Clostr idiurn (anaérobie)  a v e c  e n  

par t icu l ie r  Cl. pas teur ianurn ,  Klebsiel la ,  Bacillus, Mycobac t e r ium et  une 

b a c t é r i e  ac idophi le  t rop ica le ,  Bei jer inckia.  C e s  g e r m e s  sont  capab le s  d e  

syn thé t i s e r  l eu r s  propres  pro té ines  à pa r t i r  d e  composés  a z o t é s  dans  des  

condi t ions  d 'oxygénat ion  compa t ib l e s  a v e c  l ' a c t i v i t é  d e  l a  n i t rogénase .  Notons, 

cependan t ,  q u e  c h e z  ces bac t é r i e s ,  l a  q u a n t i t é  d ' a z o t e  f i xé  est fa ib le  



A. a l j l is  
A. c l i rooc~ur r i  
A. vinclanc I 
II. mcli lot i  ti) 
B. indica 

lixcrit <.II ~~r6s r i1c r  (1'~) III~II \ 

dvcc iiiic tr;.s I,iil>ir c ~ i f c i r i i <  c 
0 , )  :i l 

I<Ii /.dnuin 
I)ci jcrinkia 
I'sciicloinonas 
Azos(>irilliiin 
Metliy lornonas 
M c t h y l ~ ~ o c c i i s  
~ \ rad~rh iLo l iu r r i (~ )  

A. lipolcriirn 

Klcbxiclla 
I~ntcrobactcr 
Cx.l\criclua 
Ci  trobactcr 
l>aullus 

K. ~>ncurnoiuac 
1:. acrogcncs 
E. col i  

13. polymyxa 

Closiridium C .  pùstcurimiiin 

Ariabacrna 
Nostoc 

A. cylinclrira 
N. rnuscosuin 

IIC f i  xr i i t  <lii'vri (III Iieii 
pauvrr cil uxygciir 

Azoiobactcr 

A~osp i  r i  l luin A. IipoInriirn 
A. brasi lcnsc 

Azot&actcr 
I\ci jcrinkia 
I'sciicloirici~as 
Artlirobactcr 

1'. Iliiorcsccns 

Oi~:.irii~iiirs Iiu.itriirs Iibrrc r t  l ix i i t ioi~s ,issociativcs d'droit [<I'dl)rcs les travdiix <Ic YIIL\\'Al:i ( Z > h ) .  
I\Lc)NI)I:Ali (33) c l  I'LJLCIZAI: c l  al. (223)l 

(.O \)iicl<liirs ',oii< liri (II. iricliloti cri ~>,irticiilicr) ~>ro<lii isriit 5 I'6tat librc <Ir I'azotr 5 ~>;ii-tii- <Ir iiiti.itcs cil ~ o i i ~ l i t i i ~ i i s  
~ 1 1 1 ~ 1 6 r o l ~ i ( - ~  1 I>ANII:L c l  al. (SI)\. 

(1)) i liic .ii iivri<: iirt1-og6ii.iv<luc <-lie/: Ics cr l l i i l rs Iil)rrs a ét6 (I6rclcc iii,us i i i i iqi i r i~ici i t  < Id i i~  O c  r»ii(lit ioii\ CI<' < i i l t i i i r  
t i c \  I,i i l~lc 1.iiix < I ' o u y g ~ i i e  (KI I I< [ 'Z  c t  Lo l l l l lL  (168). MrCOMI\E c t  al. (75) .  I'A(;,\N c l  .il. (7lO)l.  



( t ab l eau  1). P a r m i  l e s  f o r m e s  f i x a t r i c e s  libres, l e s  Cyanophycées  possédant  d e s  

hé t é rocys t e s  son t  c e r t a i n e m e n t  ce l l e s  qui f i x e n t  l e  plus d 'azo te .  Possédant  un 

mé tabo l i sme  photosynthé t ique ,  e l l e s  o n t  un t r è s  g rand  a v a n t a g e  par  r appor t  

aux non photosynthé t iques  (ATP et produi t s  ca rbonés  appor t é s  par  l a  

photosynthèse) .  D e  ce f a i t ,  e l l e s  jouent  un rô le  i m p o r t a n t  dans  l a  colonisat ion 

des  zones  qui s o n t  f a v o r a b l e s  à l a  c ro issance  d e  nombreux a u t r e s  organismes  

f i x a t e u r s  d ' azo t e .  Ainsi, ces b a c t é r i e s  à l ' é t a t  l ib re  ou quelquefois  e n  

assoc ia t ion  a v e c  d e s  champignons  (lichens) peuven t  f i xe r  e n t r e  2 5  et 100 kg  

d ' a z o t e  par h e c t a r e  et p a r  a n  d a n s  les  eaux  s t a g n a n t e s  ou les  sols  inondés. II 

e x i s t e  é g a l e m e n t  d e s  f i x a t i o n s  a s s o c i a t i v e s  r h i z o s p h é r i q u e s  c h e z  d e  

nombreuses  e s p è c e s  d e  g r a m i n é e s  a l imenta i res .  L e s  plus connues  sont  c e l l e s  

d e  Ozyza sativa - Azotobacter et d e  Zea mays - Enterobacter - Klebsiella - 

Pseudomonas. U n e  assoc ia t ion  e f f i c a c e  f o r t  i m p o r t a n t e  dans  nos rég ions  

s ' é t a b l i t  e n t r e  l a  b e t t e r a v e  à s u c r e  Saccharum offianarum et d e s  gen re s  t e l s  

Enterobacter - Klebsiella et Pseudomonas. L e  t ab l eau  1 d é c r i t  l es  d i f f é r en t s  

o rgan i smes  et s y s t è m e s  f i x a t e u r s  l ibres  ainsi q u e  l e s  q u a n t i t é s  d ' a z o t e  f i x é e s  

d ' ap rè s  l e s  t r avaux  d e  STEWART (256), BLONDEAU (38) et PELCZAR et al. 

(2 14). 

Bien q u e  non négl igeable ,  l a  f ixa t ion  d e  l ' a z o t e  a tmosphér ique  par l e s  

microorganismes  l i b r e s  est peu  impor t an t e .  L a  con t r ibu t ion  ma jeu re  provient  

d e s  s y s t è m e s  symbiot iques.  P a r m i  ceux-ci,  l ' a ssoc ia t ion  R h i z o b i u m - ~ é g u m i n e u s e  

t i e n t  l a  p r e m i è r e  place.  Viennent  ensu i t e  l e s  assoc ia t ions  symbiot iques  e n t r e  

l e s  Cyanophycées  et l e s  Ac t inomycè te s  a v e c  l e s  p l an t e s  non ~ é g u m i n e u s e s .  

2 - Les bactéries fixatrices symbiotiques 

a) L e  g e n r e  Rhizobium 

C ' e s t  à BEIJERINCK (30) que  nous  devons l ' i so l emen t  à pa r t i r  d'un nodule du 

p r e m i e r  g e r m e  c a p a b l e  d e  f i x e r  l ' a z o t e  e n  s y m b i o s e ,  Rhizobium 

legurninosarum. Depuis  l e s  t r avaux  d e  BALDWIN (19), nous savons que  t o u t e s  

l e s  e s p è c e s  de  Rhizobium ne  f i x e n t  p a s  l ' a zo t e  e n  assoc ia t ion  a v e c  n ' impor t e  

que l le  Légumineuse.  Il ex i s t e ,  e n  effet, une spéc i f i c i t é  a s sez  é t ro i t e .  De  plus, 

l e s  t r avaux  d e  VINCENT (267) o n t  mon t r é  q u e  l a  v i t e s se  d e  c ro issance  n ' é t a i t  

pas  i den t ique  pour t o u t e s  l e s  e s p è c e s  d e  Rhizobium. 



S e p t  groupes  d ' inocula t ions  c ro isées  o n t  ainsi été définis ,  q u a t r e  i nc luan t  les  

e s p è c e s  à c ro i s sance  rap ide  et t ro is  c e l l e s  à c ro i s sance  l e n t e  ( tab leau  2). 

Groupes  d ' inocula t ion  Espèce  d e  Rhizobium Cro i s sance  

Pisum (Pois), Vicia (Vesce), 
Lens (Lenti l le)  

Melilotus (Melilot) 
Medicago (Luzerne)  

Trigonella (Trigonelle) 

Trifoiium (Trèf le )  

Phaseolus (P. vulgaris) 
(Har ico t )  

Glyane  (Soja) 

Lupinus (Lupin) 
Ornithopus (Pied d 'Oiseau)  

"Cowpea group" 
Vigna. ~ é g u m i n e u s e s  t rop i ca l e s  

R. leguminosarum 

R. meliloti 

R. trifolii 

R. phaseoli 

R. japonicum 

R. lupini 

R. "du Cowpea group" 

- 

rap ide  

rap ide  

rap ide  

rap ide  

l e n t e  

l e n t e  

l e n t e  

Tableau  2 - Groupes  d ' inoculat ion du  g e n r e  Rhizobium d ' ap rè s  VINCENT 
(267). 

C e r t a i n e s  e s p è c e s  d e  Rhizobium o n t  c e p e n d a n t  une  spéc i f i c i t é  d ' h ô t e  plus ou 

moins large.  C ' e s t  l e  cas d e  R. leguminosarum, R. tt-îfolii et R. phaseoli qui 

s o n t  capab le s  d e  noduler  d e  nombreuses  p l an t e s  h ô t e s  communes .  En 1970, 

VINCENT e t  HUMPHREY (271) o n t  m o n t r é  q u e  ces t ro i s  souches  t r è s  p roches  

séro logiquement  é t a i e n t  c e p e n d a n t  bien d i s t i nc t e s  d e  R. meiiloti. C e t t e  

c lass i f ica t ion  f u t  pendan t  que lque  t e m p s  r e m i s e  e n  quest ion sans  cependan t  

q u e  l ' on  puisse y a p p o r t e r  d e  modi f ica t ions  majeures .  Cependan t ,  e n  1982, 

VINCENT (270) propose  d e  regrouper  e n  une  seu l e  e s p è c e  R. leguminosarum, 

R. trifolii et R. phaseoli, d e  ga rde r  le  s t a t u t  d ' e s p è c e  à R. meliloti et d e  

r a s semble r  l e s  e s p è c e s  d e  Rhizobium à c ro i s sance  l e n t e  dans  l e  g e n r e  

Bradyrhizobium. U n e  nouvelle  e spèce ,  R. loti, e s t  c r é é e  par  JARVIS et al. 

(141). C e t t e  c lass i f ica t ion  p révau t  à l ' h eu re  a c t u e l l e  et appa ra î t  dans  "The 

ninth ed i t ion  of BERGEY 'S Manual of D e t e r m i n a t i v e  Bacteriology" (3 5 )  

( tab leau  3). 



~ a c t 6 r i e s  Plantes  hôtes 

Rhizobium à croissance rapide 

I i .  nieliloti - DANGEAIZD (80) Medicago, Meiilotus e t  Trigonella 

li. lcgurninosarurn - F R A N K  (109) 
L%iovar - trifolii  
Biovar - phaseoii 
Diovar - vicaea  

K. loti - JARVIS, PANKHUKST e t  
PATEL (141) 

Trifoiiurn spp. 
P haseolus vulgaris, P. multi f loris 

Pisum, Lathyrus, Lens, Vicia 

Lupinus, Lotus, Anthyllis, 
Ornithopus, Cicer, Caragana,  

Leucaena, Mirnosa. (Certaines plantes 
son t  éga lement  nodulées par Dradyrhizobium 

Rhizobium a croissance len te  

Dradyrhizobium - JORDAN (143)  

Dradyrhizobiurn japonicum 
[IZhizobiurn japonicum - KIRCt1NER (1  5411 

Dradyrhizobium spp. 
Dradyrhizobiurn sp. (Vigna) 

Dradyrhizobiurn sp. (Lupinus) 

Glycine rnax, 
Macroptiiium atropurpurcum 

Vigna, Arachis et de  nombreuses au t res  
genrcs  e t  espèces 

Lotus pedunculatus, Lupinus sp. 

Tableau 3 - Classification actuelle du genre Rhizobium. 

b) Les Cyanophycées 

Elles peuvent fixer l'azote en symbiose avec des plantes de natures très 

diverses allant des Bryophytes aux Angiospermes ou même avec certains 

Champignons. L'association Azolla (Ptéridophyte)-Anabaena a une capacité 

fixatrice voisine de  celle de certaines symbioses Rhizobium-Légumineuse. 

Anaeba e t  Nostoc peuvent également fixer l'azote en association avec des 

Gymnospermes de la famille des Cycales mais dans des proportions plus 

modestes. Enfin, Nostoc est capable d'entrer en symbiose avec une 

Angiosperme, Gunnera, avec des rendements assez élevés. 

c) Les ~ct inomycètes  

U n  certain nombre d'Angiospermes non Légumineuses, essentiellement des 

arbres ou arbrisseaux dicotylédones, possèdent des nodosités fixatrices d'azote 

sur leur système racinaire. L'endophyte colonisant ces nodosités n'est pas un 



Rhizobium ma i s  un Act inomycète .  L e s  macrosymbiontes  son t  r épa r t i s  en  13 

genres  c o m p o r t a n t  342 e spèces  au  t o t a l  [BLONDEAU (38)]. Nous c i te rons ,  

pour exemple ,  une  e s p è c e  t r è s  r épandue  en  F r a n c e ,  l 'aune (Alnus). Sur 36 

e spèces  connues,  3 2  s o n t  pourvues d e  nodules e f f ic ien ts .  C e t t e  f ixa t ion  e s t  si 

i m p o r t a n t e  qu ' e l l e  e s t  à l a  base d e  l 'équil ibre a z o t é  d e  nombreux écosys t èmes  

fo re s t i e r s  et est l a  seule  source d ' a z o t e  pour d e s  t e r r a ins  t e l s  que  les  

mora ines  g l ac i a i r e s  [CAMPBELL (64)l. L e  mode d ' infect ion d e  ces plantes  

s emble  s imi la i re  à celui  déc r i t  c h e z  Rhizobium ; cependant ,  d e s  doutes  

subs is ten t  c a r  l ' inocula t ion  des  rac ines  a u  moyen d e  cul tures  bac t é r i ennes  e s t  

t r è s  difficile.  P o u r t a n t ,  CALLAHAM et al. (62) o n t  réussi à i n f e c t e r  une non 

Légumineuse d e  l a  fami l le  des  ~ ~ r i c a c é e s ,  Compton ia  pe reg r ina  a v e c  son 

endophyte  e x t r a i t  d e  nodules et cu l t i vé  i n  vitro. De nombreux c r i t è r e s  

prouvent  la  n a t u r e  p roca ryo te  d e  cet endophyte  et son analogie d e  s t r u c t u r e  

a v e c  un ~ c t i n o m y c è t e .  BECKING (28) a proposé d e  rassembler  les  endophytes  

capab le s  d e  noduler  ces Angiospermes non ~ é g u m i n e u s e s  au sein d e  l a  fami l le  

d e s  ~ r a n k i a c é e s  c o m p r e n a n t  dix e s p è c e s  a v e c  F r a n k i a  alni c o m m e  e s p è c e  type  

(espèce  d l ~ c t i n o m y c è t e  se divisant  dans  plus d'un plan). 

A u t r e  mani fes ta t ion  d e  l a  symbiose 

C h e z  Psycho t r i a  bac t e r ioph i l a  (Famil le  d e s  Rubiacées) ,  on observe  d e s  nodules 

fo l ia i res  desquels  a été i so l ée  Klebsiel la  rub race rum,  b a c t é r i e  connue  pour 

f ixer  l ' a z o t e  à l ' é t a t  l ibre [SILVER et al. (243), CENTIFANTO et SILVER 

(69)l. Cependan t ,  l a  nodulation d e  l a  p l an te  par  son endophyte  n ' e s t  pas 

toujours réal isable.  L a  b a c t é r i e  f i x a t r i c e  n e  se rencon t r e  pas  s e u l e m e n t  au  

niveau des  nodules ma i s  on en  d é t e c t e  t r è s  souvent  dans  les t issus d e s  feui l les  

d e s  t i ges  et d e s  graines.  II semble q u e  ce t y p e  d e  f ixa t ion  so i t  assez  

part icul ier .  Une  bac t é r i e  syn thé t i s e ra i t  des  phytohormones induisant  l a  

fo rma t ion  d 'un pré-nodule. Celui-ci s e r a i t  ensu i t e  colonisé pa r  le  symbionte  

qui é t ab l i r a i t  a lo r s  l a  f ixa t ion  [BLONDEAU (38)l. 

B. - L e  macrosymbion te  

De tous  les  s y s t è m e s  f ixa t eu r s  d ' a z o t e  p r é c é d e m m e n t  décr i t s ,  celui  qui 

prédomine  est l ' assoc ia t ion  symbiotique Rh izob ium-~égumineuse .  Elle est 

capab le  d e  f ixer  e n t r e  200 et 500 kg d ' a z o t e  par h e c t a r e  et par  an ,  ce qui 

r ep résen te  à l ' éche l le  mondiale 80 x 106 t d ' a z o t e  f ixé annuel lement  



(à t i t r e  d e  compara ison ,  no tons  que  l a  product ion  d 'engra is  a z o t é s  est pour la  
6 m ê m e  pér iode  d e  l ' o rd re  d e  55  x 10 t). 

L a  f ami l l e  des  ~ é g u m i n e u s e s  comprend  quelques  20 000 e s p è c e s  pour 700 

genres .  S e u l e m e n t  15 p l 0 0  d e  c e s  e s p è c e s  o n t  été é tudiées .  Il r e s t e  donc  

envi ron  17  000 assoc ia t ions  plante-Rhizobium à découvr i r ,  d é c r i r e  et 

comprendre .  L a  p lupar t  d e s  ~ é g u m i n e u s e s  e x a m i n é e s  sont  ag ronomiquemen t  

i m p o r t a n t e s  et cor respondent  aux  p l an t e s  fou r r agè re s  et à graines.  L e s  

i nves t iga t ions  p o r t a n t  sur  l e s  ~ é g u m i n e u s e s  t rop i ca l e s  sauvages  n e  f o n t  que  

c o m m e n c e r .  Il s ' a v è r e  qu 'e l les  o n t  un rô le  t r è s  i m p o r t a n t  d a n s  l e s  

é c o s y s t è m e s  d e  ces régions. L a  f ami l l e  d e s  ~ é g u m i n e u s e s  f a i t  p a r t i e  d e  

l ' o rd re  d e s  Rosales. El le  est divisée e n  t ro i s  sous-famil les  : l e s  Mimosacées,  

l e s  Césa lp inées  et l e s  Papil ionacées.  

1 - Les ~ i m o s a c é e s  (2 900 espèces) s o n t  su r tou t  r ep ré sen tées  pa r  d e s  a rb re s  

et des  a rbus tes .  L a  p lupar t  son t  t rop icaux .  C i tons  l 'Acac ia ,  l e  Mimosa et l e  

Leucaema .  

2 - Les Césalpinées (1 800 espèces) sont  e s sen t i e l l emen t  d e s  a r b r e s  et 

a r b u s t e s  o rnemen taux  des  régions c h a u d e s  exp lo i t é s  pour leurs  bois  précieux.  

3 - Les Papilionacées r e p r é s e n t e n t  a v e c  14  000 e s p è c e s  et 500 g e n r e s  la  

sous-famil le  l a  plus impor t an t e .  El le  est r e p r é s e n t é e  par  d e s  p l an t e s  he rbacées  

plus r a r e m e n t  d e s  a r b r e s  et d e s  a rbus tes .  El les  son t  cu l t i vées  pour leurs  

nombreuses  u t i l i sa t ions  : a l imen ta t i on  humaine  et an imale ,  amé l io ra t i on  d e s  

sols,  bois, essences ,  gommes ,  a lca lo ïdes ,  etc... Un nombre  é l e v é  d 'espèces  

s auvages  jouent  un rôle  cons idérable  dans  l e s  é c o s y s t è m e s  d e s  zones  

t e m p é r é e s  et in t e r t rop i ca l e s .  L e  t ab l eau  4 p r é s e n t e  les  pr incipaux gen re s  et 

l eu r s  ut i l isat ions.  

C. - L e  sol et la rhizosphère 

L e  sol a été défini  c o m m e  "la région d e  l ' é co rce  t e r r e s t r e  où l a  Géologie et 

l a  Biologie se rencont ren t" .  D'un poin t  d e  vue  plus fonct ionnel ,  l e  sol  peu t  

être cons idé ré  c o m m e  l a  zone  d e  l a  t e r r e  qui fou rn i t  l e  s u b s t r a t  aux  vies  

an ima le  et végéta le .  



1 Genre Nom d ' i ! ~ r  
- -------A"''* 

Conne l a  r u t i n e  e t  l a  
s i n e  
Eaume d e  ~ o l u  et h , ~ , , - -  

1 l 
- -.-2 espèce  connue 

- -  - -  - 
Pérou 

Util i c a + i n n r  

On en e x t r a i t  1 ' 6 s é r i n e  e t  l a  
g é n e s é r i n e  
F i b r e s ,  s p a r t e i n e  

1 

fiifofoziian 
Lot~cs 
Indigo fera 
g i s  t s r i a  
Astragalscs 
O n o b l c h i s  
Drr Z5ergia 
Derris 
krachis  
2 : s  &7l 

-Fhseo Lus 
Zens 
Vfgna 
Sl2cine 

Luzernes  

Me L i  l o tu s  ~ 6 1  i l h c  
l 

T r è f l e s  
L o t i e r  
inü-igofena Tirictcria 
G l y c i n e  
A s t r a g a l e  
S a i n f o i n  e t  S u l l a  
%&ne du Senéca l  

f o u r r a g e  e t  e x t r a c t i o n s  A- . -  
d a p o r i n e  
F o u r r a g e ,  c h l o r o p h y l l e c  _ -  
P r o t é i n e s  a l i m e n t a i r e s  

Arach ide  
P o i s  

- -  -- 
F o u r r a g e ,  e n g r a i s  v e r t  
Four rage  
Four rage  
I n d i g o  
P l a n t e  d 'o rnemen t  
Gorrme 
Four rage  

l Rotenone d e s  r a c i n ? s  

H a r i c o t  l G r a i n e s  a l i m e n t a i r e s  
L e n t i l l e  
NiéDB 

Tableau 4 - Principaux genres de ~égumineuses  (Papilionacées) e t  leurs 
utilisations. 

S o j a  

 après le : "Fichier technique de la fixation symbiotique de 
l 'azote" (105). Avec l'autorisation de reproduction de I'organi- 
sation des Nations-Unies pour l'Alimentation e t  l'Agriculture 
(F.A.O.). 

M a t i è r e s  g r a s s e s ,  t o u r t e a u x  



L e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  sols va r i en t  selon l e s  rég ions  et l e s  condi t ions  

c l imat iques .  Ils s o n t  c l a s sé s  e n  sols  minéraux  et organiques.  L e  t a u x  

d ' humid i t é  dépend du volume des  préc ip i ta t ions ,  du dra inage  et d e  l a  

composi t ion  du sol. L ' eau  est r e t e n u e  e n  t a n t  qu ' eau  l ibre dans  les  e s p a c e s  

e n t r e  l e s  par t icu les  sol ides ou adsorbée  à l eur  su r f ace .  De t r è s  nombreux 

composés  organiques et minéraux  sont  dissous d a n s  cette e a u  et sont  ainsi 

acces s ib l e s  au peup lemen t  an imal ,  végé t a l  ou microbien.  

L e s  g a z  du sol se t r o u v e n t  d a n s  les  e s p a c e s  la i ssés  l ibres  pa r  I 'eau ou e n  

solut ion dans  celle-ci ; c'est l e  ca s ,  e n  par t icu l ie r ,  du  gaz  carbonique  et d e  

l ' ammoniac .  La  t e n e u r  e n  g a z  du sol est donc  e n  re la t ion  d i r e c t e  a v e c  son 

deg ré  d 'humidité .  No tons  enf in  que  l e s  sols  peuvent  d i f f é r e r  par  l a  valeur  d e  

leur  pH et par l ' i n f luence  d e s  p ra t i ques  cu l tu ra l e s  success ives  (enfouissage 

d ' eng ra i s  ver t s ,  d e  f u m u r e s  an imales ,  d ' eng ra i s  azo t é s ,  etc...). 

L e s  sols  f e r t i l e s  s o n t  colonisés  pa r  d e  nombreuses  f o r m e s  an ima le s  (rongeurs ,  

i n s e c t e s ,  p r o t o z o a i r e s ,  v e r s ,  etc ... ) e t  un  n o m b r e  c o n s i d é r a b l e  d e  

microorganismes  ( t ab l eau  5).  L e  nombre  et l a  n a t u r e  d e s  microorganismes  s o n t  

su j e t s  à d e  rap ides  et nombreuses  variat ions.  L e s  condi t ions  c l ima t iques  

peuven t  favoriser  s é l e c t i v e m e n t  c e r t a i n s  t ypes  d e  microorganismes.  L e s  

i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  e spèces  microbiennes  ont  sans  aucun d o u t e  

un e f f e t  i m p o r t a n t  sur  l a  populat ion présente .  L e s  pro tozoai res  p réda t eu r s  

ainsi q u e  l e s  ~ c t i n o m y c è t e s  p roduc teu r s  d 'an t ib io t iques  é l iminen t  un c e r t a i n  

nombre  d ' e spèces  [DANSO et al. (82)l. D'un a u t r e  cô t é ,  l e s  organismes  

pro téo ly t iques  et ce l lu lo ly t iques  a p p o r t e n t  l e s  é l é m e n t s  nécessa i res  aux  

g e r m e s  l e s  plus ex igean t s .  L a  populat ion bac t é r i enne  à e l le  s eu l e  dépasse l a  

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

Des  v i rus  animaux,  végé t aux  e t  bac t é r i ens  sont  é g a l e m e n t  p ré sen t s  dans  l e s  

sols. Organ i t e s  f rag i les ,  néces s i t an t  de s  ce l lu les  v ivan te s  pour se reproduire,  

i l s  s o n t  plus sens ib les  q u e  l e s  a u t r e s  microorganismes  aux  condi t ions  

auxquel les  c e r t a i n s  sols  son t  soumis. Ils parv iennent  dans  l e  sol p a r  

l ' i n t e rméd ia i r e  d e s  d é c h e t s  an imaux et végétaux  i n f e c t é s  et  pa r  I 'eau d e  

ru isse l lement .  Les  v i rus  b a c t é r i e n s  se main t iennent  e n  généra l  plus f a c i l e m e n t  

dans  l e  sol  ca r  i l s  y r e n c o n t r e n t  des  b a c t é r i e s  à p a r t i r  desquel les  i l s  peuvent  

se reproduire.  



Microorganismes  Nombre  par  g r a m m e  Biomasse 
d e  poids s e c  e n  g / m 3  

. Bac té r i e s  
comptage  d i r e c t  
comptage  su r  bo î t e  

. Champignons  

. cyanophycées (+ )  et Algues unicel lulaires  

. Pro tozoa i r e s  

. Virus animaux, végé t aux  et microbiens 

7 x 105 160 

4 105 200 

5 x 104 3 2 

3 x 104 N.A. 

non numérés  N.A. 

Tab leau  5 - N o m b r e  d e  microorganismes  et b iomasse  p ré sen t s  dans  un  sol 
f e r t i l e  dans  l a  zone  compr i se  e n t r e  l a  s u r f a c e  et 15  c m  d e  
profondeur ,  d ' ap rè s  CAMPBELL (64). 

(*) L a  d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  deux  ch i f f r e s  s 'expl ique par  le  
f a i t  qu'il  n ' e s t  pa s  possible d e  m e t t r e  e n  év idence ,  a v e c  
l e s  milieux cou ran t s  employés ,  t ous  l e s  g e r m e s  v ivants  
dans  l e  sol. 

+ )  Bien q u e  cons idérés  c o m m e  d e s  bac t é r i e s ,  l e s  Act inomy-  
cètes et l e s  Cyanophycées  o n t  été c o m p t é s  à par t .  

N.A. non appréc iée .  

L a  rh izosphère  est l a  zone  où l e  sol et  l e s  r ac ines  sont  e n  con tac t .  On a d m e t  

qu ' e l l e  correspond à un e s p a c e  d e  20 m m  d 'épa isseur  environ au tou r  d e  la  

r a c i n e  [ROVIRA (228)l. S a  f o r m e  var ie  c e p e n d a n t  a v e c  d e  nombreux f a c t e u r s  

t e l s  q u e  l ' espèce  et l ' âge  d e  l a  p lan te ,  l a  n a t u r e  du sol, l es  condi t ions  

d ' éc l a i r emen t ,  d e  t e m p é r a t u r e  et d 'humidi té  [ROVIRA (230)l. Dans cette 

région,  l e s  e x s u d a t s  r ac ina i r e s  p e r m e t t e n t  l a  pro l i fé ra t ion  rap ide  d e s  

microorganismes.  On a pu mon t r e r  l a  s éc ré t i on  d e  v i tamines  [ROVIRA et 

HARRIS (231), ROVIRA (229)1, d ' hyd ra t e s  d e  ca rbone  [GRAHAM (118)1, 

d ' a c i d e s  organiques [VINCENT (268)], etc... Il s ' en  su i t  une  c e r t a i n e  s é l ec t ion  

au n iveau  de  l a  rh i zosphè re  ; l ' e spèce  p ré se rvée  et s t imu lée  é t a n t  a lors  a p t e  à 

i n f e c t e r  e f f i c a c e m e n t  l a  p l an t e .  L e  c h i m i o t a c t i s m e  bac t é r i en  est en  p a r t i e  

responsable  de  ce phénomène  [BURG et al. (56)l.  espèce Rhizobium, pa r  



exemple ,  m o n t r e  d e s  a f f i n i t é s  d i f f é r e n t e s  selon les  exsudats .  Alors q u e  

c e r t a i n e s  r ac ines  a t t i r e n t  d e  nombreux Rhizobia d 'aut res ,  par  c o n t r e ,  en  son t  

i ncapab le s  [CURRIER et STROBEL (78)l. C e r t a i n e s  séc ré t ions  rac ina i res  

peuvent  m ê m e  é c a r t e r  l e s  Rhizobia [McCREGOR et ALEXANDER (119), 

CURRIER et STROBEL (78)l. 

D. - L'établissement de la  symbiose Rhizobium-~égurnineuse 

L a  symbiose abou t i t  à l a  fo rma t ion  d e  nodosi tés  rac ina i res  e f f i c i en te s ,  

c ' es t -à -d i re  f i xan t  l ' a zo te  a tmosphér ique .  Les  nodules sont  géné t iquemen t  

a p t e s  à e f f e c t u e r  t o u t  l e  processus d e  f ixat ion.  L a  p lante  hô te  leur  appor t e  

l ' énerg ie  et l e  pouvoir r éduc teu r  t o u t  e n  y ma in tenan t  une tension e n  oxygène 

faible,  compa t ib l e  a v e c  l e  fonc t ionnemen t  d e  l a  ni trogénase.  

La  symbiose va  se réa l i ser  e n  4 é t a p e s  : 1 - f ixa t ion  d e  l a  b a c t é r i e  sur  l e  poil 

rac ina i re  ; 2 - induct ion  d e  s a  courbure  ; 3 - invasion d e  l a  r ac ine  d e  l a  

p l an te  par  l e s  Rhizobia par l ' i n t e rméd ia i r e  du cordon d ' infec t ion  ; 4 - 
m o r p h o g e n è s e  d u  n o d u l e ,  m u l t i p l i c a t i o n  d e s  Rhizobia s u i v i e  d e  l e u r  

t r a n s f o r m a t i o n  e n  b a c t é r o ï d e s ,  a p p a r i t i o n  d e  l a  n i t r o g é n a s e ,  d e  l a  

Iéghémoglobine et é t ab l i s semen t  d e  l a  f ixa t ion  d e  l ' a z o t e  a tmosphér ique  

(f igure 1). 

1 - Fixation de la  bactérie sur le poil racinaire 

L a  p lante  hô te  s t imule  l e  Rhizobium spéc i f ique  g r â c e  à d e s  séc ré t ions  

racinaires .  C e  s t a d e  semble  ê t r e  l e  r e f l e t  d e  l a  spéc i f ic i té  d 'hôte .  Il e s t  

ma in tenan t  démont ré ,  depuis  l e s  t r avaux  d e  HAMBLIN et KENT (124), 

BOHLOOL et SCHMIDT (39), DAZZO et HUBBELL (88) et DAZZO et 

TRUCHET (89), q u e  l a  p l an te  produit  une  p ro t é ine  spécif ique à l aquel le  a été 

donné l e  nom d e  "lectine1'. Il s 'agi t  d 'une  glycoprotéine,  l a  t r i fol i ine A c h e z  

Trifolium [DAZZO et al. (90)]. Celle-ci s e  f ixe  sur  les  an t igènes  d e  su r f ace  

d e s  deux symbiontes  é t ab l i s san t  ainsi une  union solide [DAZZO et HUBBELL 

(88), DAZZO et BRILL (86)l. C e t t e  l e c t i n e  n 'es t  capable  d e  se  l ie r  qu'au 

Rhizobium appropr ié  [KATO et al. (1481, KIJNE et al. (153), PAAU e t  al. 

(209)l. Ainsi, s eu le  l a  b a c t é r i e  symbiot ique  peu t  i n f e c t e r  l a  p l an te  hôte ,  les  

s i t e s  d e  f ixa t ion  é t a n t  spécif iques [DAZZO et TRUCHET (89)l. L a  liaison e s t  



Cor<loti d'iti/ecrioti, les ccllulcs, (Iiiris cette roiic. se multiplient ;ictivcmcnt 
ci sont contaiiiiriécs par les rliirobiunis, niais la fixation tic se produit pas 
encore. 

Mérrsrèrrrc, constitué de pctites ccllules non contaminées par Rliizobiunt 
ja~)oriictrr~r et qui assurent la croissance du nodulc. 

Zone defixarion, o ù  les ccllulcs de soja sont pcnétrccs par les rhizoblums 
qui prennent uiie forme rcnfléc ou raniiliéc ci sont alors appelés bactéroi- 
dcs. Sous ccttc forine, les rh i~oh~ums conticrinenl une cnzymc, la nitrogc- 
nase. qui pcrinct La lixation d'arotc. Cette cnzynic coiitieiit du fer et du 
niolybd&ne. métaux indispcrisablcs au transport des éleciroiis scrvaiit à I;I 
réactiim de réduction. Les cellulcs o ù  se produit la fixation sont colorces en 
rouge par la 1eghémoglol)inc. pigment qui transporte l'oxygène jusqu'au 
bactéroidc. 

Zorie (le dégénérescence, de couleur vertc ou brune. La plupart des ccllu- 
Ics dégénèrent et la fixation s'arrête. 

Vuisscuirx lihéruiu lipreru dérivés dii cylindre central. Ils irriguciit Ic 
nodulc apportant les hydriitcs de c:irhone (gl~rcitles) riéccssaires à la ré;ic- 
lion de lixatiori et transportent vers les feuilles les coiiipoies azotés iiiiisi 
ClahorCs. 

F i g u r e  1 - Proces sus  d ' i n f ec t ion  et développement  d 'un nodule sur uiic 
r a c i n e  d e  so ja  (Glycine max), d ' ap rè s  l e  fasc icu le  : "Les 
I n o c u l u n i s  d e  L é g u m i n e u s e s  et l e u r s  a p p l i c a t i o n s ' '  ( 174 ) .  

A v e c  l ' a u t o r i s a t i o n  d e  r e p r o d u c t i o n  d e  I ' O r g a n i  s a t i o n  d e s  
Nations-Urues pour l 'Al imenta t ion  et l 'Agr i cu l tu re  (F.A.O.). 



ensu i t e  ma in tenue  d e  façon f e r m e  et i r révers ib le  [DAZZO (85), DAZZO et 

KRABAK (87)] et  l a  courbure  du poil absorbant  v a  pouvoir se réal iser .  

2 - La courbure du poil absorbant 

Elle p récède  I ' infect ion p rop remen t  di te .  C e  phénomène peu t  ê t r e  t r è s  

spéc i f ique  [HAACK (123), YAO et VINCENT (293)l. Cependant ,  l a  courbure  du 

poil a aussi été observée  c h e z  Trifolium glumeratum inoculé  a v e c  les  

b a c t é r i e s  i so lées  d e  nodules d e  M. sativa et vice  et versa  [YAO e t  VINCENT 

(293)l. L a  m ê m e  chose  a été s ignalée  c h e z  Pisum sativum i nocu lé  a v e c  R. 

meiiloti et R. trifoiii [LI e t  HUBBELL (177)l. L 'ampleur  d e  l a  courbure ,  qui 

peut  va r i e r  d e  quelques  degrés  à plus d e  360°, dépend d e  l a  va r i é t é  d e  la 

plante,  d e  l ' espèce  du Rhizobium et d e  l 'endroi t  d e  I ' infect ion [YAO et 

VINCENT (293, 294)l. L e  nombre  d e  poils rac ina i res  d é f o r m é s  e s t  cependant  

i nva r i ab lemen t  plus grand lorsque c'est l e  Rhizobium spéc i f ique  qui i n f e c t e  l a  

p l an te  [YAO et VINCENT (293)l. Pour  YAO et VINCENT (294), deux 

subs t ances  s e r a i e n t  probablement  impl iquées  dans  l a  dé fo rma t ion  du poil 

a b s o r b a n t .  L a  p r e m i è r e ,  p a r t i e l l e m e n t  d i a l y s a b l e ,  t h e r m o s t a b l e  e t  

probablement  d e  n a t u r e  protéique,  a été re t rouvée  dans les  f i l t r a t s  d e  cul ture.  

La seconde ,  non dialysable,  d e m a n d e  l a  p ré sence  d e  l a  b a c t é r i e  i n f e c t a n t e  

pour e x p r i m e r  son ac t iv i t é .  C e  phénomène n 'es t  cependant  pas  obligatoire c a r  

des  a u t e u r s  o n t  d é c r i t  I ' in fec t ion  d e  poils rac ina i res  pour t an t  r e s t é s  

rec t i l ignes  [CHANDLER (71), VINCENT (26911. 

Des  é t u d e s  u l t r a s t ruc tu ra l e s  o n t  m o n t r é  qu'un é l é m e n t  e x t e r n e  et f lexible du 

poil r ac ina i r e  con t inue  sa cro issance  tandis  qu 'un a u t r e  r igide s i tué  dans  l a  

paroi ce l lu la i re  i n t e r n e  voit son développement  inhibé au  point  d e  f ixat ion de  

l a  bac t é r i e .  Celle-ci se t rouve  a lo r s  enveloppée  puis e n f e r m é e  à l ' in té r ieur  

d 'une poche  g r â c e  a u  repli d e  l a  paroi cel lulaire ,  où lui est fourni un 

microenvi ronnement  favorable  à l a  péné t r a t ion  [CALLAHAM et TORREY (63), 

SHANTHARAM et WONG (238), TURGEON et BAUER (263)l. 

3 - L'invasion de la r a a n e  par l e  cordon infectieux 

P r é c é d a n t  i m m é d i a t e m e n t  l ' invasion du poil absorbant ,  d e s  changemen t s  

enzymat iques  in terv iendra ient  au  niveau d e  l a  bac tér ie .  Ils se t r adu i r a i en t  par 

l a  syn thèse  d e  d i f f é r e n t e s  enzymes  [NAPOLI et HUBBELL (203), REPORTER 



et al. (221)l. Celle-ci,  g r â c e  à l eur  ac t ion  sur  la  paroi ce l lu la i re  du 

macrosymbionte ,  favor isera i t  l a  péné t r a t ion  du Rhizobium [LAMPORT (1 7 l)]. 

L e s  l e c t i n e s  s e r a i e n t  c a p a b l e s  d ' i n i t i e r  c e r t a i n s  d e  c e s  c h a n g e m e n t s  

enzymat iques  [ALBERSHEIM et WOLPERT (1011. Des  analyses  sérologiques d e  

Rhizobia isolés  à par t i r  d ' une  g rande  v a r i é t é  d e  nodules suggèrent  qu'un 

nodule dans  l a  n a t u r e  con t i en t  une souche donnée  [DART (8311. L a  régulation 

d e  la  pro l i fé ra t ion  du cordon in fec t i eux  semble  ê t r e  sous l a  dépendance  de  la  

~ é g u m i n e u s e  [BAUER (26)l. 

4 - ~orphogenèse  du nodule 

Les  nodosi tés  f i xa t r i ce s  sont  d e s  s t r u c t u r e s  organisées  qui t i r e n t  leur  origine 

du c o r t e x  r ac ina i r e  e t  n e  sont  pas l 'homologue d e s  r ac ines  secondaires 

[LIBBENGA et BOGERS (1 78)l. El les  sont  cons t i t uées  d 'un  tissu périphérique 

e n  re la t ion  a v e c  le  sys t ème  vascula i re  du cyl indre  c e n t r a l  rac ina i re  et d'un 

t issu c e n t r a l  dans  lequel l e s  bac t é r i e s  se t r ans fo rmen t  e n  bac téro ïdes  

f ixa t eu r s  d ' a z o t e  [GOODCHILD (117)l. A leur  niveau, l e s  échanges  gazeux 

e n t r e  l a  p lante  et la b a c t é r i e  vont  pouvoir s ' e f f ec tue r  dans  l e s  meil leures 

condi t ions  [PATE (212)l. L e s  bac t é ro ïdes  m o n t r e n t  un acc ro i s semen t  impor t an t  

d e  leur  a c t i v i t é  ni trogénasique [SUTTON et al. (258), VANCE (265)l et  la  

léghémoglobine appa ra î t  dans  les  zones  f ixa t r i ce s  d 'azote.  

E. - L'activité nitrogénasique 

Avant  1960, d a t e  d e  l ' i so lement  d e  sys t èmes  ace l lu la i res  f i xa t eu r s  d ' azo te ,  les  

é t u d e s  sur  l a  f ixa t ion  d e  l ' a z o t e  fu ren t  menées  sur d e s  ce l lu les  en t i è r e s  

[WILSON (284)l. Elles r évé lè ren t  a )  que  l a  c ro issance  e n  présence  d1N2 

nécess i t a i t  du molybdène, du f e r  et du calcium ; b) que  l a  f ixa t ion  d e  l ' azote  

se t r adu i sa i t  p a r  une production d ' ammoniac  [ZELITCH et al. (297), NEWTON 

et al. (204) ; c) que  l 'hydrogène,  le  monoxyde d e  ca rbone  e t  le  monoxyde 

d ' a z o t e  é t a i e n t  inhib i teurs  d e  l a  f ixa t ion  [BURRIS (60)l. En 1960, CARNAHAN 

et al. (65) m o n t r e n t  q u e  des  e x t r a i t s  ace l lu la i res  d e  Clostridium pasteurianum 

f ixen t  l ' azote .  D e  t e l s  s y s t è m e s  fonct ionnent  e n  présence  d e  pyruvate  de  

sodium. L'oxydation du pyruvate  condui t  à l a  réduct ion  d e  l a  fe r redoxine  (Fd), 

sou rce  d ' é l ec t rons  pour la  réduct ion  d e  l ' a z o t e  [MORTENSON (200)l et à l a  

syn thèse  d 'ATP par  l ' in te rmédia i re  d e  I 'acétyl-COA [MORTENSON (19911. 



L'ion ammonium ainsi f o r m é  e n t r e  d a n s  l e  mé tabo l i sme  végé t a l  par  

l ' i n t e rméd ia i r e  du g l u t a m a t e .  En e f f e t ,  l a  g lu t amine  syn thé t a se  l e  modif ie  e n  

g lu t amine  qui s e r a  e n s u i t e  ut i l isée à l a  syn thèse  d e s  composés  d i r e c t e m e n t  

ass imi lab les  par  l a  p l a n t e  [REYNOLDS et al. (222)j. 

En 1966, HARDY et KNICHT (126) m o n t r e n t  q u e  I'ion M ~ * +  e s t  néces sa i r e  et 

q u e  I 'ATP est t r a n s f o r m é  e n  ADP + Pi. 

Quelques  années  p lus  t a r d ,  i l  e s t  dé f in i t i vemen t  m o n t r é  par  KENNEDY et al. 

(150) que  I 'ATP joue l e  rô le  d e  ca t a ly seu r  et que  l ' ion M ~ ~ +  ou d ' a u t r e s  

m é t a u x  bivalents  [BURNS (59)] son t  abso lumen t  indispensables .  

L a  n i t rogénase  p r é s e n t e  d a n s  un e x t r a i t  b r u t  d e  C .  pas teur ianum e s t  soluble 

et sensible  à l ' oxygène  [ZELITCH et al. (297)l t and i s  q u e  ce l l e  d ' A z o t o b a c t e r  

s é d i m e n t e  et est s t a b l e  à l 'a i r  [BULEN et al. (52), HARDY et KNIGHT (126)l. 

Cependan t ,  lo rsque  l e s  deux  e x t r a i t s  sont  purif iés ,  dans  les  deux c a s  l a  

n i t rogénase  e s t  sens ib le  à l 'oxygène. L a  n i t rogénase  p ré sen te  une s t r u c t u r e  

s emblab le  quel  q u e  so i t  l ' o rganisme à pa r t i r  duquel  e l l e  e s t  isolée.  El le  est 

f o r m é e  d e  deux composan t s ,  l 'un c o n t e n a n t  du f e r  appe l é  azo fe r r edox ine  

(Az-Fd), l ' a u t r e  c o n t e n a n t  à l a  fois  du f e r  et du molybdène appe lé  

m o l y b d o f e r r e d o x i n e  (Mo-Fd) .  D ' u n  p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  l ' o r d r e  d e  

6 0  000, 1'Az-Fd est c o n s t i t u é  d e  deux sous-unités  d e  30 000 chacune .  Q u a n t  

au  Mo-Fd, d'un poids molécula i re  d e  220 000 envi ron ,  i l  est f o r m é  d e  q u a t r e  

sous-unités  de  5 5  000. O u t r e  l ' a zo t e  a tmosphér ique ,  l a  n i t rogénase  e s t  c apab le  

d e  r édu i r e  un c e r t a i n  nombre  d e  subs t r a t s  t e l s  que  l ' ac ide  cyanidr ique  (HCN), 

l ' i socyanure  d e  m é t h y l  (CHJCN) et l ' a c é t y l è n e  (C2H2). C e  dern ier  composé  

es t  u t i l i s é  p o u r  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l ' a c t i v i t é  ni t r o g é n a s i q u e  e n  

ch roma tog raph ie  e n  phase  gazeuse  par  dosage  d e  l ' é thy lène  (C2H4) fo rmé .  En 

l ' absence  ou e n  p ré sence  d'un t aux  l i m i t a n t  d ' a z o t e ,  l a  n i t rogénase  e s t  

c apab le  d e  r édu i r e  l e s  i ons  H+ e n  hydrogène [BULEN et al. (53)l. C e  

phénomène  a lieu aussi bien c h e z  l e s  b a c t é r i e s  f i x a t r i c e s  l ib res  q u e  c h e z  le  

Rhizobium en  symbiose.  



1 - L a  diffusion gazeuse dans l e  nodule et l e  fonctionnement de  

l a  léghémoglobine 

Les  nodules s o n t  d e s  o rganes  c o m p a c t s  possédant  un c o r t e x  é p a i s  et r é s i s t an t  

p ro t égean t  l e s  t i s sus  i n t e r n e s  d e  la  des s i cca t ion  et d e  la  p e r t e  d e  gaz  pa r  

diffusion. L a  p r é s e n c e  d 'un réseau  d ' e spaces  i n t e r ce l lu l a i r e s  f ac i l i t e  l e s  

échanges  gazeux  [BERGERSEN et GOODCHILD (34)l. 

En 1939, KUBO (167) m o n t r e  que  le  p igmen t  rouge  présent  dans  l e s  nodules 

r ac ina i r e s  est s imi la i re  à l 'hémoglobine.  C e s  t r avaux  fu ren t  conf i rmés ,  e n  

1945, par  VIRTANEN (272) qui d é t e r m i n a  que  l a  p ré sence  d e  cette pro té ine  

r e f l é t a i t  l ' a c t i v i t é  ni t rogénasique.  Associé a v e c  LAINE, i l  donna  l e  nom d e  

léghémoglobine à cette hémopro té ine  (273). C e t t e  molécule  n ' a  jamais  été 
d é t e c t é e  a i l leurs  q u e  dans  les  nodules d e  ~ é g u r n i n e u s e s .  L a  p a r t i e  pro.téique 

d e  l a  léghérnoglobine est c o d é e  et syn thé t i s ée  par  l a  p lan te ,  e n  r evanche  

l ' hème  du  p i g m e n t  s emble  ê t r e  syn thé t i s é  par  le  Rhizobium [CUTTING et 

SCHULMAN (79), GODFREY et al. (1 15)l. 

De  nombreuses  e x p é r i e n c e s  e f f e c t u é e s  p r inc ipa l emen t  sur  les  nodules  de  So ja  

[BERGERSEN (33)l o n t  indiqué qu ' à  une  pression d e  0,2 a tmosphè re ,  l 'oxygène 

e s t  l im i t an t  pour l a  f ixa t ion  d e  I 'azote.  L ' immers ion  dans  l 'eau qui rédui t  l a  

d i f f u s i o n  d e  l ' o x y g è n e  e n t r a î n e  u n e  r a p i d e  i n h i b i t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  

n i t rogénas ique  d a n s  le nodule [SPRENT (246)l. D e  m ê m e ,  un e x c è s  d 'oxygène 

(0,5 a t m )  inh ibe  l a  f ixa t ion  par  i n a c t i v a t i o n  d e  la n i t rogénase  [BURRIS et al. 

(61), WONG et al. (290)l. L e  main t ien  d 'une  pression par t ie l le  basse e n  

oxygène  l ibre d a n s  l e s  t issus d e s  nodules et le  main t ien  dans  le  m ê m e  t e m p s  

d'un f lux i m p o r t a n t  d 'oxygène  vers  l e  bac t é ro ïde  son t  e f f e c t u é s  par l a  

léghémoglobine [APPLEBY (1 l ) ,  APPLEBY et al. (12)l. 

Tandis  que  l ' i m p o r t a n t e  fonc t ion  d e  l a  Iéghérnoglobine s emble  ê t r e  év iden te  

dans  l e s  nodules d e s  ~ é g u m i n e u s e s ,  ce p igmen t  n ' e s t  c ependan t  p a s  néces sa i r e  

pour une f ixa t ion  e f f e c t i v e  d e  I ' a zo t e  au  cou r s  d e  t o u t e s  les  associat ions.  P a r  

exemple ,  l es  nodules  f o r m é s  lors d e  l a  symbiose  d e  1 ' ~ c t i n o m y c è t e  du gen re  

Frankia a v e c  d e s  non Légumineuses  son t  dépourvus d e  léghémoglobine 

[BECKINC (29)] ainsi q u e  ce l l e s  d ' e s p è c e s  subt ropica les  te l le  Parasponia 

andersonii qui f o r m e  des  nodules e f f i c i e n t s  a v e c  l e  g e n r e  Rhizobium [TRINICK 



(262)l. L a  p ré sence  d ' a u t r e s  t ypes  d e  s y s t è m e  t ampon  pour l 'oxygène  n ' a  pas  

été r a p p o r t é e  c h e z  ces espèces .  

F.  - Le cyc le  d e  l'azote (f igure 2) 

1 - La protéolyse 

On p e u t  cons idé re r  que  l e s  produi t s  f inaux  du c y c l e  d e  l ' a z o t e  son t  l e s  

p ro t é ines  et  l e s  ac ides  nucléiques. C e s  molécules  ne  sont  pas  access ib les  aux 

p l an t e s  e n  t a n t  qu ' é l émen t s  nut r i t i f s .  Ainsi, l e  premier  processus  qui e n t r e r a  

e n  jeu s e r a  leur  dégrada t ion  par  des  microorganismes  capab le s  d ' é l abo re r  des  

p ro t éa ses  ex t race l lu la i res .  L a  p ro t é ine  s e r a  a lors  t r ans fo rmée  e n  pep t ides  puis 

e n  ac ides  aminés  g r â c e  à l ' ac t ion  d e s  pept idases.  Un c e r t a i n  n o m b r e  d ' e spèces  

b a c t é r i e n n e s  s o n t  i m p l i q u é e s  d a n s  ces p r o c e s s u s .  C i t o n s  Clostr idium 

histolyticum, Clostridium sporogenes et à un deg ré  moindre,  l e s  genres  

Proteus ,  Pseudomonas  e t  Baci l lus .  D e  n o m b r e u x  C h a m p i g n o n s  et  

A c t i n o m y c è t e s  te l lur iques  sont  é g a l e m e n t  t r è s  protéolyt iques.  L ' ac t i v i t é  

pept idas ique  est aussi t r è s  r épandue  c h e z  l e s  microorganismes ,  témoin  

l 'u t i l i sa t ion  d e s  pep tones  (hydrolysat  p a r t i e l  d e  protéines)  e n  t a n t  q u e  source  

d ' a z o t e  d a n s  l e s  milieux d e  cu l ture .  

2 - L'ammonification 

L e s  a c i d e s  a m i n é s  produits  au  cou r s  d e  l ' é t a p e  p récéden te  s o n t  désaminés  

a v e c  l i bé ra t i on  d ' ammoniac  (NHJ). L e  s o r t  d e  ce g a z  dépend des  condi t ions  au 

niveau du sol. C e  g a z  volat i l  n ' es t  r e t enu  dans  l e  sol pour donner  d e  

l ' ammoniaque  (NH40H)  que  s ' i l  s e  solubilise dans  l 'eau.  Dans  ce cas, l'ion 
+ 

NH4 se fo rme .  

3 - La nitrification 

L a  t r ans fo rma t ion  d e  l ' ammoniac  e n  n i t r a t e  par  l e s  microorganismes  s e  

dé rou le  e n  deux é t apes ,  c h a c u n e  d ' e n t r e  e l l e s  e f f e c t u é e  pa r  d e s  gen re s  

b a c t é r i e n s  d i f fé ren ts .  L e  passage  d e  l ' ammoniac  e n  n i t r a t e  se f a i t  v ia  l e s  

n i t r i t e s  selon l e s  r éac t ions  su ivantes  : 





2NH3 + 302-2HN02 + 2 H 2 0  (a) 

ni t r i  te 

H N 0 2  + 1 / 2 0 2 - H ~ 0  3  (b) 

n i t r a t e  

L a  r é a c t i o n  (a) est r éa l i s ée  g r â c e  aux b a c t é r i e s  du g e n r e  Nitrosomonas, l a  (b) 

g r â c e  aux  b a c t é r i e s  du g e n r e  Nitrobacter. C e  s o n t  t o u t e s  l e s  deux d e s  

b a c t é r i e s  ch i  m i o l i  t h o t r o p h e s .  L e s  g e r m e s  n i t r i f i a n t s  s e  r e n c o n t r e n t  

pr inc ipa lement  d a n s  l e s  sols  et l e s  eaux. 

4 - La dénitrification 

L a  t r ans fo rma t ion  d e s  n i t r a t e s  e n  a z o t e  gazeux  se déroule  en  une  sé r i e  d e  

r é a c t i o n s  : 

- 
2 ~ 0 ~ -  - 2 N 0 2  - 2N0 - N 2 0  - 

N 2  
n i t r a t e  ni t r i  te monoxyde oxyde  a z o t e  

d ' a z o t e  n i t r eux  

De nombreux g e n r e s  b a c t é r i e n s  son t  impl iqués  d a n s  ce processus ; nous 

c i t e r o n s  Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, BaSllus, Chromobacterium, 

Flavobacterium, Hyphomicrobium, Pseudomonas, Thiobacil lus,  Vibrio et 

Rhizobium. 

Dans l e  sol,  l a  dén i t r i f i ca t i on  est d ' a u t a n t  plus i m p o r t a n t e  que  l e  t aux  d e  

m a t i è r e s  organiques est é l e v é  ; maximum lorsque l a  t e m p é r a t u r e  a t t e i n t  60°C 

et f a c i l i t é  par  un pH n e u t r e  ou alcalin. L a  dén i t r i f i ca t i on  n e  se déroule  

n o r m a l e m e n t  q u e  lo r sque  l 'oxygène  disponible est e n  q u a n t i t é  faible .  

G .  - Support d e  l a  f ixat ion  d e  l ' a z o t e  atmosphérique 

Les  m é t h o d e s  r é c e n t e s  d ' inves t iga t ion  e n  g é n é t i q u e  bac t é r i enne  o n t  engendré  

d e  g rands  progrès  d a n s  l a  connaissance  d e s  phénomènes  d e  l a  f ixa t ion  d e  

l ' azo te .  Rhizobium meliloti, b a c t é r i e  à c ro i s sance  rap ide ,  symbiot ique  pour 



Medicago s a t i v a ,  f u t  l a  p r e m i è r e  à ê t r e  é tud i ée ,  l e s  r é su l t a t s  ob t enus  f u r e n t  

e n s u i t e  é t e n d u s  a u x  a u t r e s  g e n r e s  d e  l a  f a m i l l e  d e s  R h i z o b i a c é e s .  

Nous ne f e r o n s  p a s  ici  une  é t u d e  e x t e n s i v e  d e s  t r avaux  d e  géné t ique  d e  l a  

symbiose  c h e z  l e s  Rhizobiacées ,  qui f o n t  l 'ob je t  d'un nombre  cons idérable  d e  

publicat ions,  m a i s  nous donnerons que lques  éc l a i r ages  qui nous s emblen t  

i mpor tan ts .  

En e f f e t ,  l es  é t u d e s  d e  géné t ique  molécula i re  c h e z  c e s  microorganismes  se 

s o n t  heu r t ée s  à se h e u r t e n t  e n c o r e  à t o u t e  une sé r i e  d e  d i f f i cu l t é s  

c o n t o u r n é e s  pa r t i e l l emen t  ma in t enan t  g r â c e  aux techniques  r é c e n t e s  d e s  

manipula t ions  génét iques .  

L a  d i f f i cu l t é  pr inc ipa le  v ien t  du fait q u e  l e s  p rop r i é t é s  géné t iques  d e  ces 

microorganismes  c o n c e r n a n t  l a  symbiose n e  son t  p a s  access ib les  lorsqu'ils s e  

t r o u v e n t  l ib res  à l ' é t a t  d e  vie végé t a t i ve ,  mais  s eu l emen t  lorsqu ' i ls  se 

t r o u v e n t  e n  symbiose  a v e c  l a  plante.  En e f f e t ,  l e s  Rhizobia  sous  f o r m e  

v é g é t a t i v e  ne  donnen t  p a s  e x p é r i m e n t a l e m e n t  d e  bactéroïdes.  Donc  l e s  

m u t a t i o n s  et a u t r e s  modi f ica t ions  i n t é r e s s a n t  l a  symbiose n e  peuven t  ê t r e  

r e p é r é e s  que  p a r  d e s  ex  péri men ta t i ons  lourdes  pui squ 'e l les  fon t  i n  t e r  veni r  pour 

ê t r e  i den t i f i ée s  l ' inoculat ion d e  chaque  c lone  bac t é r i en  à une  plantule .  De  

plus, l a  symbiose  é t a n t  l a  r é s u l t a n t e  d e  l ' assoc ia t ion  d e  deux organismes ,  

l ' ana lyse  g é n é t i q u e  du pa r t ena i r e ,  i c i  d ' une  ~ é g u m i n e u s e ,  mul t ip l ie  l e s  

d i f f icu l tés .  

L e s  d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  d e  l'ADN c h e z  le  Rhizobium sont  complexes .  En 

e f f e t ,  c h e z  R. me l i l o t i  l e s  t ro i s  p rop r i é t é s  e s sen t i e l l e s  a m e n a n t  à l a  f ixa t ion  

symbiot ique  d e  l ' a z o t e  a tmosphér ique ,  c ' es t -à -d i re  l a  spéc i f i c i t é  d ' h ô t e  (hsn) 

et l ' i n f ec t iv i t é  (nod), l ' e f f i c i ence  (fix) d o n t  l e s  g è n e s  nif coden t  pour l e s  t ro i s  

sous-unités  d e  l a  n i t rogénase ,  o n t  un suppor t  plasmidique [ROSENBERG et al. 

(226), LONG et al. (180), WONG et al. (189)l. L a  plupart  d e s  R. mel i lo t i  

é t u d i é s  jusqu ' iu  s o n t  po r t eu r s  d e  p lasmides  ind igènes  don t  le nombre  et l a  

t a i l l e  va r i en t  se lon  les  souches  [BECHET et GUILLAUME (27), CASSE et al. 

(68)]. C h e z  l e s  souches  s auvages  d e  R. mel i lo t i  c apab le s  d e  f ixer  l ' a z o t e  

a tmosphér ique ,  ROSENBERG et al. (226) d é c r i v e n t  deux s o r t e s  d e  p lasmides  : 

l e s  p lasmides  moyens  ou p R m e  ( p R m e  : plasmide  d e  R. meli lot i ) ,  d ' une  masse  

molécula i re  c o m p r i s e  e n t r e  90 et 300 Mdal. Leu r  nombre  va r i e  a v e c  l a  



souche  ; i l s  peuvent  m ê m e  ê t r e  absents .  Un plasmide plus p e t i t  a cependant  

été d é c r i t  c h e z  R. meli lot i  R m 4  par  PALOMARES et al. (211). C e s  plasmides 

moyens  n e  p o r t e n t  pas  les  g è n e s  s t ruc tu raux  nifD et nifH d e  l a  ni trogénase.  

Ils voisinent a v e c  les  mégaplasmides  ou pSym (plasmide cont rô lant  les  

p rop r i é t é s  symbiotiques), d 'une  masse moléculaire  supér ieure  à 450 Mdal 

[JULIOT et al. (145)l. Les  t r a n s f e r t s  génét iques  par l e s  mé thodes  classiques se  

son t  révé lés  décevants .  

1 - L a  conjugaison 

L a  conjugaison a été l e  moyen l e  plus utilisé. L e s  g è n e s  cont rô lant  la  

symbiose  sont  répar t i s ,  pour quelques  uns, sur  le ch romosome  [FORRAI et al. 

(107)], tandis  que  l e s  a u t r e s  s o n t  po r t é s  par  le  mégaplasmide  [BANFALVI et 

al. (22), ROSENBERG et al. (226)l. D e  par  s a  ta i l le ,  l e  mégaplasmide  e s t  

d i f f i c i l emen t  t r ans fé rab le  et s ' i l  est t ransmis ,  i l  l ' e s t  à basse  f r équence  

[KONDOROSI et al. (160)l. 

C h e z  Rhizobium,  l e s  p remiè res  c a r t e s  génét iques  f u r e n t  ob tenues  g r â c e  à l a  

mobil isat ion du ch romosome  pa r  les  plasmides R (por teurs  d e s  c a r a c t è r e s  d e  

r é s i s t ance  à c e r t a i n s  ant ibiot iques)  mis e n  évidence  chez  Pseudomonas  

ae rug inosa  [BERINGER (36), MEADE et SIGNER (197), KONDOROSI et al. 

(159), CASADESUS et OLIVARES (66)]. C e s  plasmides,  e n  par t icu l ie r  le 

p lasmide  R P 4  du  groupe  d ' incompat ib i l i té  P l ,  peuvent  ê t r e  t r a n s f é r é s  e n t r e  

Rhizobium et Escher ichia  coli a v e c  d e s  f réquences  compr i se s  e n t r e  1 0 - ~  et 

1 0 - ~  par  ce l lu le  récept r ice .  D e s  f r équences  s imilaires  o n t  pu ê t r e  observées  

d'E. coli vers  Rhizobium [DATTA et al. (84), BERINGER ( 3 6 ) ,  MEADE et 

SIGNER (197), KONDOROSI et al. (159)l. L ' insert ion i n  vivo d 'un  é l é m e n t  

géné t ique  t ransposable  t e l  que  le  t ransposon Tn5  [JOHNSTON et al. (142), 

BANFALVI et al. (21)], i n  v i t r o  d e  f r a g m e n t s  chromosomiques  d e  R. meli lot i  

[JULLIOT et BOISTARD (144)l ou e n c o r e  d e  f r a g m e n t s  du plasmide à 

mobil iser ,  p e r m i t  l 'ob tent ion  d ' une  sé r i e  d e  plasmides RP4-prime.  Ils fu ren t  

u t i l i sés  pour s i tuer  d i f f é ren te s  muta t ions  [KISS et al. (155)], pour compare r  les  

c a r t e s  génét iques  [KONDOROSI et al. (162)l ou pour t r a n s f é r e r  d e s  gènes  de  

R. mel i lo t i  à d ' a u t r e s  genres  bac t é r i ens  [JOHNSTON et al. (142), BANFALVI 

et al. (21)l. 



2 - La transformation et la  transfection 

C e s  deux modes  d e  t r a n s f e r t s  géné t iques  sont  t r è s  u t i l e s  pour in t rodui re  d e s  

p lasmides  dans  l e s  b a c t é r i e s  ou pour ré in t rodui re  c h e z  d ' a u t r e s  e spèces  

bac t é r i ennes  des  ADN c lonés  dans  c e s  plasmides. 

L e s  p remie r s  essa is  d e  t r ans fo rma t ion  c h e z  l e s  Rh izob iacées  r e m o n t e n t  aux  

t r a v a u x  d e  BALASSA (18)  r e p r i s  p l u s  t a r d  p a r  BALASSA (17) ,  

CABOR-HOTCHKISS (1 12) et ZELAZNA-KOWALSKA et LORKIEWICZ (296). 

L a  t r ans fo rma t ion  r éa l i s ée  a v e c  d e  I'ADN double brin n ' a  jamais  été mon t r ée ,  

ce qui t end  à prouver  que  le  gen re  Rhizobium n ' e s t  p a s  récept i f  à ce type  d e  

t r ans fo rma t ion .  R é c e m m e n t ,  l a  t r ans fo rma t ion  c h e z  R. legurninosarum a v e c  

d e  I'ADN plasmidique c i r cu l a i r e  a été s igna lée  [BULLERJAHN et BENZINGER 
- 8 (55)l. Cependan t ,  l e s  f a ib l e s  f r équences  d e  t r ans fo rma t ion  en reg i s t r ée s  (10 ) 

l i m i t e n t  s é r i eusemen t  l 'emploi  d e  cette technique.  D e s  r é su l t a t s  s imilaires  o n t  

été d é c r i t s  c h e z  R. meliloti [KISS et KALMAN (156), SELVARAJ et IYER 

(237)l. L a  t r ans fo rma t ion  d e  R. trifolii a v e c  du DNA plasmidique isolé  d 'une  

a u t r e  souche  d e  R. trifolii s'est m o n t r é e  e f f i c a c e  et a t t e i n t  d e s  f r équences  

c o m p r i s e s  e n t r e  1 , 4  e t  2 ,6  x 1 0 - ~  [ K O W A L C Z U K  et al .  (163) l .  

En ce qui conce rne  l a  t r ans fec t ion ,  peu  d ' expé r i ences  o n t  été r éa l i s ée s  à ce 

jour si ce n e  son t  c e l l e s  e f f e c t u é e s  a v e c  du DNA phagique pur i f ié  [SIK et 

OROSZ (2411, KONDOROSI et al. (161), STANIEWSKI et RUCALA (25411. L; 

e n c o r e ,  l e s  f r é q u e n c e s  r e s t e n t  e x t r ê m e m e n t  basses. 

3 - L a  transduction 

L a  t ransduct ion  géné ra l i s ée  e s t  l e  r é s u l t a t  d e  l ' encaps ida t ion  d 'un  morceau  

d 'ADN bac t é r i en  que lconque  à l a  p lace  d e  I'ADN phagique. L a  par t icu le  

t r a n s d u c t r i c e  ainsi f o r m é e ,  est l ibérée  lors  d e  la  lyse  d e  l a  b a c t é r i e  e t  peu t  

ainsi i n f e c t e r  une  a u t r e  ce l l u l e  bac tér ienne .  E t a n t  donné  que  cette par t icu le  

n e  c o n t i e n t  pas  d e  g é n o m e  phagique, l a  ce l lu le  i n f e c t é e  ne  s e  lyse  pas. Si 

l 'ADN i n j e c t é  possède d e s  homologies  a v e c  l 'ADN chromosomique  d e  l a  

ce l lu le -hôte ,  i l  pou r r a  y avoir  i n t ég ra t i on  par  crossing-over. L a  t ransduct ion  

géné ra l i s ée  a été p a r t i c u l i è r e m e n t  u t i l e  pour la  cons t ruc t ion  d e s  c a r t e s  

géné t iques  ; l a  co t r ansduc t ion  d e  deux loci ind iquant  l eu r s  liaisons physique et 

géné t ique ,  l e s  f r é q u e n c e s  d e  co t r ansduc t ion  donnan t  quan t  à e l l e s  une  



ind ica t ion  sur l e s  d i s t ances  r e l a t ives  e n t r e  l e s  loci. C h e z  R. meliloti, l a  

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

d 'auxot rophie  [KOWALSKI (164), CASADESUS et OLIVARES (66), SIK et al. 

(2401, FINAN et al. (106), MARTIN et LONG (193)l. Un cas d e  t ransduct ion  

spéc i f ique  a été men t ionné  par  SVAB et al. (259). L a  t ransduct ion  a été 

é g a l e m e n t  ut i l isée pour cons t ru i r e  l a  c a r t e  géné t ique  d e  R. legurninosarum 

[BUCHANAN-WOLLASTON (NI.  

4 - Les  méthodes actuelles d'analyse génétique 

C e s  méthodes  on t ,  quan t  à elles, donné d e s  r é su l t a t s  i n t é re s san t s  sinon 

déf in i t i f s  sur l a  s t r u c t u r e  du génome d e s  Rhizobiacées.  P a r  hybridation a v e c  

les  g è n e s  d e  s t r u c t u r e  d e  nif (17 a u  moins) d e  Klebslella pneumoniae ( la  

souche qui f u t  u t i l i s ée  est l e  plasmide pSA30), i l  a été possible d ' ident i f ie r  

par  hybridation l e s  @ries nif sur  I'ADN c loné  d e  R. meliloti. Cec i  est 

r e l a t ivemen t  aisé du  f a i t  d e  l a  conserva t ion  r emarquab le  d e  la  s t r u c t u r e  d e  l a  

n i t rogénase  c h e z  l e s  d i f f é r e n t e s  e spèces  bac tér iennes .  

De nombreux v e c t e u r s  d e  c lonages  pour R. meliloti, cons t ru i t s  à par t i r  d e  

p lasmides  d e  d i f f é r e n t e s  origines, o n t  été décr i t s .  Les  vec t eu r s  cosmidiques,  

ut i l isés  pour la  p r e m i è r e  fo i s  par COLLINS et HOHN (74), sont  des  vec t eu r s  

plasmidiques c o n t e n a n t  l e s  e x t r é m i t é s  cohésives (ou bouts  gluants)  du phage 

X ( Xcos). Pour r éa l i s e r  les  expé r i ences  d e  c lonage  d e  gènes,  l a  présence  du 

s i t e  Xcos nécess i te  I 'encapsidat ion du plasmide dans  les  têtes d e  X. L ' A D N  

pouvant  ê t r e  i n s é r é  d o i t  r ep résen te r  d e  7 8  % (38 Kb) à 107 % (51 Kb) d e  

I'ADN d e  X (49 Kb) pour ê t r e  convenablement  encaps idé  [FEISS et al. (103), 

FEISS et SIEGELE (104)l. E t a n t  donné  q u e  l e s  vec t eu r s  cosmidiques  

habi tue l lement  u t i l i sés  o n t  une  ta i l le  osci l lant  e n t r e  5 et 10 Kb, seuls  l e s  

ADN polycosmidiques (produits  d e  l a  l igat ion d e  plusieurs vec teurs)  ou l e s  

cosmides  con tenan t  d e s  morceaux d'ADN d e  40 à 45 Kb peuvent  ê t r e  

encapsidés.  Ainsi, FRIEDMAN et al. (1 10) cons t ru is i ren t  l e  cosmide  pLAFRl  

en  i n s é r a n t  la rég ion  X co s  dans  l e  plasmide pRK290 [DITTA et al. (9911, 

lu i -même dér ivant  du  plasmide du type  P l ,  RK2  iden t ique  au  plasmide RP4  ou 

R I 8  é t u d i é  par BURKARDT et al. (57). D e  même ,  l 'expression d e s  dans  

R. meliloti fu t  é g a l e m e n t  ana lysée  à par t i r  d e  cosmides  cons t ru i t s  par  

inser t ion  du gène  cos du bac tér iophage  P 4  dans  l e  plasmide RK2 [KAHN e t  

TRIMBLIN (146)l. C e s  cosmides  sont  f a c i l e m e n t  i n t rodu i t s  dans  l e s  capsides du 

phage P2. 



Pour  é tud i e r  non p a s  l e s  g è n e s  nif mais  l ' ensemble  d e s  gènes  d e  la  symbiose  

c h e z  Rhizobium, d e s  mé thodes  c o m m e  ce l l e s  d é c r i t e s  e n  1984 par  AUSUBEL 

(16) o n t  été s o u r c e  d e  r é s u l t a t s  impor t an t s .  Pour  ces auteurs ,  i l  s ' ag i t  

d ' e f f e c t u e r  des  mu ta t ions  c h e z  Rhizobium par  t ranspos i t ion  du p lasmide  Tn5 

d'E. coli. L' i so lement  des  c lones  t ransposés  (kanamycine  rés i s tan t )  est aisé. 

Chacun  d 'eux e s t  testé pour l a  symbiose  sur  plantule .  Lorsque cel le-ci  e s t  

néga t ive  (mu ta t ions  ra res ) ,  i l  e s t  possible d ' é tud i e r  l ' é t a p e  bloquée. Pour  

t rouve r  l e s  gènes  i n a c t i v é s  par  t ransposi t ion,  on hybride d e  longs f r a g m e n t s  

d 'ADN t o t a l  d e s  m u t a n t s  a v e c  le  Tn5 marqué ,  ce qui p e r m e t  d 'ob ten i r  une 

sonde  co r r e spondan t  a u  g è n e  inac t ivé .  P a r  hybridat ion a v e c  d e  l'ADN d e  l a  

s o u c h e  s a u v a g e ,  i l  v a  ê t r e  a l o r s  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  l e s  g è n e s  a c t i f s  

cor respondant .  Malgré  l e s  d i f f icu l tés  d e  local isat ion,  i l  appa ra î t  que  l e s  gènes  

d e  l a  symbiose se t r o u v e n t  sur  le  p lasmide  géan t .  

II. - LES VIRUS DES BACTERIES OU BACTERIOPHAGES 

L e  virus, composé  d e  m a t é r i e l  géné t ique  e n t o u r é  d ' une  coque  pro té ique ,  e s t  

l ' une  d e s  plus s imp le s  e n t i t é s  capab le  d e  se reprodui re .  Les  virus n 'on t  p a s  de  

s y s t è m e  métabol ique ,  i l s  n ' on t  pas  d e  s y s t è m e  d e  mobi l i té  ; i l s  ne  peuven t  

r épondre  aux s t imul i  et n e  peuvent  c r o î t r e  a u  s ens  propre  du t e r m e .  Leur  

c a p a c i t é  à main ten i r  l ' i n t ég r i t é  d e  leur  m a t é r i e l  géné t ique ,  g r â c e  à l eurs  

possibi l i tés  d e  mu ta t ion ,  est l e  seul  f o n d e m e n t  p e r m e t t a n t  d e  les  cons idé re r  

c o m m e  d e s  ê t r e s  vivants.  P a r  ai l leurs ,  l e  m é c a n i s m e  g r â c e  auquel  i l s  s e  

reproduisent  e s t  un ique  e n  Biologie. Dans  t o u s  l e s  cas, au cou r s  du c y c l e  d e  

reproduct ion ,  l e  m a t é r i e l  géné t ique  viral  dev ien t  fonc t ionnel  dans  l a  ce l lu le  

qu ' i l  i n f e c t e .  L e  m a t é r i e l  géné t ique  a p p o r t é  pa r  l e  virus c a u s e  l ' in fec t ion  d e  

l a  ce l lu le  abou t i s san t  so i t  à l a  product ion  d e  pa r t i cu l e s  virales ,  l a  m o r t  d e  l a  

ce l lu le  é t a n t  le r é s u l t a t  f inal ,  so i t  au  c h a n g e m e n t  d e  celle-ci a v e c  acquis i t ion  

d e  nouvel les  ca rac t é r i s t i ques .  

A. - ~ é c o u v e r t e  des virus et des bactériophages 

1 - Des virus 

L a  présompt ion  d e  l a  p ré sence  d 'organismes  a u t r e s  q u e  l e s  b a c t é r i e s  

responsables  d e  ma lad i e s  i n f ec t i euses  t ransmiss ib les  d a t e  d e s  t r avaux  d e  

IVANOWSKI (135). En  e f f e t ,  e n  u t i l i san t  l e s  bougies d e  CHAMBERLAND (701, 



mises  au  point  que lques  années  plus t ô t  (1884), i l  mon t r e  q u e  l a  mosai'que du 

t a b a c  d ' a p p a r t e m e n t  (Nicot iana  g lu t inosa)  peu t  ê t r e  t r ansmise  aussi bien à 
par t i r  d e  b roya t s  d e  feu i l les  malades  non f i l t r é s  que  f i l t rés .  II  e n  conc lu t  q u e  

l a  maladie  n ' e s t  d u e  ni à une  b a c t é r i e  ni à un champignon.  

Il suggère ,  à cette époque ,  que  l ' a g e n t  causa l  pourra i t  ê t r e  une  tox ine  

bac t é r i enne ,  hypothèse  insp i rée  par  l a  d é c o u v e r t e  d e  la  tox ine  d iphtér ique  pa r  

ROUX et YERSIN e n  1888 (227). Ignorant  l e s  t r avaux  dlIVANOWSKI, 

BEIJERINCK e n  1898 (31) d é m o n t r e  q u e  l a  mosai'que du t a b a c  n ' e s t  pa s  due  à 

une b a c t é r i e  ma i s  à un virus vivant.  C e  virus ne  s e  mult ipl ie  q u e  dans  l a  

p l an t e  e n  c ro i s sance  où d e s  divisions ce l lu l a i r e s  o n t  lieu. P o r t é  à ébull i t ion,  l e  

virus est i n a c t i v é  ma i s  i l  peu t  ê t r e  déshydra t é  sans  pe rd re  ses p rop r i é t é s  

infec t ieuses .  BEIJERINCK n o m m e  cet a g e n t  causa l  l e  "Contagium vivium 

fluidum". 

L ' agen t  i n f e c t i e u x  f i l t rab le ,  appelé  d e  nos jours "virus", est découve r t .  Depuis,  

d e  nombreux a u t r e s  virus f u r e n t  isolés ,  l 'un d e s  de rn i e r s  e n  d a t e  é t a n t  celui  

du Syndrome  d ' lmmuno  ~ é f i c i e n c e  Acquise  ou S.I.D.A. [BARRE-SINOUSSI et 

al. (25)]. L e s  v i rus  s o n t  p ré sen t s  d a n s  l e  r è g n e  végéta l ,  an ima l  et c h e z  l e s  

bac t é r i e s .  

2 - D e s  bac t é r iophages  

L e s  virus d e s  b a c t é r i e s  f u r e n t  découve r t s  s imu l t anémen t  pa r  TWORT (264) et 

D'HERELLE (1 29) s ans  qu ' appa remmen t  i l s  eus sen t  connaissance  d e  leur  

d é c o u v e r t e  r e s p e c t i v e  [STENT (255), NICOLLE (206), DUCKWORTH (101). 

Quoi qu ' i l  e n  so i t ,  e n  1915, TWORT (264) observe  que  des  c u l t u r e s  d e  

"microcoque" dev iennen t  v i t reuses  et t r anspa ren t e s .  Il s ' e s t  a v é r é  plus t a r d  

q u ' i l  s ' a g i s s a i t  d e  s t a p h y l o c o q u e  [ A C K E R M A N N  et  DUBOW (5)l .  C e  

phénomène  est t ransmiss ib le ,  d 'une  c u l t u r e  à une  a u t r e  ; l ' a g e n t  causa l  

t r a v e r s e  l e s  f i l t r e s  d e  porce la ine  et est i n a c t i v é  à 60°C. TWORT (264) suggère  

que  cet a g e n t  p e u t  ê t r e  une  b a c t é r i e  ou une  e n z y m e  possédant  l a  f a c u l t é  d e  

se reproduire.  C e s  r é s u l t a t s  ne  f u r e n t  p a s  r e m a r q u é s  et r e s t è r e n t  inexplo i tés .  

En 1915, é g a l e m e n t ,  à l ' Ins t i tu t  P a s t e u r  d e  Par i s ,  D'HERELLE obse rve  que  

d e s  l y sa t s  d e  s e l l e s  d e  ma lades  a t t e i n t s  d e  dysen t r i e  sont  capab le s  d e  lyser  

d e s  cu l tu re s  b a c t é r i e n n e s  sur  boî te  et e n  milieu liquide. Il publie s e s  r é su l t a t s  



e n  1917 (129), m o n t r a n t  c l a i r e m e n t  que  l ' a g e n t  causa l  e s t  un microbe  

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

"bactér iophage",  phage  e n  abrégé .  C e  t e r m e  e s t  ut i l isé  d e  nos jours pour 

dés igner  t ous  l e s  virus des  procaryotes ,  ainsi que  ceux  d e s  a r chaebac t é r i e s ,  

de s  c y a n o b a c t é r i e s  et des  mycoplasmes.  

B. - Classification des phages 

C o m m e  tous  les  virus,  l es  bac t é r iophages  possèdent  une  s t r u c t u r e  é l é m e n t a i r e  

p ro t é ique  ou c a p s i d e  à l aquel le  peuven t  s 'adjoindre d ' a u t r e s  é l é m e n t s  d e  

m ê m e  n a t u r e  t e l s  une  queue,  d e s  f ibres ,  d e s  spicules. L a  caps ide  p ro t ège  un 

a u d e  nucléique,  s o i t  un ADN, so i t  un ARN d e  s t r u c t u r e  mono ou b ica téna i re .  

L ' ensemble  caps ide-ac ide  nuc lé ique  cons t i t ue  l a  nuc léocaps ide  qui peu t  

m o n t r e r  une s y m é t r i e  cubique  hél icoïdale ou mixte.  

Au m o m e n t  d e  sa d é c o u v e r t e  et jusqu'en 1926, D'HERELLE (130) pensa i t  qu ' i l  

n ' ex i s t a i t  qu 'une seu l e  e s p è c e  d e  phage,  l e  Bacteriophagum intestinale. En 

e f f e t ,  sa suspension phagique é t a i t  c apab le  d e  lyser  d e s  b a c t é r i e s  aussi 

d i f f é r e n t e s  que  Escherichia coli, l e s  Salmonelles ,  l es  Shige l les  et Yersinia 

pestis. ~ s o l é e  de  f è c e s  d e  malades,  cette suspension é t a i t  à n ' en  p a s  dou te r  un 

mé lange  d e  plusieurs  phages. En 1948, HOLMES (133) publie  l a  p remiè re  

c lass i f ica t ion  des  v i rus  dans  laquel le  l e s  phages  f o n t  p a r t i e  d e  l 'o rdre  d e s  

Virales, f o r m e n t  u n e  seule f ami l l e  à un seul  o rd re  et à un seul  genre .  C e t t e  

c lass i f ica t ion  qui about i ssa i t  à d e s  assoc ia t ions  é t r a n g e s  c o m m e  ce l l e  e n t r e  

l e s  poxvi rus  et l e s  herpesvirus n e  f u t  pas  longtemps  a c c e p t é e  par  l a  

c o m m u n a u t é  sc ien t i f ique .  En 1962, l e s  t ravaux d e  LWOFF, HORNE et 

TOURNIER (le  s y s t è m e  LHT) (189) p e r m i r e n t  d e  c lasser  l e s  v i rus  e n  t e n a n t  

c o m p t e  d e  leurs  p rop r i é t é s  morphologiques et physico-chimiques. Les  phages  

fu ren t  p l a c é s  e n  3 groupes  : l e s  Microvir idés ( type  @ X174), l e s  ~ é v i v i r i d é s  

( type  MS2) et les  ~ n o v i r i d é s  r e p r é s e n t é s  pa r  l e  seul  g e n r e  Inovirus ( t ype  fd). 

Les  phages  caudés  f u r e n t  groupés  e n  une  seu le  fami l le  d e  I 'ordre des  

Urovirales .  

En 1965 et 1967, BRADLEY (47, 48) propose d e  c lasser  l e s  phages  e n  6 

groupes  morphologiques qui co r r e sponden t  a u x  types  d ' a c i d e  nucléique 

possédés. On t rouve  des  phages  à longue queue  c o n t r a c t i l e  ou non, à queue  

cou r t e ,  d e s  phages  cubiques  à ADN ou ARN et enf in  l e s  phages  f i l amen teux  



( f igure  3). C e t t e  c lass i f ica t ion  f u t  l a r g e m e n t  admise  et est e n c o r e  ut i l isée d e  

nos jours. 

En 1968, TIKHONENKO (261) propose une c lass i f ica t ion  t r è s  proche  a v e c  

r e g r o u p e m e n t  d e s  p h a g e s  à ADN et à ARN à s y m é t r i e  c u b i q u e .  

En 1974, ACKERMANN et EISENSTARK (6) é t e n d e n t  l e  s c h é m a  originel  de  

BRADLEY e n  y i nc luan t  t o u t e  une  s é r i e  d e  phages, nouvel lement  découver t s ,  

d e s  cubiques,  d e s  f i l amen teux  et d e s  pléomorphes.  L e s  phages  c a u d é s  sont  

subdivisés  e n  virus à tête i somé t r ique ,  plus ou nioins al longée.  L e  t y p e  D4 e s t  

a j o u t é  plus t a r d  [ACKERMANN ( l ) ]  pour r ep ré sen te r  l e s  phages  cubiques 

possédan t  un ADN b ica t éna i r e  et une  double caps ide  (genre  Tectivirus, 

F a m i l l e  des  Tect ivir idés) .  Enfin, t r è s  r é c e m m e n t ,  ACKERMANN (3) et 

ACKERMANN et DUBOW (5) proposent  d 'ad jo indre  à cette c lass i f ica t ion  l e  

g r o u p e  F 3  c o n s t i t u é  du phage  TTV1 f i lamenteux ,  enveloppé ,  à ADN 

b ica t éna i r e ,  nouvel lement  d é c o u v e r t  c h e z  l ' a r c h a e b a c t é r i e  Thermoproteus 

tenax. L a  f igu re  4 donne  l a  r ep ré sen ta t i on  s c h é m a t i q u e  d e s  d i f f é r en t s  

morpho types  phagiques reconnus  d e  nos jours. 

C. - présence des  phages dans l a  nature 

Tou t  na tu re l l emen t ,  l à  où e x i s t e n t  d e s  bac tér ies ,  i l  e x i s t e  d e s  phages. Leur  

h a b i t a t  l e  plus i m p o r t a n t  est c e p e n d a n t  l a  b a c t é r i e  lysog6ne. En e f f e t ,  à peu 

p r è s  l a  mo i t i é  d e s  phages  connus  o n t  été i so lés  d e  b a c t é r i e s  lysogènes ou s e  

s o n t  r évé l é s  t e m p é r é s  a p r è s  leur  i s o l e m e n t  à pa r t i r  d e  produits  naturels .  

C h e z  l e s  b a c t é r i e s  sporu lan tes ,  l e s  phages  se p e r p é t u e n t  à l ' é t a t  d e  prophage 

ou i n c l u s  dans  l a  spore. C e t t e  pa r t i cu l a r i t é  est quelquefo is  u t i l i sée  pour l a  

conse rva t ion  d e s  phages  d e  Bacillus [ACKERM ANN et DUBOW (511. L e s  

p h a g e s  o n t  été i so lés  à p a r t i r  d 'une  g rande  d ive r s i t é  d e  milieux : l ' a i r ,  l e s  

e a u x  : douces,  s a l ée s  ou d ' égou t ,  l e s  sols,  l e s  p lan tes ,  l e s  a l imen t s  (produits  

l a i t i e r s  et c r u s t a c é s  surtout) ,  l e s  an imaux sa ins  ou ma lades  et leurs  e x c r é t a t s ,  

que lquefo is  s eu l s  mais  t r è s  souvent  assoc iés  a v e c  l eu r s  hô t e s  bac t é r i ens  

[ACKERMANN et DUBOW (5)l. 

L e s  phages  ainsi q u e  leurs  h ô t e s  peuven t  ê t r e  i so l é s  d e  n iches  écologiques 

pa r t i cu l i è r e s  aux  condit ions ac ides ,  basiques, s a l ée s  ou s a u m â t r e s  ou dans  des  



Figure 3 - Les s i x  g roupes  m o r p h o l o g i q u e s  d e  b a c t é r i o p h a g e s  selon 
BRADLEY (47).  



Figure 4 - Morphotypes phagiques actuellement reconnus, d'après 
ACKERMANN e t  DL'BOW ( 5 ) .  



condi t ions  d e  t e m p é r a t u r e s  é levées .  Il n ' ex i s t e  pas  d e  co r r é l a t i ons  e n t r e  l a  

morphologie d e  ces phages  et leur s i tua t ion  dans  l e s  d i f f é r en t s  habi tats .  En 

e f f e t ,  d e s  phages  morphologiquement  ident iques  et p robab lemen t  appa ren té s  

peuven t  ê t r e  r encon t r é s  d a n s  d e s  end ro i t s  t r è s  d i f f é r en t s .  L e s  r eche rches  sur  

l a  r épa r t i t i on  géographique  d e s  phages  n ' en  sont  q u ' à  l eu r s  débuts .  En e f f e t ,  

e l l e s  imp l iquen t  d e s  i nves t iga t ions  m e t t a n t  e n  oeuvre  d e s  moyens  i m p o r t a n t s  

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

d ' an t i s é rums ,  moyens  non disponibles  dans  c e r t a i n s  pays. Cependan t ,  i l  s emble  

q u e  l e s  phages  son t  p r é s e n t s  sur  t o u t  l e  globe. C e r t a i n s  phages, t e l s  T2, B4, 

N4 ou T7, s emblen t  ê t r e  ubiqui taires .  L e s  co l iphages  à RNA, eux  aussi,  o n t  

été r e n c o n t r é s  d a n s  d e  nombreux pays [ACKERMANN et DUBOW (511. 

D. - Origine et évolution des phages 

1 - Origine 

Trois  t héo r i e s  o n t  été proposées  pour t e n t e r  d 'expl iquer  l 'or igine d e s  phages : 

(a) l e s  virus son t  d e s  descendan t s  spéc ia l i sés  d e s  p r e m i è r e s  f o r m e s  d e  vie ; (b) 

ce sont  d e s  o rgan i smes  e n  dégéné re scence ,  e n  par t icu l ie r  pour MATTHEWS 

(195) qui vo i t  l e s  v i rus  dé r ive r  d e  b a c t é r i e s  dégéné rées  ; enfin,  (c), l e s  virus 

r e p r é s e n t e n t  d e s  g è n e s  devenus  i n fec t i eux  [REANNEY et ACKERMANN (175)l 

o u  d e s  f r a g m e n t s  d ' ac ides  nuc lé iques  devenus  i ndépendan t s  et in fec t i eux  

[LWOFF (187)l. 

Pou r  l e s  phages,  e n  par t icu l ie r ,  un consensus semble  ê t r e  obtenu q u a n t  à leur  

or ig ine  ch romosomique  [ADAMS (9), BRADLEY (49)l ou ex t rachromosomique  

[LWOFF (187), ADAMS (9) e t  BRADLEY (47)l. C e  de rn i e r  a u t e u r  suggère  que  

l e s  phages  f i l amen teux  du t y p e  fd  o n t  pour or ig ine  l e s  f a c t e u r s  R. C e s  

ép i somes  a u r a i e n t  acquis  l a  f a c u l t é  d e  code r  pour l a  syn thèse  d e  F-pili. C e s  

pili, s e r v a n t  d e  c a n a l  au c o u r s  d e  l a  conjugaison bac t é r i enne ,  deviendra ien t  

a u t o n o m e s  et pour ra i en t  ê t r e  cons idérés  c o m m e  l a  f o r m e  pr imi t ive  du phage 

fd.  D e  m ê m e ,  l e s  phages  à ARN d e  l a  f ami l l e  des  ~ é v i v i r i d é s  peuven t  avoir 

évo lué  à p a r t i r  d e s  ARNm ce l lu l a i r e s  [BRADLEY (49)l. 



2 - Evolution 

 évolution d e s  ac ides  nucléiques phagiques semble  avoir  été acquise  à l a  

f aveur  d e  nombreuses  modif ica t ions  t e l l e s  que  les  mu ta t ions  ponctuel les ,  les 

r é a r r a n g e m e n t s  g é n o m i q u e s  o u  l e s  r e c o m b i n a i s o n s  [ R E A N N E Y  e t  

ACKERMANN (220)l. 

L e s  muta t ions  ponctue l les  para issent  avoir  joué un rô l e  t r è s  i m p o r t a n t  chez  

l e s  co l iphages  à ADN T3, T7 et  @ 11 et probablement  c h e z  les  Microviridés. 

Cependan t ,  d 'une  man iè re  généra le ,  l'ADN est copié  r e l a t i v e m e n t  f idèlement.  

P a r  c o n t r e ,  c h e z  les  phages à ARN monocaténai re  ( ~ é v i v i r i d é s ) ,  l a  répl icase 

du phage  Q B  par exemple  peu t  engendrer  jusqu'à 15 p l 0 0  d lARN sensiblement 

d i f f é ren t s .  II s ' ag i t  l à  d'un phénomène t r è s  i m p o r t a n t  pour l 'évolut ion des  

phages  d e  cette famil le .  

L e s  r éa r r angemen tç  génomiqueç o n t  é g a l e m e n t  une p a r t  i m p o r t a n t e  dans  le  

dé rou lemen t  d e  l 'évolution d e  c e r t a i n s  phages. L ' é t u d e  d 'hé téroduplex  d e  

nombreuses  va r i é t é s  d e  phages  caudés  d e s  en té robac té r i e s ,  d e  Bacillus, 

Pseudomonas  et S t r ep tomyces ,  o n t  r évé lé  d e s  régions d e  c o m p l è t e  homologie, 

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

subs t i tu t ion  [REANNEY et ACKERMANN (220)l. L'insert ion-délét ion se réal ise 

c h e z  l e s  phages X et PZ2 et est pa r t i cu l i è r emen t  é v i d e n t e  c h e z  les  phages 

T-pairs. 

En ce qui conce rne  l e s  recombinaisons,  t ro is  phénomènes  sont  c lass iquement  

décr i t s .  L e  premier  cons is te  e n  une  recombinaison e n t r e  phages. II s ' ag i t  là 

d 'une  acquisi t ion d e  ma té r i e l  géné t ique  à l a  faveur  d e  I ' infect ion d 'une 

b a c t é r i e  possédant  un prophage ou bien d e  l ' infect ion s imul t anée  par  deux 

phages  d i f férents ,  P a r  exemple ,  d e s  hybrides viables o n t  été obtenus  à par t i r  

d e s  phages  X et P22. Notons q u e  l'on peu t  é g a l e m e n t  obteni r  d e s  phages 

viables par  sur infec t ion  d e  b a c t é r i e s  po r t an t  d e s  phages  d é f e c t i f s  par d e s  

phages  apparentés .  L e  deux ième  phénomène observable est l a  recombinaison 

phage-plasmide. C e s  hydrides o n t  été cons t ru i t s  au l abo ra to i r e  et peuvent  

ex i s t e r  dans  l a  na ture .  Nous ne  donnerons ic i  qu'un exemple .  L a  t o t a l i t é  du 

génome  du phage Mu a pu ê t r e  i n t rodu i t  dans  le  p lasmide  RP4. Lorsque cet 

hybride est t r ans fé ré  par  conjugaison c h e z  Pseudomonas  so l anacea rum et chez  



Rhizobium mel i lo t i ,  l e  g é n o m e  du klu est t r a n s c r i t  et s ' exp r ime  c h e z  ces 

nouveaux hô te s  [BOUCHER et al. (41)]. Enfin, l e  t ro i s i ème  phénomène  

observable  est l a  recombinaison e n t r e  l e  phage  et l 'ADN d e  son hôte,  

c ' es t -à -d i re ,  plus p réc i sémen t ,  l a  t r ansduc t ion  généra l i sée .  Elle s e m b l e  ê t r e  à 

l 'or igine d e  la  na i s sance  d 'un  nombre  i m p o r t a n t  d e  nouveaux phages  et t i e n t  

d e  ce f a i t  une p l a c e  non négligeable dans  leur  évolut ion.  

E. - Multipl icat ion d e s  phages  - L e  c y c l e  l y t i que  

L e  m ê m e  bac t é r iophage  p e u t  ex i s t e r  d a n s  t ro i s  états d i f f é r en t s  : sous  f o r m e  

d e  virion ex t r ace l lu l a i r e ,  d e  virion in t r ace l lu l a i r e  ou f o r m e  v é g é t a t i v e  et enfin 

à l ' é t a t  d e  prophage.  L e s  bac tér iophages ,  don t  l e  ma té r i e l  g é n é t i q u e  e s t  

c apab le  d e  su rv iv re  d a n s  l a  ce l lu le -hôte  sans  exp r imer  s a  v i ru lence ,  sont  

appelés  t empérés ,  c eux  qui e n  son t  i ncapab le s  et qui lysent  l a  b a c t é r i e  sont  

appelés  "virulents". L e  phage  v i ru len t  est un p a r a s i t e  l é t a l  pour l a  b a c t é r i e  

c h e z  laquel le  i l  con t rô l e ,  à son prof i t ,  l e s  voies  métabol iques ,  lui o rdonnan t  d e  

produire  ses p rop re s  cons t i t uan t s .  L e  c y c l e  ly t ique  se réa l i se  e n  4 é t a p e s  : 

l 'adsorpt ion,  l ' in fec t ion ,  l a  mul t ip l ica t ion  et l a  l ibéra t ion  d e s  phages. 

1 - L'adsorp t ion  

Elle s e  f a i t  au hasard  ; l ' a t t a c h e m e n t  a u  d é p a r t  révers ib le ,  dev i en t  t r è s  v i t e  

i r révers ib le .  II est h a u t e m e n t  spéc i f ique  et se r éa l i s e  g r â c e  à une  concordance  

e n t r e  l e s  r é c e p t e u r s  phagiques et bac tér iens .  L e s  poin ts  d e  f ixa t ion  d e s  phages  

sur  les  b a c t é r i e s  peuven t  ê t r e  t r è s  d i f f é r en t s .  

L a  t r è s  g rande  m a j o r i t é  d e s  phages  c a u d é s  s ' adsorbent  sur  l ' enve loppe  

bac t é r i enne  par  l eu r s  c r a m p o n s  e t / o u  l eu r s  f i b r e s  cauda le s  a v e c  con t r ac t ion  

ou non d e  leur  queue .  L e  phage  PBSl  d e  B a a l l u s  subt i l i s  (morphotype  A l ) ,  qui 

possède 3 longues f i b r e s  cauda le s  et l e  phage  X d e  S e r r a t i a  m a r c e s c e n s  

(morphotype  B1 à u n e  seu l e  f i b r e  caudale) ,  s ' adso rben t  eux  sur  l e s  f l age l l e s  d e  

leur  hôte.  D ' a u t r e s  phages,  t e l s  le  phage  Vi d e  Sa lmone l l a  typhi  ou d e  

n o m b r e u x  p h a g e s  d l E s c h e r i c h i a  coli d e  r n o r p h o t y p e  C l ,  s ' a d s o r b e n t  

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

L e s  phages  sans q u e u e  à ADN (Microviridés, ~ o r t i c o v i r i d é s  et Tect inovi r idés)  

se f ixen t  par l e u r s  f i b r e s  apicales .  L e s  ~ y s t o v i r i d é s  (phages  à ARN 



b ica t éna i r e )  et l e s  P lasmavi r idés  (à ADN bica téna i re )  s ' adso rben t  par  leur  

e n v e l o p p e ,  t a n d i s  q u e  l e s  L é v i v i r i d é s  ( p h a g e s  MS2, M17, f 2 )  ( A R N  

monoca téna i r e )  et l e s  phages f i l a m e n t e u x  ( type fd )  (Inoviridé à ADN 

monoca téna i r e )  se f ixen t  r e s p e c t i v e m e n t  sur  l e  c ô t é  ou à l ' e x t r é m i t é  d e s  

F-pili. L a  f igure  5 ,  d ' ap rè s  ACKERMANN et DUBOW ( 5 ) ,  donne une  

r ep ré sen ta t i on  s c h é m a t i q u e  des  d i f f é r e n t s  t ypes  d'adsorption. 

L 'adsorp t ion  phagique  peu t  ê t r e  a p p r é c i é e  pa r  l a  valeur  du t aux  d 'adsorpt ion 

[ADAMS (911. Il est proport ionnel  au  nombre  d e  phages  et b a c t é r i e s  p ré sen t s  

lo rs  d e  l a  réac t ion .  Décro issant  exponen t i e l l emen t  e n  fonc t ion  du temps ,  s a  

valeur  dépend d e  l a  cel lule-hôte,  du  milieu (composition, pH, p ré sence  d e  

cat ions) ,  d e  l a  t e m p é r a t u r e  et du virus employé.  

D'une f a ç o n  géné ra l e ,  dans  l a  p lupar t  d e s  s y s t è m e s  phages-bac tér ies ,  90 % d e s  

phages  son t  adso rbés  ap rè s  10 min d e  c o n t a c t .  Nous verrons,  d a n s  l a  su i t e  d e  

ce t r ava i l ,  q u e  c'est é g a l e m e n t  le  cas pour l e s  phages  d e  Rhizobium meiiloti 

d e  n o t r e  co l lec t ion .  

Des é l é m e n t s  ou condi t ions  requis  pour l 'adsorpt ion,  ce son t  l e s  CO-facteurs  
2+ 2+ 2+ cons t i t ué s  par  l e s  i o n s  b iva len ts  t e l s  C a  , Mg , Ba , Mn2+, s r 2 +  et 2n2+  

qui o n t  été l e s  plus étudiés .  L e s  i o n s  ca2+, à eux seuls, s o n t  ex igés  non 

s e u l e m e n t  pour l ' adsorp t ion  phagique ma i s  é g a l e m e n t  pour l a  péné t r a t i on  d e  
2+ . I'ADN, l a  lyse  b a c t é r i e n n e  et l a  s t a b i l i t é  d e s  phages. L e s  i o n s  Mg jouent  

é g a l e m e n t  un rôle  i m p o r t a n t  dans  l a  s t ab i l i t é  d e s  phages. 

2 - L'infection 

C h e z  l e s  phages  à q u e u e  con t r ac t i l e ,  a p r è s  a t t a c h e m e n t  sur l ' hô t e ,  l a  queue  

s e  c o n t r a c t e  et l e  c a n a l  c e n t r a l  e n t r e  e n  c o n t a c t  a v e c  l 'enveloppe 

bac t é r i enne .  L a  s é c r é t i o n  d e  l y sozyme  a m è n e  l e  p e r c e m e n t  d e  celle-ci.  

L'ADN se déroule  et e n t r e  dans  l a  ce l lu le -hôte  e n  des  endro i t s  moins  épa i s  d e  

l ' enve loppe  où l'on a pu observer  d e s  zones  d ' adhé rence  e n t r e  l a  paroi  et l a  

m e m b r a n e  p l a sma t ique  [FURUKAWA et al. ( I l l ) ] .  L'ADN phagique est 

p ro t égé  d e s  endonuc léases  d e  r e s t r i c t i on  d e  l a  ce l lu le  bac t é r i enne  (voir l a  

pa r t i e  d e  ce t rava i l  consac rée  à l a  res t r ic t ion-modif ica t ion) .  L e s  mécan i smes  

i n t e r v e n a n t  lors  d e  l ' in fec t ion  par  l e s  phages  à queue  non con t r ac t i l e  

c o n t e n a n t  d e  I'ADN r e s t e n t  e n c o r e  m a l  connus  m ê m e  pour l e  phage  X pour t an t  

beaucoup é tudié .  
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Figure 5 - Les si  tes d'adsorption des bactériophages, d'après A C K E R L I A N N  
e t  DUBOW ( 5 ) .  



En e f f e t ,  c o n t r a i r e m e n t  aux phages  à q u e u e  c o n t r a c t i l e  don t  l 'ADN est 

i n j e c t é  par  e f f r a c t i o n  c o m m e  à l ' a i de  d 'une ser ingue ,  c h e z  les  phages  à q u e u e  

non con t r ac t i l e ,  I 'ADN phagique s e  t rouve  m o m e n t a n é m e n t  empr isonné  e n t r e  

l a  paroi et l a  m e m b r a n e  cy toplasmique  bac t é r i enne .  Dans cette zone,  l e s  

nuc l éases  bac t é r i ennes  coupen t  I'ADN rendan t  ainsi d ' a u t a n t  plus d i f f ic i le  l e  

passage  d e  l ' ac ide  nuc lé ique  phagique et son express ion  dans  l a  bac t é r i e .  Pour  

ce qui e s t  de s  a u t r e s  phages  (sans queue,  f i l amen teux  et pléomorphes) ,  l e s  

processus  sont  t r è s  variés .  C h e z  l e s  Tec t iv i r idés ,  l ' observa t ion  d e  pa r t i cu l e s  

i n t a c t e s  ne  révè le  p a s  l a  p ré sence  d 'une  queue  ; cependan t ,  sur d e s  pa r t i cu l e s  

e n d o m m a g é e s  ou t r a i t é e s  au  ch loroforme,  on p e u t  observer  une q u e u e  

é m a n a n t  d e  l ' enve loppe  i n t e r n e  d e  l a  caps ide  [ACKERMANN et al. (8)l. C h e z  

l e s  Microviridés, l e s  ~ é v i v i r i d é s  et le  g e n r e  Inovirus, l e s  p ro t é ines  H et A 

pour l e s  premiers  et l a  p ro t é ine  A d e  l ' e x t r é m i t é  du phage  fd  jouent  le  rô l e  

d e  méd ia t eu r  lors  d e  l 'adsorpt ion et  d e  guide a u  cou r s  d e  l ' inject ion d e  l ' a c ide  

nucléique.  En ce qui c o n c e r n e  l e  phage  fd,  l ' in fec t ion  semble  s e  f a i r e  lorsque 

l e  F-pi lus  s ' e s t  r é t r a c t é  d a n s  l a  cel lule-hôte.  

C h e z  l e  phage @ 6 (Cystovir idés) ,  l a  caps ide  e n t i è r e  p é n è t r e  d a n s  l ' e space  

pér ip lasmique  et n e  s e m b l e  p a s  a l le r  plus loin. Q u a n t  a u  dé rou lemen t  d e  

l ' in fec t ion  due  a u  C o r t i c o v i r u s  PM2, e l l e  r e s t e  i nconnue  [ACKERMANN et 

DUBOW ( 5 ) ] .  

3 - L a  mul t i p l i ca t i on  

L a  mul t ip l ica t ion  phagique,  i n i t i é e  par  l a  p é n é t r a t i o n  d e  l ' a c ide  nucléique 

viral,  se déroule e n  p lus ieurs  é t a p e s  qui about i ssent  à l a  l ibéra t ion  d e s  vir ions 

nouvel lement  fo rmés .  L 'ana lyse  d e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  r equ ie r t  un nombre  

i m p o r t a n t  d e  ce l lu l e s  qui do ivent  ê t r e  i n f e c t é e s  s imu l t anémen t ,  u n e  in fec t ion  

seconda i r e  devan t  ê t r e  év i t ée .  C e  sont  l e s  condi t ions  d e  lyse e n  une  seu l e  

é t a p e  (one s t r e p  g r o w t h  condit ions)  mises  au  poin t  p a r  ELLIS et DELBRÜCK 

(102). L e s  b a c t é r i e s  s o n t  i n f e c t é e s  un t r è s  c o u r t  i n s t a n t ,  puis le  mélange  e s t  

f o r t e m e n t  di lué ou addi t ionné  d 'un  sé rum an t iphage  spéc i f ique  a f in  d'évi t e r  

t o u t e  adsorpt ion supp lémen ta i r e  d e  phages. L a  mu l t i p l i c i t é  d ' in fec t ion  (m.o.i.), 

pour "mult ipl ici ty of infect ion",  c ' es t -à -d i re  l e  nombre  d e  phages  pa r  b a c t é r i e  

doi t  ê t r e  d é t e r m i n é  t r è s  préc isément .  Pour  une  m.0.i. t r op  é l evée ,  on  

a s s i s t e r a  à une lyse  p a r  l ' ex t é r i eu r  (lysis f r o m  wi thout )  [HERSHEY et CHASE 

(131)l qui cor respond à l a  lyse  d e  l a  b a c t é r i e  s ans  émission d e  nouveaux 

phages. 



Si, par  con t r e ,  l a  m.0.i. est t r è s  fa ib le ,  une pa r t i e  de  l a  population 

bac t é r i enne  ne  s e r a  pas  in fec t ée .  

L a  courbe  d e  mul t ip l ica t ion  e n  une seule  é t a p e  r ep résen te  la  product ion  d e  

phages  e n  fonc t ion  du t e m p s  dans  les  condi t ions  d é c r i t e s  ci-dessus (f igure 6). 

Trois  phases peuven t  ê t r e  d é c r i t e s  : l a  phase  d 'adsorpt ion,  la  phase  d 'écl ipse 

et l a  phase d e  l ibéra t ion  d e s  phages (en t r a i t  plein). Les  deux p remiè res  

phases  réunies s o n t  c o u r a m m e n t  appe lées  phase  d e  la tence .  Si l 'on r ep résen te  

I 'évolution du n o m b r e  d e  phages  in t r ace l lu l a i r e s  e n  fonction du t emps ,  on 

o b t i e n t  une c o u r b e  para l lè le  à l a  phase r e p r é s e n t a n t  les  phages l ibérés  mais  

d é c a l é e  dans l e  t e m p s  ( t r a i t  pointillé). L a  pér iode  d e  l a t ence  dépend du phage 

bien sûr mais  é g a l e m e n t  d e s  condit ions expér imenta les ,  c 'est-à-dire l a  

composit ion du milieu, l a  présence  d ' ions  bivalents  et l a  t e m p é r a t u r e  

d ' incubation.  L a  phase  d e  l a t e n c e  peu t  var ie r  éno rmémen t  d 'une  e spèce  

bac t é r i enne  à u n e  au t r e .  T r è s  cour te ,  d e  l ' o rd re  d e  20 min chez  Escherichia 

coli i n f e c t é  par  l e  phage T2, e l le  peu t  a t t e i n d r e  d e s  durées  compr i se s  e n t r e  

30 et 40 heures  c h e z  l e s  cyanophages  [FOX et al. (108)l. F a i s a n t  s u i t e  à l a  

phase  d e  l a t ence ,  l a  mult ipl icat ion phagique p rop remen t  d i t e  a b o u t i t  à l a  

l ibéra t ion  des  phages.  A l a  f in d e  l a  lyse,  on peu t  e s t imer  le  nombre  d e  

phages  l ibérés ou burst-s ize [ADAMS (9)l. C o m m e  pour l a  phase d e  l a t ence ,  

cette valeur  var ie  t r è s  f o r t e m e n t  selon l e  phage  et les  condit ions d e  cul ture .  

a) L a  t ranscr ip t ion  

C ' e s t  l e  t r ans fe r t  d e  l ' in format ion  géné t ique  d e  l'ADN ou d e  I'ARN viral  vers  

I 'ARN messager.  Cette phase  est r éa l i s ée  par  d e s  ARN polymérases  dont  

l 'o r ig ine  est mul t ip le  et p e r m e t  c h e z  beaucoup d e  phages une régulat ion d e  l a  

t ranscr ip t ion .  El les  peuvent  provenir d e  l a  cel lule-hôte,  ê t r e  d 'origine 

phagique  e t  syn thé t i s ées  a p r è s  l ' in fec t ion  ou ê t r e  t r anspor t ées  par l a  capside.  

L a  mult ipl icat ion phagique passe pour t o u s  l e s  phages par l ' é t a p e  ARN 

messager .  

L a  présence  d e  ces polymérases  assoc iées  aux virions, indispensables à l a  

t ransmission d e  l ' i n fo rma t ion  génét ique ,  conduisi t  BALTIMORE (20) à 
souligner  le rôle c e n t r a l  d e s  ARN messagers  dans  l a  mult ipl icat ion virale .  Il 

proposa alors  une  c lass i f ica t ion  des  virus basée  non plus sur les  c a r a c t è r e s  
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morphologiques ou s t ruc tu raux  ma i s  sur la  "s t ra tég ie"  employée  par  l e s  

d i f f é r e n t s  groupes  d e  virus pour syn thé t i s e r  l e s  ARN messagers .  C e t t e  

c lass i f ica t ion  divise l e s  v i rus  e n  6 g randes  classes.  

L e s  virus d e  l a  c l a s se  1 s o n t  d e s  v i rus  à ADN b ica t éna i r e ,  t r ansc r ivan t  leur  

ADN d e  façon  a s y m é t r i q u e  pour donner  na issance  à l eu r s  ARN messagers .  

C e t t e  c l a s se  regroupe  l a  g rande  ma jo r i t é  d e s  phages  (phages caudés,  

~ o r t i c o v i r i d é s ,  ~ e c t i v i r i d é s ,  P l a s m a v i r i d é s ,  e t  p h a g e s  d u  g r o u p e  F3) .  

L e s  virus d e  l a  c l a s se  II possèdent  un ADN monoca téna i r e  d e  l a  m ê m e  

po la r i t é  q u e  leur  ARN message r  ( c e t  ARN message r  n ' e s t  pas  synthé t i sé  à 
pa r t i r  d e  l'ADN vi ra l  ma i s  à pa r t i r  d 'une  copie  d e  celui-ci).  L e s  Microviridés 

et l e s  Inoviridés f o n t  p a r t i e  d e  cette classe.  

L e s  virus du groupe  III possèdent  un ARN b ica t éna i r e  s egmen té .  L a  synthèse  

d e  leurs  ARN message r s  se f a i t  pa r  t ranscr ip t ion  a s y m é t r i q u e  du génome.  L e  

cys tov i rus  6 d e  Pseudomonas phaseolicola est l e  seu l  r e p r é s e n t a n t  d e  cette 

c lasse .  

L e s  virus du groupe  IV possèdent  un ARN monoca téna i r e  non s e g m e n t é  d e  

m ê m e  po la r i t é  q u e  l eu r s  ARN messagers .  Ils do iven t  c e p e n d a n t  passer  par  

l ' i n t e rméd ia i r e  d ' une  cop ie  c o m p l é m e n t a i r e  du g é n o m e  pour synthé t i se r  plus 

d e  messagers .  Les  phages  d e  l a  f ami l l e  d e s  ~ é v i v i r i d é s  appa r t i ennen t  à cette 

c lasse .  

L e s  virus d e  la  c l a s se  V possèdent  un ARN monoca téna i r e  c o m p l é m e n t a i r e  d e  

l eu r  ARN messager  don t  l a  syn thèse  peu t  donc  se f a i r e  par  t ranscr ip t ion  

d i r e c t e  du génome.  A n o t r e  connaissance ,  aucun  phage  a p p a r t e n a n t  à ce 

g roupe  n ' a  été déc r i t .  

Enfin, l e s  virus d e  l a  c l a s se  VI possèdent  un ARN monoca téna i r e  d e  m ê m e  

po la r i t é  q u e  leurs  ARN messagers .  Cependan t ,  ceux-ci  n e  sont  synthé t i sés  

qu 'à  p a r t i r  d 'une t r ansc r ip t i on  du g é n o m e  e n  ADN b ica t éna i r e ,  i n t é g r é e  dans 

l e  g é n o m e  d e  la  ce l lu le -hôte .  L A  enco re ,  à n o t r e  connaissance ,  aucun  phage 

a p p a r t e n a n t  à cette c l a s se  n ' a  été déc r i t .  



b) Répl ica t ion  d e  l ' a c ide  nuc lé ique  viral  

a )  Répl ica t ion  d e  I 'ADN viral  

C h e z  l e s  phages à ADN b ica t éna i r e ,  l a  rép l ica t ion  est semi-conserva t ive  et 

bidirect ionnel le  et r éa l i s ée  g r â c e  aux polymérases  ce l lu la i res  ou virales. Se lon  

les  phages,  l a  r ép l i ca t i on  a b o u t i t  à d e s  f o r m e s  r ép l i ca t i ves  d e  s t r u c t u r e s  plus 

ou mo ins  complexes  et i m p o r t a n t e s  sous f o r m e  d'ADN branchés  ou p r é s e n t a n t  

des  boucles. L 'ADN est ensu i t e  coupé  e n  f r a g m e n t s  qui p é n è t r e n t  dans  la  tête 

phagique. 

C h e z  l e s  phages à ADN monocaténa i re ,  un i n t e r m é d i a i r e  b i ca t éna i r e  est 

syn thé t i s é  à p a r t i r  d e  l 'ADN viral ; i l  s e rv i r a  de  f o r m e  rép l ica t ive .  

F ina l emen t ,  de  I 'ADN viral  monoca t éna i r e  s e r a  syn thé t i s é  à pa r t i r  d e  l a  

f o r m e  rép l ica t ive  et in t rodu i t  dans  l a  caps ide  a u  m o m e n t  d e  s a  matura t ion .  

B )  Répl ica t ion  d e  I 'ARN viral  

Elle est semi-conserva t ive  c o m m e  ce l l e  d e  I'ADN. C h e z  l e s  ~ é v i v i r i d é s ,  p a r  

e x e m p l e ,  un b r i n  c o m p l é m e n t a i r e  est s y n t h é t i s é  à p a r t i r  d e  I ' A R N  

monoca téna i r e  phagique ,  puis s e r t  d e  modèle  à l a  synthèse  d e  I'ARN viral .  

c) Morphogenèse  v i ra le  

Les  d i f f é r e n t s  composés  s ' a s semblen t  pour f o r m e r  un virion in j ec t i eux  ma tu re .  

De t o u s  les  phages  ex i s t an t s ,  l e s  phages  T-pairs o n t  été l e s  plus étudiés et 

leur  morphogenèse  est aujourd'hui bien connue .  Nous p ré sen te rons  i c i  

l ' a ssemblage  du phage  T4  ( f igure  7). L ' a s semblage  f i na l  se réa l i se  à pa r t i r  d e  

3 sous-assemblages,  ce lu i  d e  l a  tête, d e  l a  queue  et des  f i b r e s  caudales .  Il 

s ' ag i t ,  dans  le cas du phage  T4,  d'un d e s  phages  don t  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  

caps ide  est l a  plus complexe .  S e  p ré sen tan t  a u  d é p a r t  sous l a  f o r m e  d 'un  

noyau e n t o u r é  d e  pro té ines ,  l a  p r é t ê t e  1 subi t  un r é a r r a n g e m e n t  qui lui 

c o n f è r e  sa f o r m e  anguleuse  ( p r é t ê t e  II). Après  un p r e m i e r  c l ivage  du noyau et 

ad jonct ion  d'ADN, e l l e  s e  t r a n s f o r m e  e n  p r é t ê t e  III. Bientôt  déba r r a s sée  d e  

son noyau et pourvue  d e  t o u t  son ADN, e l l e  se t r a n s f o r m e  e n  une tête 

complè t e .  L a  queue ,  f o r m é e  pa r  l ' a ssemblage  d e  l a  p laque  basale ,  du tube  et 

d e  l a  ga ine ,  v ien t  se f ixe r  à l a  tête, suivie  e n s u i t e  des  f ibres  caudales .  L a  

p a r t i c u l e  a in s i  f o r m é e  est  un  p h a g e  m a t u r e  qui  v a  ê t r e  l i b é r é .  
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L'assemblage  q u e  nous venons d e  d é c r i r e  est séquentiel .  Si pour une  raison ou 

pour une a u t r e  une séquence  venai t  à ne  pas ê t r e  lue et expr imée,  l a  

conséquence  e n  se ra i t  l a  production d e  pa r t i cu l e s  anormales  sous  l a  f o r m e  d e  

po ly t ê t e s  régul iè res  ou i r régul iè res ,  d e  polymanchons, d e  phages à tête g é a n t e  

ou à queues  mul t ip les  [CASJENS et KING (67)l. 

4 - Libération des virions 

L a  l ibéra t ion  phagique se f a i t  selon l e s  phages  par  lyse d e  la  cel lule-hôte,  par  

ex t rus ion  ou par  bourgeonnement.  C h e z  l e s  phages caudés  et cubiques,  l ' ac t ion  

du lysozyme phagique sur  l 'enveloppe bac t é r i enne  provoque l ' é c l a t e m e n t  d e  la  

cel lule-hôte.  L 'extrusion est d e  règle  c h e z  l e s  phages du t y p e  fd  et l e s  

Plectrovirus.  C e s  phages  t r ave r sen t  l ' enveloppe  d e  l ' hô t e  qui survi t  à 
l ' in fec t ion  [MANILOFF et al. (190)l. L a  l ibéra t ion  par  bourgeonnement  ne  se 

rencon t r e  q u e  c h e z  l e s  Plasmavirus.  L A  encore ,  l a  cel lule-hôte n e  se lyse pas  

et survi t  à l ' in fec t ion  pendant  plusieurs géné ra t ions  [MARVIN et HOHN (194)l. 

F. - La lysogénie - Le cycle  tempéré 

L e  t e r m e  "lysogéniel' f u t  employé  pour l a  p r e m i è r e  fo is  e n  1921 p a r  BORDET 

et CIUCA (40) pour d é c r i r e  d e s  b a c t é r i e s  qui,  e n  l ' absence  d ' infec t ion ,  ava i en t  

l e  pouvoir hé réd i t a i r e  d e  l ibérer  d e s  bac t é r iophages  capables  d e  lyser  d ' a u t r e s  

bac tér ies .  A cette époque ,  l e  mécan i sme  d e  ce c o m p o r t e m e n t  n e  f u t  pas  

compris .  En 1929, BURNET et McKIE (58) a t t r i b u e n t  l a  lysogénie à l a  

présence  dans  chaque  bac t é r i e  d'un principe lyt ique,  cons t i tu t i f  du  ma té r i e l  

génét ique ,  capab le  d ' ê t r e  l ibéré  sous f o r m e  d e  phage. Cependan t ,  i l s  ne  

comprennen t  p a s  c o m m e n t  l a  l ibéra t ion  se déroule.  

En 1950, l e s  t r avaux  d e  LWOFF et CUTMANN (188) abou t i s sen t  à l a  

compréhens ion  du phénomène.  Ils a t t r i b u e n t  l a  lysogénie à l a  p ré sence  d'un 

"probactériophage" (prophage en  abrégé)  d a n s  l e  génome  bac té r i en  pouvant  s e  

t r a n s m e t t r e  c h e z  l e s  b a c t é r i e s  f i l les  s a n s  lyse d e  celles-ci. Ils d é m o n t r e n t  

é g a l e m e n t  q u e  l e  prophage peu t  ê t r e  ' 'activé' '  et cause r  l a  lyse d e  l a  bac tér ie .  

Une t e l l e  b a c t é r i e  e s t  appe lée  lysogène. Elle est i m m u n e  vis-à-vis d e  t o u t e  

i n fec t ion  pa r  un phage  homologue. Dans  c e r t a i n s  cas, e l l e  a acquis  d e s  

propr ié tés  pa r t i cu l i è r e s  qui subs is tueront  t a n t  q u e  l e  prophage s e r a  présent  

dans  l e  génome. C e t  équil ibre e n t r e  l a  bac t é r i e  et son pa ras i t e  peut  se 



main ten i r  i ndé f in imen t ,  se br i ser  s p o n t a n é m e n t  ou s e  rompre  sous l ' ac t ion  

d ' a g e n t s  i n d u c t e u r s  (en géné ra l  d e s  a g e n t s  mutagènes)  c o m m e  l e  r ayonnemen t  

u l t ra -v io le t  ou l a  n i i tomycine  C. Jusqu ' à  ma in t enan t ,  seuls  l e s  phages  c a u d é s  

à ADN b i c a t é n a i r e  sont  conce rnés  par  ce phénomène  [ACKERMANN et 

DUBOW (5)J. L a  lysogénie e s t  e x t r ê m e m e n t  f r é q u e n t e  dans  l e  monde  bac t é r i en  

mais  v a r i e  d e  f a ç o n  cons idérable  d 'une  espèce bac t é r i enne  à l ' au t r e ,  d ' une  

souche  à l ' a u t r e  ma i s  é g a l e m e n t  d 'un  sé ro type  à l ' a u t r e  [ACKERMANN et 

DUBOW (5)]. C e r t a i n e s  b a c t é r i e s  peuven t  ~ o s s é d e r  plusieurs  prophages  ; e l l e  

sont  d i t e s  p ~ l y l y s o ~ è n e s .  Dans  ce cas, ce sont  d e s  souches  plus f rag i les  c a r  

plus sens ib les  aux rayons  ul t ra-violets .  Une  b a c t é r i e  lysogène p e u t  ê t r e  c u r é e  

d e  son prophage  pai- t r a i t e m e n t  à I ' ac r id ine  orange,  s a  descendance  perd a lo r s  

son i m m u n i t é .  

L a  f i g u r e  8 r e p r é s e n t e  s c h é m a t i q u e m e n t  l e s  deux  c y c l e s  ly t iques  et t e m p é r é s  

m o n t r a n t  l e s  r e l a t i ons  ex i s t an t  e n t r e  eux. 

G .  - Les utilisations pratiques des  phages 

L'u t i l i sa t ion  p ra t i que  d e s  phages  p r é s e n t e  plusieurs  volets .  L e s  phages  on t  été 

ou s o n t  e n c o r e  employés  au d iagnos t ic  d e  c e r t a i n e s  maladies  infec t ieuses .  

Nous c i t e r o n s  l 'u t i l isat ion du phage  01 p e r m e t t a n t  d e  d é t e r m i n e r  l e s  

Sa lmonel les  humaines  ou animales.  Avan t  I 'appari t ion d e s  an t ib io t iques  et d e s  

su l famides ,  l e s  phages  f u r e n t  é g a l e m e n t  employés  e n  thé rapeu t ique  d e s  

maladies  i n f ec t i euses ,  e n  par t icu l ie r  d e s  s ep t i cémies  s taphylococciques.  D e  

nos jours, on a s s i s t e  à un renouveau  d e  la  t hé rap i e  par  l e s  phages, 

conséquence  d e  l ' appar i t ion  d e  plus e n  plus f réquer i te  d e  m u t a n t s  r é s i s t an t s  

aux an t ib io t iques  [ACKERMANN et DUBOW (91. L 'u t i l i sa t ion  pra t ique  

ma jeu re  d e s  phages  r e s t e  c e p e n d a n t  leur  emploi  au t ypage  phagique ou 

lysotypie. 

1 - La lysotypie 

L a  lyso typie  e s t  l a  subdivision d e s  d i f f é r e n t e s  b a c t é r i e s  par  l e s  phages. L e s  

p remie r s  t r a v a u x  sur  ce su j e t  r e m o n t e n t  à l a  p r é sen ta t i on  p a r  CRAIGIE et 

Y E N  (77) d ' un  s y s t è m e  d e  t ypage  phagique  réa l i sé  à pa r t i r  d e  q u a t r e  phages  

spéc i f iques  d e  l ' an t igène  Vi d e  Salmonella typhi. L a  p lupar t  d e s  s c h é m a s  d e  

lysotypie ut i l isés  a c t u e l l e m e n t  son t  r éa l i s é s  par  r appor t  a u x  b a c t é r i e s  
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d ' i m p o r t a n c e  médica le  t e l l e s  q u e  S. typhi, S. paratyphi B et Staphylococcus 

aureus [KASATIYA et NICOLLE (147), ACKERMANN et DUBOW ( 5 ) ] .  Chez  

Rhizobium, l e s  phages sont  é g a l e m e n t  ut i l isés  non s e u l e m e n t  pour dis t inguer  

e n t r e - e l l e s  l e s  b a c t é r i e s  i n f e c t a n t  l e s  d i f f é r e n t e s  L é g u m i n e u s e s  m a i s  

é g a l e m e n t  au  sein d 'une  m ê m e  e s p è c e  pour en  s épa re r  l e s  d i f f é r e n t s  biotypes, 

s é r o t y p e s  o u  m u t a n t s  [ G E R R E T S E N  et a l .  (114 ) ,  L A I R D  (170) ,  

K L E C Z K O W S K A  (157) ,  S T A N I E V S K I  et a l .  (252 ) ,  STANIEVSKI  (248) ,  

STANIEWSKI et al. (250), STANIEWSKI et KOWALSKA (251), STANIEWSKI 

(249), LESLEY (175), LINDSTROM et al. (179)l. Pour  t o u s  l e s  s c h é m a s  d e  

lyso typie ,  l e s  bac t é r i e s  et l e s  phages  son t  ut i l isés  d a n s  des  condi t ions  bien 

par t icu l iè res ,  s tandard isées  au  max imum,  af in d 'assurer  une  reproduct ib i l i t é  la  

p lus  f iab le  possible. Nous présenterons ,  dans  l a  su i t e  d e  ce t rava i l ,  l es  

condi t ions  q u e  nous avons  employées  pour réa l i se r  l a  spéc i f i c i t é  d ' h ô t e  de  nos 

phages.  

L e s  bac t é r iophages  peuvent ,  ma lheu reusemen t ,  se r évé l e r  ê t r e  aussi d e  

r edou tab l e s  contaminants .  

2 - L a  contaminat ion  phagique a u  cours  d e s  fermentat ions  

industrielles 

L e  déve loppemen t  d e  plus e n  plus r ap ide  d e s  biotechnologies  a m è n e  à l a  

mul t ip l ica t ion  d e s  f e r m e n t a t i o n s  l e s  plus diverses.  D e s  produi t s  aussi 

d i f f é r e n t s  q u e  l e s  an t ib io t iques ,  l e s  solvants ,  l e s  a c i d e s  aminés ,  etc... ainsi 

q u e  l a  product ion  d 'a l iments  f e r m e n t é s  ou d ' inoculums d ive r s  son t  ob tenus  à 

p a r t i r  d e  microorganismes  produi t s  e n  masse  ou g r â c e  à l a  par t ic ipa t ion  d e  

ceux-ci .  L a  lyse  par  l e s  phages  soulève  et c a u s e  d e  g raves  problèmes  

technologiques  et économiques.  Aucune  f e r m e n t a t i o n  indus t r ie l le  d e  bac t é r i e s  

n ' e s t  à l ' abr i  d e  l ' a t t a q u e  d e s  phages  qui m o n t r e n t  d e s  p rop r i é t é s  d ' adap ta t i on  

r e m a r q u a b l e s  [WERQUIN et al. (280), DEFIVES et WERQUIN (91)l. C e  

p rob lème  est pa r t i cu l i è r emen t  sensible  dans  l e s  i ndus t r i e s  l a i t i è r e s  où l 'on 

r a p p o r t e  q u e  98 p l 0 0  d e s  d é f a u t s  d e  f ab r i ca t i on  s o n t  dus  aux  phages 

[MOSELEY et WINSLOW (201)l. Dans  c e s  indus t r ies ,  l e  phénomène  e s t  

t e l l e m e n t  p ré sen t  que  l 'on e f f e c t u e  d e s  ro t a t i ons  journal ières  d e  souches. 

L e  phage  i n f e c t a n t  p e u t  proveni r  so i t  du milieu e x t é r i e u r  (air,  e au ,  réc ip ien ts  

m a l  s té r i l i sés ,  mauvaise  manipulat ion)  ma i s  é g a l e m e n t  d e  b a c t é r i e s  lysogènes 



ou pseudolysogènes (phénomène  t r è s  f r é q u e n t  c h e z  l e s  s t r ep tocoques  lac t iques ,  

pa r  exemple) .  C e  p rob lème  g r a v e  et coû teux  d e  l ' in fec t ion  phagique a m è n e  a 

r en fo rce r  et à mieux f a i r e  r e s p e c t e r  l e s  r èg l e s  d 'hygiène  e n  pa r t i cu l i e r  lors d e  

l ' é l abo ra t ion  des  p ieds  d e  cuve.  L 'u t i l i sa t ion  d ' inhibi teurs  d e  l a  mul t ip l ica t ion  

phagique t e l s  q u e  l e s  c h é l a t e u r s  (qui ag issent  e n  bloquant  les  i ons  bivalents ,  

indispensables  à l ' adsorp t ion  d e  c e r t a i n s  phages),  l e s  tens io-ac t i f s  et l e s  

an t ib io t iques ,  e n  par t icu l ie r  l a  ch loromycét ine ,  o n t  été envisagés  [OGATA 

(207)l. Ac tue l l emen t ,  on s ' o r i en t e  vers  d e s  solut ions plus génét iques ,  à savoir  

l ' u t i l i s a t i o n  d e  s o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  r e n d u e s  r é s i s t a n t e s  g r â c e  à d e s  

manipula t ions  d e  gén ie  génét ique ,  e n  par t icu l ie r  ce l l e s  qui cons i s t en t  à 
i n t rodu i r e  dans  le  rnicroorgani s m e  des  p lasmides  d e  rés i s tance .  

H. - Le point sur les bactériophages du genre Rhizobium 

L a  mise e n  é v i d e n c e  d e  bac tér iophages  d a n s  l e  sol r e m o n t e  à 1932 a v e c  l e s  

t r avaux  d e  LAIRD (170). P lus  ta rd ,  DEMOLON et DUNEZ (94) m o n t r e n t  que  

d e s  phages  spéc i f i ques  d e s  b a c t é r i e s  d e  nodules d e  l uze rne  sont  p r é s e n t s  dans  

l e s  nodules rac ina i res ,  l e s  r ac ines  et l e s  t i g e s  d e  vieux p lan ts  d e  luzerne .  C e s  

phages  s o n t  é g a l e m e n t  r e t rouvés  d a n s  l e  sol  e n t o u r a n t  l e s  r a c i n e s  mais  

c e p e n d a n t  à moins d e  30  c m  d e  d i s t ance  d e  celles-ci.  Ils a f f i r m e n t  é g a l e m e n t  

q u e  les  phages  l y sen t  l e s  b a c t é r i e s  d e s  nodules r ac ina i r e s  ainsi q u e  ce l l e s  

p r é s e n t e s  d a n s  l a  p roche  rhizosphère.  L e s  phages  i n t e r f è r e r a i e n t  ainsi a v e c  l e  

dé rou lemen t  d e  l a  nodulat ion,  l a  f ixa t ion  d e  l ' a z o t e  a tmosphé r ique  et l e  

déve loppemen t  no rma l  des  p l an t e s  c ro i s san t  d a n s  d e s  sols dé f i c i en t s  e n  azo te .  

Pour  ces deux au t eu r s ,  l a  f a t i g u e  des  l uze rn i è r e s  doi t  ê t r e  i m p u t é e  aux 

bac tér iophages .  En  1936, VANDECAVEYE et KATZNELSON (266) m o n t r e n t  

é g a l e m e n t  que  l e s  phages  et l e s  Rhizobia cohab i t en t  dans  l e s  nodules 

r ac ina i r e s  d 'Al fa l fa .  C e p e n d a n t  et c o m m e  pour soul igner  l a  complex i t é  du 

phénomène ,  GRIJNS e n  1927 (121) et LAIRD e n  1932 (170) m o n t r e n t  q u e  l e s  

bac t é r iophages  d e s  Rhizobia spéc i f iques  du  t r è f l e  n ' on t  aucun e f f e t  sur  l a  

nodulat ion,  la  f i xa t ion  d e  l ' a z o t e  et l a  c ro i s sance  c h e z  cette plante.  

KLECZKOWSKA, e n  1957 (147), é t u d i a n t  l a  des t ruc t ion  et l e s  e f f e t s  de s  

bac t é r iophages  spéc i f i ques  des  b a c t é r i e s  d e s  nodules rac ina i res ,  a r r i v e  aux 

m ê m e s  conclusions q u e  l e s  a u t e u r s  précédents .  S e s  r é s u l t a t s  r évè l en t  

c e p e n d a n t  q u e  l'on n e  peu t  p a s  f a i r e  d e  d is t inc t ion  e n t r e  l e s  phages  lysant  l e s  

Rhizobia du pois et du t r è f l e ,  ceux-ci lysant  i n d i f f é r e m m e n t  les  b a c t é r i e s  de  

c e s  2 g roupes  d ' inoculat ion.  P a r  con t r e ,  l e s  Rhizobia d e s  groupes  d ' inoculat ion 

luzerne ,  lupin ou so j a  ne  sont  pas  lysés. 



1 - Les phages et les  éléments nutritifs présents dans l e  sol 

L a  p ré sence  et l a  pers i s tance ,  plus ou  moins marquées  des  phages  dans  l e s  

sols,  s e r a i e n t  e n  re la t ion  a v e c  la  p ré sence  ou l ' absence  d ' é l é m e n t s  nutr i t i fs .  

Des  e x p é r i e n c e s  m e n é e s  sur sols a r t i f i c i e l s  (vermicul i te )  m o n t r e n t ,  e n  e f f e t ,  

q u e  l e s  phages  et l e s  b a c t é r i e s  a j o u t e s  peuven t  cohab i t e r  pourvu qu 'aucun 

é l é m e n t  nut r i t i f  n e  so i t  a jouté .  C e r t a i n e s  b a c t é r i e s  acqu iè ren t  l a  r é s i s t ance  

aux phages  m a i s  l e s  b a c t é r i e s  sens ib les  aux phages  ne s e m b l e n t  pas ê t r e  

f o r t e m e n t  lysées.  L e s  phages  d é t r u i s e n t  l e s  b a c t é r i e s  sensibles  et épa rgnen t  

l e s  m u t a n t s  r é s i s t a n t s  dès  que  l e s  é l é m e n t s  nu t r i t i f s  sont  a jou t é s  au  milieu et 

que  la  c ro i s sance  bac t é r i enne  reprend.  

L e  main t ien  d e s  b a c t é r i e s  sensibles  e n  p ré sence  des  phages  est donc  

é t r o i t e m e n t  lié à l a  valeur  nu t r i t i ve  du  milieu. 

2 - Les phages et la culture des  Légumineuses 

D e s  phages  d e  Rhizobium peuven t  ê t r e  d é t e c t é s  dans  d e s  sols n ' ayan t  jamais  

po r t é  d e  c u l t u r e  d e  Légumineuses.  L e s  t r avaux  d e  DHAR et al. (98) m o n t r e n t  

que  des  rh izobiophages  son t  d é t e c t é s  d a n s  l e s  30 sols  Indiens é tud i é s ,  à d e s  

t aux  t r è s  d i f f é r e n t s  d'un sol à l ' au t r e .  Appa remmen t ,  l e  ma in t i en  d 'un phage  

spéc i f ique  à u n e  souche  et le  t i t r e  phagique  n e  sont  pas  en  r e l a t i on  a v e c  la  

pe r s i s t ance  d e  l a  c u l t u r e  d e  la  ~ é g u m i n e u s e .  C e s  r é su l t a t s  c o n t r e d i s e n t  ceux  

d e  VINCENT (268). Des  phages  s o n t  d é t e c t é s  dans  s e p t  sols  d e  r i z i è r e  

m o n t r a n t  q u e  d e s  rhizobiophages peuven t  ê t r e  p ré sen t s  dans  d e s  sols  cu l t i vé s  

par  d ' a u t r e s  p l a n t e s  que  l e s  ~ é g u m i n e u s e s .  C e t t e  fois,  s e  sont  l e s  t ravaux d e  

GOLEBIOWSKA et al. (1 16) qui son t  con t r ed i t s .  

3 - Le nombre de  phages présente des  fluctuations très marquées 

selon les  saisons 

En Inde, au  c o u r s  d e s  mois s ec s  et chauds  ainsi qu 'au  début  d e  l a  mousson, l e s  

t i t r e s  phagiques  s o n t  peu élevés.  Ils a u g m e n t e n t  à pa r t i r  d ' o c t o b r e  pour 

a t t e i n d r e  un max imum e n  décembre- janvier  [DHAR et al. (97)l. Ils d é m o n t r e n t  

que  cette popula t ion  r e p r é s e n t e  d e s  phages  sensibles  à l a  t e m p é r a t u r e  qui 

s e ron t  r a p i d e m e n t  d é t r u i t s  du ran t  l e s  mois  chauds  d e  l ' é té .  L e  nombre  d e  



p h a g e s  est e n  c o r r é l a t i o n  é t r o i t e  a v e c  l a  p o p u l a t i o n  d e  Rhizobium 

leguminosarum. L e  nombre  d e  Rhizobia déc ro î t  b rusquement  jusqu'à devenir  

nul d u r a n t  les  mois  l e s  plus chauds,  d 'avri l  à juin, quand l 'humidi té  du  sol s e  

s i t ue  e n t r e  3,2 e t  5 ,3  p100. 

4 - L e s  phages  présents  dans l a  rhizophère part ic ipent  à 
l'installation de mutants ineff iaents  

En 1980,  BARNET (24) é t u d i e  in  vitro l e  c o m p o r t e m e n t  d e  deux souches  de  

Rhizobium trifolii (SU91 et SU36) sens ib les  à deux phages  spéc i f iques  (CT3  et 

CT4). L a  r é s i s t ance  à l a  s t r e p t o m y c i n e  e t l o u  à l a  kanamyc ine  est ut i l isée 

c o m m e  marqueur  d e  c e s  souches.  C h a q u e  souche  e s t  employée  seu le  ou 

jumelée a v e c  une  souche  d e  Trifohum subterraneum r é s i s t a n t e  aux  phages 

jouant l e  rôle  d e  c o m p é t i t e u r .  D e  ces t r avaux ,  i l  r e s so r t  que  lorsque les  

souches  d e  R. trifolii sont  u t i l i sées  seules ,  l 'addi t ion d e  phages  n e  produit  

aucun e f f e t  s ignif icat i f  sur le nombre  t o t a l  d e  bac t é r i e s ,  l a  nodulat ion et le 

poids sec des  plantes .  

C e p e n d a n t ,  lorsque l e s  phages  son t  a jou t é s  à une  populat ion mix te ,  on ass i s te  

à une  diminution n e t t e  du nombre  d e s  b a c t é r i e s  sens ib les  aux phages 

f r é q u e m m e n t  a s soc i ée  à une  a u g m e n t a t i o n  du nombre  d e s  rés i s tan ts .  On note  

é g a l e m e n t  une a u g m e n t a t i o n  du n o m b r e  d e s  m u t a n t s  inef f ic ien ts .  Cependan t ,  

l e s  poids s ec s  et l e  nombre  d e  nodules n e  son t  pas  modifiés.  C e  phénomène  

e s t  p robab lemen t  dû  au  f a i t  q u e  l e  nombre  d e  b a c t é r i e s  e f f i c i e n t e s  e s t  

su f f i s an t  au  débu t  d e  l ' expé r i ence  pour e n t r a î n e r  la  f o r m a t i o n  d'un nombre  

convenable  de  nodules f i xa t eu r s  d ' azo t e .  

5 - Les populations bactériennes et phagiques présentent des 

f luctuat ions  e n  fonct ion  d e  l a  composit ion d e s  so l s  

LAWSON et al. (172) é t u d i e n t  pendan t  une  pér iode  d e  deux a n s  l ' in f luence  de  

deux so l s  sur  des populat ions d e  Rhizobium leguminosarum biovar  trifolii et d e  

leurs  phages.  L e  n o m b r e  d e  Rhizobia p r é s e n t e  une  co r r é l a t i on  s igni f ica t ive  et 

posi t ive a v e c  l ' enso le i l lement  et l a  t a i l l e  d e  l a  p l an t e  ; phénomène  normal  

é t a n t  d o n n é  que  l e s  exsuda t s  r a u n a i r e s  sont  l a  source  ma jeu re  d ' é l émen t s  

nu t r i t i f s  et que l eu r  q u a n t i t é  est e n  re la t ion  d i r e c t e  a v e c  l ' a c t i v i t é  

pho tosyn thé t ique  [BOWEN (45)]. P a r  con t r e ,  une t e l l e  r e l a t i on  n ' ex i s t e  pas  



a v e c  les  t e m p é r a t u r e s  moyennes,  l e s  préc ip i ta t ions ,  l a  s t r u c t u r e  et  le t ype  d e  

sol. 

En ce qui conce rne  les  phages, leur  nombre  e s t  e n  co r r é l a t i on  s ignif icat ive et 

pos i t ive  a v e c  la  s t r u c t u r e  du sol et l a  ta i l le  d e  l a  plante.  On n o t e  une 

r éduc t ion  du nombre  de  phages  dans  l e  sol g r a s  argi leux par  r appor t  au sol 

sab leux  g r a s  ; l es  par t icu les  d 'a rg i le  col loïdale  pouvant  adsorber  les  phages 

[BITTON (3711 et  e n  m ê m e  t e m p s  p ro t ége r  les  bac t é r i e s  sensibles  d e  l ' a t t a q u e  

phagique  par  b locage  des  s t r u c t u r e s  d e  s u r f a c e  [ROPER e t  MARSHALL (225)l. 

C o m m e  on peu t  le  cons t a t e r ,  lorsque l 'on f a i t  une é t u d e  bibliographique, peu 

d e  t r avaux  sur  l e  rô le  des  phages  dans  l e  sol sont  disponibles. Cec i  souligne la  

c o m p l e x i t é  du phénomène.  

6 - Les phages de Rhizobium actuellement décrits 

Un c e r t a i n  nombre  d e  phages d e  Rhizobium on t  été i so l é s  de  sols d e  nombreux 

pays, d e  nodules r ac ina i r e s  ou e n c o r e  ob t enus  à pa r t i r  d e  souches  bac t é r i ennes  

lysogènes.  A l ' heu re  ac tue l le ,  14 e s p è c e s  d e  phages  de  Rhizobium, y compr is  

ceux  du Rhizobium i n f e c t a n t  Galega offianalis, o n t  été observés  et décri ts .  

C e s  phages  s e ron t  proposés p rocha inemen t  à 1"'International C o m m i t e e  on 

Taxonomy of Viruses" (I.T.C.V.) pour y ê t r e  reconnus  e n  t a n t  qu ' e spèces  types. 

Nous p ré sen tons  d a n s  le  t a b l e a u  6 su ivant  ces 14 e s p è c e s  auxquelles  nous 

a v o n s  a d j o i n t  l e s  p h a g e s  d u  Rhizobium d u  " c o w p e a  g r o u p "  et  d e  

Bradyr hizobium japonicum d é c r i t s  j usqu'ici . 



t lô tc  bactér ien Morj~l iotyl~cs Espèces phagiques 
types  

l i .  Icgurninosar~irn 131 317 LEY et al. (176) 
1\ 1 ( I < L 1 2 ~ ~ 2 ) ( " )  13l- iAl<ctal . (96)  
L\ 1 (ICL2 = 317)'") Dti Al< ct al. (98) (97) 

li. loti  C I  g 2042 PATEL (213) 

16-6- 1 2 LUliZ et al. (186) 
7-7-7 LOTZ et MAYER (181) (1821, LOT2 e t  PFISTEII (183) 

2 RAUTENSTEIN e t  MOSKALENKO (219), MAIiANTZ et al. 
5 (192), KtIADCI-MURAT et al. (152) 

0 203711 

CM 1 KRSMANOVIC-SIMIC e t  WERQUIN (1661, WEIIQUIN e t  al. 
NM 1 (281) (276) (277) 

IL  phascoli A 2 KtIADGI-MURAT et al. (1521, MOSKALENKO e t  
IiAUTENSTEIN (202) ; (pliages de type T-pair non encore  
multipliés) 

IZ. t r i  Iolii DAKNET (23), ATKINS (14) (15) 

A 1 rn ZAJAC e t  LORKIEWICK (295) 

Ca lega  rhizobium A 1 ~ g a l - I l l <  LINDSTROM et al. (179) 

II5 1 SINGH et al. (244) 
l i s  2 

B. japonicurri A 2 TN1 ( r d .  Stacey)  I<O\VALSI<I et al. (165), L3OCTOIC e t  Mcllll (100), STACLY 
et al. (247), HAStIEM et al. (127) 

C 1 WCRQUIN ct al. (278) 

Tdblcau 6 - L e s  bactériophages d e  l i h i z o b i u m ,  d e  1 3 r a d y r h i ~ o b i u m  e t  du I<hizobiurn du "Cowl)ca  groiip". 
L s l ~ c c c s  p l i ~ g i q i ~ c s  types act~icl lerner i t  d6critcs.  



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

L ' impor t ance  d e  l a  f ixa t ion  symbiotique d e  l ' a z o t e  a tmosphér ique  n 'est  plus à 
démont re r .  Selon d e s  e s t ima t ions  r éa l i s ées  pa r  WITTEWER (288), e l l e  

p e r m e t t r a i t  aux Etats-Unis une économie  d e  quelques 3,3 billions d e  dollars  

par an. L e s  79 p l 0 0  d e  l 'a ir  qui nous en tou re ,  r ep résen ten t  une sou rce  d ' a z o t e  

i n é p u i s a b l e ,  r e n o u v e l a b l e  e t  non  p o l l u a n t e  c o n t r a i r e m e n t  a u x  e n g r a i s  

c h m i q u e s  dont  l 'ut i l isat ion in tens ive  produit  les  nombreux inconvénients  que  

l 'on connaî t .  Accompl ie  dans  sa quas i - to ta l i té  par  les  b a c t é r i e s  d e s  gen res  

Rhizobium et Bradyrhizobium e n  symbiose  a v e c  l e s  Légumineuses,  l a  f ixa t ion  

d e  I ' a z o t e  do i t  son  e f f i c a c i t é  à l ' about i ssement  heureux d e  nombreux 

mécan i smes  physiques et biochimiques i n t e r v e n a n t  e n t r e  l a  p lante ,  l a  bac t é r i e ,  

l a  rhizosphère,  l e  sol, etc... Au niveau d e  l a  rhizosphère,  d e s  phénomènes  d e  

c o m p é t i t i o n  i n t e r v i e n n e n t  e n t r e  l e s  Rhizobium e u x - m ê m e s ,  l e s  

m i c r o o r g a n i s m e s  i n d i g è n e s  et l e u r s  p r é d a t e u r s  n a t u r e l s  q u e  s o n t  l e s  

pro tozoai res  et l e s  bactériophages.  

L 'ensemble  d e s  che rcheur s  du Labora to i r e  d e  Microbiologie d e  l 'Univers i té  d e s  

Sc iences  et Techniques  d e  Lille F landres-Ar to is  t rava i l le  sur  Rhizobium et 

Bradyrhizobium d a n s  l e s  d i f f é ren t s  domaines  : génétique,  biochi mique, 

taxonomique,  r e l a t ion  bac tér ie -végéta l  et leurs  applications. Au sein d e  ce 

Labora to i re ,  nous animons  a v e c  Monsieur C laude  DEFIVES un groupe d e  

r e c h e r c h e  s ' i n t é r e s s a n t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  a u x  b a c t é r i o p h a g e s  d e  

Rhizobium. 

L e  t r ava i l  d e  Thèse ,  p ré sen té  ici ,  p o r t e  sur  l a  mult ipl icat ion,  l a  morphologie 

et l a  c lass i f ica t ion  d e  bac tér iophages  d e  R. meliloti isolés  du sol du Nord d e  

l a  F r a n c e  ou ob tenus  à par t i r  d e  souches  lysogènes d e  no t r e  col lect ion.  No t re  

cont r ibut ion  e n t r e  dans  l e  c a d r e  d ' é tudes  préa lables  à l 'u t i l isat ion des  

bac tér iophages  e n  r eche rches  fondamen ta l e s  et appliquées. 



C H A P I T R E  1 

M A T E R I E L  E T  METHODES 



1. - LES SOUCHES BACTERIENNES 

A. - Obtention et origine 

1 - Isolement des  Rhizobium meliloti à partir d e  nodules d e  

Luzerne (Medicago sativa L.) 

L ' i so l emen t  d e  Rhizobium à p a r t i r  de s  ~ é g u m i n e u s e s  ind igènes  est la m é t h o d e  

l a  plus e f f i c a c e  pour obtenir  beaucoup d e  souches  sauvages  d i f f é r en t e s  et 

cons t i t ue r  une co l lec t ion .  

L a  technique  c lass ique  d ' i so lement  d e  souches  d e  Rhizobium à pa r t i r  d e  

nodos i tés  e s t  l a  su ivan te  : 

1. l e s  nodules s o n t  s ec t ionnés  e n  p renan t  soin d e  ménager  d e s  morceaux  

d e  rac ines  d e  p a r t  et d ' a u t r e  d e  ceux-ci ,  l avés  à I 'eau c o u r a n t e  a f in  

d 'é l iminer  l e s  pa r t i cu l e s  d e  t e r r e  puis s échés  e n t r e  deux papiers  f i l t r e  ; 

2. l e s  nodules s o n t  dés in fec t é s  pendant  5 min d a n s  une  solut ion dlHgC1 à 2 
2,5 p l000  add i t i onnée  d e  Teepol  (0,5 p100) puis lavés hui t  fo i s  à I ' eau  

d i s t i l l é e  s t é r i l e  a f i n  d ' é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  d e  d é s i n f e c t a n t  ; 

3. c h a q u e  nodos i té  est t r a n s f é r é e  dans  un t u b e  à hémolyse c o n t e n a n t  

0 ,5  ml d 'eau  physiologique s t é r i l e  (NaCl  8,5 p l 0 0 0  dans  I ' eau  dis t i l lée)  

puis  é c r a s é e  consc i enc i eusemen t  à l ' a ide  d 'un  a g i t a t e u r  s t é r i l e  ; 

4. l e  broyat  est e n s e m e n c é  à l 'ose sur du milieu d e  WRIGHT (291) gé losé  

à 15 p1000. 

Les  co lonies  d e  Rhizobium appara issent  au  bout  d e  4 à 8 jours d ' incubat ion à 

30°C. 

2 - Nodulation d e  - R. meliloti i n  vitro -- 

L 'appa r t enance  d ' u n e  souche  sauvage  au g e n r e  Rhizobium s e  d é t e r m i n e  pa r  l e  

test d e  nodulat ion i n  vitro e n  condit ions asept iques.  L e s  g ra ines  d e  l uze rne  

(Medicago sativa) s o n t  dés infec tées ,  mises  à g e r m e r  s t é r i l e m e n t  sur mil ieu 



so l ide  d e  WRIGHT pendan t  2 à 4 jours à 30°C jusqu'à I 'appari t ion d e s  

radicules .  Les  p l an tu l e s  s o n t  alors  t r a n s f é r é e s  d a n s  des  t ubes  d e  20 mm x 

200 m m  r e n f e r m a n t  du mil ieu d e  NICOL et THORNTON (205) gé losé  à 
12 p l 0 0 0  et dépourvu  d ' azo t e .  Les  plantules ,  u t i l i sées  c o m m e  t émoins  non 

inoculés ,  sont c u l t i v é e s  sur  le  m ê m e  mil ieu comple t .  Une  plantule  par  t u b e  

est déposée  d é l i c a t e m e n t  à l ' a ide  d ' une  ose  sur  l a  pa r t i e  supér ieure  d e  l a  

t r a n c h e  du mil ieu gélosé.  L e s  t ubes  s o n t  p l acés  e n  s e r r e  à 20°C et  à 80 p l 0 0  

d 'humidi té .  L a  p h a s e  d iurne  e s t  d e  16 heures.  

D ~ S  I 'appari t ion d e s  r ac ines  secondai res  (soit pour la  luzerne  au bout  d 'une  

s e m a i n e  en  moyenne) ,  l e s  p lan tu les  sont  c o n t a m i n é e s  par  une  suspension d e  R. 

meliloti en  t a m p o n  d e  non pro l i fé ra t ion  (TNP), t i t r a n t  environ 108 ce l lu les  

bac t é r i ennes  pa r  ml  et r ep l acées  e n  ser re .  L e s  nodosi tés  s e  développent  

habi tue l lement  e n  3 ou 4 s e m a i n e s  a t t e s t a n t  I ' appa r t enance  d e  l a  b a c t é r i e  au 

g e n r e  R. meiiloti.  C e  test n 'es t  bien e n t e n d u  va lab le  que  pour les  souches  

sauvages.  En e f f e t ,  i l  e x i s t e  c e r t a i n s  m u t a n t s  qui o n t  perdu leur  i n f e c t i v i t é  et  

qui s o n t  di ts  nod-. Dans  l eu r  cas ,  I ' appa r t enance  a u  g e n r e  Rhizobium n e  peu t  

s e  f a i r e  que p a r  l a  mise  e n  év idence  d e  marqueur s  génét iques  et leur  

compara ison  a v e c  ceux  d e  la souche  sauvage.  

3 - Nomenclature 

En ce qui c o n c e r n e  l e s  souches  d e  Rhizobium meliloti d e  no t r e  labora to i re ,  l a  

nomenc la tu re  s u i v a n t e  a été adop tée  : M pour meliloti ; S pour sauvage.  L a  

souche  M5N1 co r r e spond  à un c lone  non muqueux d e  la  souche M5S lorsqu' i l  

est cu l t i vé  sur mi l ieu  R C  [DELATTRE (93)] c o n t e n a n t  du glucose 5 5  x  IO-^ M. 

4 - Souches bactériennes uti l isées 

Cf.  t a b l e a u  7 ci-après.  

N.B. Pour  é v i t e r  l e s  con tamina t ions  p a r  l e s  champignons,  i l  e s t  possible 

d 'a jouter  a u  milieu d e  WRIGHT d e  l ' a c t i d ione  (cycloheximide)  à l a  

concen t r a t i on  f i na l e  d e  2 mg p100. 
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B. - Conditions de  culture 

Les  b a c t é r i e s  son t  cu l t i vées  e n  mil ieu R C  f r u c t o s é  à 1 plOO e n  aérobiose  à 

30°C sous  ag i t a t i on .  Pour  les  expé r i ences  d ' induct ion,  le  mil ieu TY d e  

BERINGER (36) est employé  dans  l e s  m ê m e s  condit ions d e  t e m p é r a t u r e  et  

d 'ag i ta t ion .  

C. - Conservation des bactéries 

Lorsque  l e s  b a c t é r i e s  son t  u t i l i sées  f r équemment ,  l eur  conse rva t ion  est 

a s su rée  à + 4°C sur  mil ieu R C  gé losé  incl iné.  L e  rep iquage  s ' e f f e c t u e  tous  l e s  

mois. Pour  des  conse rva t ions  plus longues, ces souches  sont  p l a c é e s  en  milieu 

R C  l iquide f r u c t o s é  addi t ionné  d e  g lycéro l  (10 p l 0 0  f inal)  et s t o c k é e s  à 
- 20°C. Dans  ce cas, l e s  b a c t é r i e s  sont  rep iquées  t ous  l e s  6 ,  mois. 

Pé r iod iquemen t  d e s  con t rô l e s  d e  p u r e t é  sur  mil ieu R C  gé losé  et d e  nodulat ion 

in vitro sont  e f f e c t u é s .  

II. - LES BACTERIOPHAGES 

A. - Obtention et origine des bactériophages 

Tous l e s  bac t é r iophages  é tud i é s  dans  ce t r ava i l  o n t  été i so l é s  par  nos soins et 

f o n t  p a r t i e  d e  l a  co l l ec t i on  du L a b o r a t o i r e  d e  Microbiologie. Ils p roviennent  

so i t  du  sol d e  c h a m p s  d e  luzerne,  so i t  d e  souches  lysogènes d e  R. rneliloti 

i so l ée s  d e  nodules d e  luzerne .  Un c e r t a i n  nombre  d 'en t re -eux  s o n t  r épe r to r i é s  

au  C e n t r e  d e  R é f é r e n c e  pour virus b a c t é r i e n s  "Félix d ' ~ é r e l l e "  à 1 ' ~ n i v e r s i t é  

Laval  d e  ~ u é b e c  (Canada).. 

1 - Isolement des bactériophages à partir d'échantillons de terre 

[BARNET (23)l 

Des échan t i l l ons  d e  t e r r e  d e  5 g s o n t  pré levés  au  niveau d e  l a  proche  

rh izosphère  d e  p ieds  d e  luzerne.  ~ a r a l l è l e m e n t ,  l es  nodules p r é s e n t s  sur l e s  

r ac ines  son t  s ec t ionnés  et é c r a s é s  d a n s  1 ml  d e  s é rum physiologique s té r i le .  

L ' ensemble  est p l acé  d a n s  10 ml d e  mil ieu R C  f r u c t o s é  à 1 plOO et laissé e n  

ag i t a t i on  à 30°C pendan t  une nuit. L a  suspension est a lors  addi t ionnée  d e  1 ml  



d e  ch lo ro fo rme  et r emise  e n  ag i t a t i on  pendant  deux  heures  af in d e  dé t ru i r e  le  

max imum d e  bac t é r i e s .  L 'échant i l lon  est a lors  cen t r i fugé  à 12 000 t /min  

pendan t  20 min (cent r i fugeuse  Beckman 32-21 - Roto r  JA.20) et le surnageant  

ob t enu  f i l t r é  sur  f i l t r e  Millipore 0,40 Pm (Millipore Corp.  Bedford Mass.). L a  

p r é s e n c e  éven tue l l e  d e  phages  d a n s  le  f i l t r a t  est é t a b l i e  e n  employant  la  

t echn ique  d e  la  double  couche  selon ADAMS (9). 

Des  échant i l lons  d e  0,3 ml d e  c u l t u r e  d e  R. meliloti, e n  phase  exponent ie l le  

d e  c ro i s sance  (mil ieu R C  f r u c t o s é  a 1 p100), s o n t  po r t é s  d a n s  3 ml d e  gélose 

bac t é r iophage  m a i n t e n u e  e n  suspension à 45°C et coulés  i m m é d i a t e m e n t  à l a  

s u r f a c e  du  milieu R C  gé losé  f r u c t o s é  à 1 p l 0 0  en  bo î t e  d e  Pe t r i .  Après 

sol idif icat ion,  d e s  échant i l lons  d e  f i l t r a t s  d'un volume d e  l ' o rd re  d e  0 , l  ml 

son t  déposés  à l a  s u r f a c e  d e  l a  double couche.  L e s  boî tes  son t  ensu i t e  p lacées  

à l ' é t u v e  à 30°C et obse rvées  pér iodiquement .  L a  p ré sence  d e  phages  se 

t r adu i t  p a r  l ' appar i t ion  d e  p lages  d e  lyse plus ou moins é t e n d u e s  et  plus ou 

moins c la i res .  T o u t e s  les  p lages  d i f f é r e n t e s  sont  r é p e r t o r i é e s  et pur i f iées  par  

t ro i s  rep iquages  success i f s  a pa r t i r  d ' une  plage unique sur  l a  souche  d e  R. 

meliloti sensible  cor respondante .  Lo r sque  l'on est sûr d e  l a  pu re t é  d e  l a  

suspension phagique (plages d ' a spec t  p a r f a i t e m e n t  homogène),  on réa l i se  un 

s tock  d e  phages. 

2 - Isolement de bactériophages tempérés après traitement des 

bactéries par des agents mutagènes 

Les  b a c t é r i e s  lysogènes  (qui possèdent  un prophage)  peuven t  pe rpé tue r  

i ndé f in imen t  cet état au cou r s  d e  l eu r s  divisions successives.  Elles sont  

é g a l e m e n t  capab le s  d e  l ibérer  spon tanémen t  ce prophage  pour donner  

na issance  à un phage.  On peu t  a c c e n t u e r  ce phénomène  pa r  l 'u t i l isat ion 

d ' a g e n t s  physiques ou ch imiques  appelés  inducteurs .  Nous c i t e r o n s  l e s  plus 

ut i l isés  : l e s  r ad i a t i ons  u l t r av io l e t t e s  (UV) ou l e s  rayons  X [LWOFF (187)l ainsi 

que  d e s  composés  ch imiques  à a c t i o n  mu tagène  puissante  t e l l e s  q u e  l a  

mi tomyc ine  C (MC) [OTSUJI (208)] ou l a  N-méthyl-N'-Nitro-N-~itrosoguanidine 

(NTG) [SHAPIRO (239)l. 



a) A l a  m i t o m y c i n e  C ( t a b l e a u  8) 

D e s  c u l t u r e s  d e  R. meliloti e n  mi l i eu  TY s o n t  s o u m i s e s  à l ' a c t i o n  d e  l a  

m i t o m y c i n e  C à d e s  d o s e s  c o m p r i s e s  e n t r e  0 , l  e t  10 p g / m l .  U n e  é t u d e  d e  

l ' é v o l u t i o n  d e  l a  t u r b i d i t é  d ' u n e  c u l t u r e  d ' u n e  s o u c h e  d e  R. meliloti M5NI 

m o n t r e  u n e  l y s e  vis ible  d e  l a  c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  à p a r t i r  d ' u n e  d o s e  d e  'b1C 

d e  1 p g / m l  a p p l i q u é e  p e n d a n t  4 h e u r e s .  P o u r  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  h'1C 

s u p é r i e u r e s ,  l a  c h u t e  d e  l a  t u r b i d i t é  n ' e s t  p a s  d u e  u n i q u e m e n t  à l a  lyse  

b a c t é r i e n n e  p r o v o q u é e  p a r  l a  l i b é r a t i o n  d e  p h a g e s  m a i s  é g a l e m e n t  à u n e  lyse  

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

[HASSANI (128)]. L e s  s o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  d e  n o t r e  c o l l e c t i o n  s o n t  s o u m i s e s  à 
l a  MC à u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  1 p g / m l  p e n d a n t  4 heures .  ~ ~ r e s  d e u x  l a v a g e s  

s u c c e s s i f s  d a n s  l e  mi l i eu  TY,  l e s  b a c t é r i e s  s o n t  r e m i s e s  e n  c u l t u r e  d a n s  le  

m ê m e  mi l i eu  à 30°C p e n d a n t  15 h e u r e s .  L a  c u l t u r e  est e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  et 

l e  s u r n a g e a n t  f i l t r é  s u r  m e m b r a n e  Mi l l ipore  0,22 ou 0,45 p m .  L e  f i l t r a t  e s t  

d é p o s é  e n  s p o t  s u r  l e s  s o u c h e s  r é c e p t r i c e s  ( l e s  s o u c h e s  j o u e n t  s i m u l t a n é m e n t  

l e  r ô l e  d e  s o u c h e  i n d u i t e  et d e  s o u c h e  r é c e p t r i c e ) .  

T a b l e a u  8 - Evolu t ion  d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  d ' u n e  c u l t u r e  d e  l a  s o u c h e  
l y s o g e n e  t15N1 e n  f o n c t i o n  du  t e m p s  e n  p r é s e n c e  d e  d i f f é -  
r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  m i t o m y c i n e  C .  

T e m p s  e n  h e u r e s  

O 1 2 3 4 5 6 

0,2 0,23 0,29 0,33 0,45 0,53 0,65 

0,2 0 ,23  0,30 0,33 0.42 0,50 0,57 

0,2 0,23 0,27 0,31 0 ,43  0,119 0,48 

0,2 0,23 0,27 0,32 0,40 0,23 0 , IS  

0,2 0 ,23  0,27 0,31 0,34 0,25 0,23 

0,2 0 ,23  0 ,25  0,29 0,27 0,28 0,25 

C o n c e n t r a t i o n  

e n  11C p g / m l  

0,0 

0 , l  

0 ,5 

1,0 

5,O 

10,O 



b) Aux rayons  u l t r av io l e t s  

Toutes  l e s  souches  d e  R. meiiloti e n  n o t r e  possession o n t  été soumises  à 

l ' a c t i on  d e s  UV. 

Des  bo î t e s  d e  P e t r i  c o n t e n a n t  10 ml d e  c u l t u r e  d e  R. meliloti e n  mil ieu TY 

(D.o. d e  0,2 à 600 nm)  o n t  été exposées  à d e s  doses  d'UV d e  8 5  e r g s / m m 2 / s e c  

(Lampe G e r m i c i d e  Mazda,  puissance 15  W) pendant  des  t e m p s  va r i an t  d e  4 à 

20 sec. Nous avons  dé t e rminé ,  en  co l labora t ion  a v e c  HASSAN1 (128), que  l a  

du rée  d 'exposi t ion l a  plus e f f i c a c e  s e  s i t ua i t  à 6 sec .   près incubat ion  à 

l ' obscur i té  (pour é v i t e r  l a  photoréac t iva t ion)  à 30°C pendant  15  heures ,  l es  

cu l tu re s  son t  c e n t r i f u g é e s  pendant  1 5  min à 12 000 t /min ,  f i l t r é e s  et déposées  

e n  spot  sur  les  souches  récept r ices .  

A 5 ml d 'une  c u l t u r e  d e  R. meiiloti e n  mil ieu TY, d e  D.O. 0,3, on a j o u t e  1 ml 

d 'une  solut ion d e  NTG d a n s  du t ampon  Tris-maléique (600 pg d e  NTG par ml 

d e  t ampon  Tris  90  mM, ac ide  malé ique  50 mM ; pH 6,65). L ' ensemble  est 

incubé  à 30°C p e n d a n t  30  min. L a  c u l t u r e  est ensu i t e  t r a i t é e  d e  l a  m ê m e  

f açon  q u e  pour l ' induct ion par  l a  mi tomyc ine  C.  

C o n t r a i r e m e n t  à son  pouvoir i nduc t eu r  d e  phages  mis e n  év idence  c h e z  les  

bac t é r i e s  g lu t amiques  par  SHAPIRO (239), l a  NTG s'est r évé l ée  i n e f f i c a c e  

vis-à-vis d e s  souches  d e  R. meliloti d e  n o t r e  col lect ion.  Son ac t ion  induc t r i ce  

e s t  nulle m ê m e  su r  les  souches  s ' é t a n t  r évé l ée s  lysogènes par  t r a i t e m e n t  aux 

UV ou à l a  MC. 

3 - Nomenclature 

Les  bac t é r iophages  i so lés  du sol sont  dés ignés  c o m m e  sui t  : l a  p r e m i è r e  l e t t r e  

f a i t  r é f é r e n c e  à u n e  p rop r i é t é  ou à l ' a s p e c t  d e  l a  queue  du phage  : C pour 

con t r ac t i l e ,  N pour non con t r ac t i l e ,  M pour p e t i t e  queue  (Minus) ; l a  deux ième  

l e t t r e  M pour meliloti. Pour  les  phages  d e  l a  s é r i e  MM, C pour plage c l a i r e  et 

H pour p lage  a v e c  un  halo. 



Quan t  aux  bac t é r iophages  t empérés ,  i l s  son t  dés ignés  par le nom d e  la  souche  

dont  i l s  son t  issus p r é c é d é  d e  la  l e t t r e  @ selon la  nomenc la tu re  proposée par  

JARVIS (138). 

4 - L e s  bactériophages utilisés 

L e  t a b l e a u  9 su ivan t  p ré sen te  l e s  phages  ut i l isés  dans  ce t r ava i l  ainsi que  

leurs  souches  propagat r ices .  

Souches  p ropaga t r i ce s  P h a g e s  i so l é s  du  sol (a) P h a g e s  provenant  d e  
souches  lysogènes (b) 

QA161,  Q2011, @ Ml-5  

@ M5N1, @M14S 

Q LSSB 

NM1, NM2, NM6, NM7 Q M20S 

CM2, CM6, NM3, NM4, NM8, NM9 

CM1, C M 3  

CM4, C M 9  Q M27S 

CM7, CM8, MMlC,  MMlH 

CM5, CM20, CM21  

@ F M I  

@ M 1 lS ,  @ M23S, QM26S 

Tableau  9 - Les  bac t é r iophages  et l eu r s  souches  propagat r ices .  

(a) L e s  phages  CM2, CM6, CM9, NM3, NM4, NM8 et  NM9 o n t  
été é tud ié s  par nous-mêmes  sous  les  synonymes  d e  @9, 

@ 12, 11, 0 5t ,  @ 6 ,  Q 4  et @7 respect ivement .[WERQUIN 
et al. (28 l)]. 

(b) P h a g e s  ob tenus  par  induct ion  par  les  UV sauf  l e s  phages  
@M20S, @M26S et  @ M5Nl ob tenus  ap rè s  induct ion  à l a  

mi tomyc ine  C.  



B. - Conditions d'obtention des bactériophages 

1 - ~ é a l i s a t i o n  d'un stock de  phages [ADAMS (9)] 

0 ,3  ml d 'une  c u l t u r e  d e  R. meiiloti e n  phase  exponent ie l le  d e  c ro issance  e s t  

i n f e c t é  à pa r t i r  d 'une  plage d e  lyse. Pour  ce l a ,  i l  suf f i t  d ' e f f l e u r e r  une  plage 

d e  lyse  a v e c  un fil ensemenceur  f in et d e  l e  r incer  d a n s  l a  suspension 

bac t é r i enne .  L e  mélange  est la i ssé  à 20°C sans  ag i ta t ion  pendan t  20 min pour 

p e r m e t t r e  au  phage  d e  s ' adsorber  convenab lemen t  sur l a  bac t é r i e ,  puis po r t é  

d a n s  l a  gé lose  bac t é r iophage  et cou lé  c o m m e  p récédemment .  Un t émoin  sans  

phage  est réa l i sé  dans  les  m ê m e s  condit ions.  L e  t o u t  est p l a c é  à 30°C pendant  

une  nui t .  L 'observa t ion  d e s  deux bo î t e s  d e  P e t r i  m o n t r e  un  t a p i s  bac t é r i en  

con t inu  sur  l a  bo î t e  témoin  sans  phage  et l a  présence  d 'un  nombre  plus ou 

moins i m p o r t a n t  d e  plages d e  lyse  sur  l ' a u t r e  boîte.  Dans  l e  c a s  d e  phages  

m o n t r a n t  d e s  p lages  d e  lyse pa r t i cu l i è r emen t  grandes  ou lorsqu 'on a eu  l a  

c h a n c e  d e  pré lever  beaucoup d e  phages  dans  l a  p lage  d e  lyse, on peu t  ob ten i r  

au  p r e m i e r  essai une lyse c o n f l u e n t e  s e  t r adu i san t  par  l ' ab sence  t o t a l e  d e  

b a c t é r i e s  sur  l a  boîte.  Q u e  ce so i t  d a n s  un cas ou dans  l ' au t r e ,  on r é p è t e  

l ' opé ra t i on  plusieurs  fois  pour ob t en i r  l e  s tock  d e  phages  déf in i t i f .  Pour  ce l a ,  

l a  double  c o u c h e  c o n t e n a n t  l e s  phages  et l e s  bac t é r i e s  l y sées  e s t  prélevée,  

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

p r é c é d e m m e n t .  L a  suspension phagique e s t  a lors  d iv isée  e n  a l iquots  d e  

0 , l  ml, mis  e n  p ré sence  d e  0,3 ml  d e  bac t é r i e ,  coulés  e n  double couche ,  etc... 

On o b t i e n t  a p r è s  deux opé ra t ions  d e  ce g e n r e  une  suspension phagique 

d 'envi ron  20 ml, e x e m p t e  d e  bac tér ies .  

2 - Numération d'un stock de  phages [ADAMS (9)] 

Il s ' a g i t  d e  d é t e r m i n e r  le  nombre  d e  phages  p ré sen t s  d a n s  l a  suspension. L a  

suspension phagique ob tenue  p r é c é d e m m e n t  est di luée d a n s  du milieu RC 

jusqulà  1 0 - ~ .  D e s  a l iquots  d e  0 , l  m l  d e s  di lut ions 1 0 - ~ ,  1 0 - ~  et 1 0 - ~  sont  mis  

e n  c o n t a c t  a v e c  0,3 ml d 'une  c u l t u r e  d e  R. meiiloti (3 opéra t ions  par  

di lut ion) .  L ' ensemble  e s t  t r a i t é  c o m m e  d é c r i t  plus haut.  On réa l i se  un témoin  

s a n s  phage. L e s  plages d e  lyse (qui cor respondent ,  à l 'or igine,  à une  seule 

p a r t i c u l e  phagique)  sont  comptées .  L e  t i t r e  d e  l a  suspension phagique e s t  

ob t enu  e n  mul t ip l ian t  le  nombre  d e  p lages  par  10 fo is  l a  dilution. II  s e r a  



e x p r i m é  e n  nombre  d e  pa r t i cu l e s  phagiques i n f ec t i euses  par mi l l i l i t re  e n c o r e  

appe l ées  un i t é s  f o r m a n t  p lages  ou UFP.  

C. - Conservation des  bactériophages 

Nous avons  ut i l isé  e s sen t i e l l emen t  deux modes  d e  conserva t ion .  

1 - Lorsque  l e s  phages  sont  ut i l isés  souvent ,  i l s  sont  conservés  e n  milieu 

R C  à + 4°C à l ' é t a t  d e  lysa ts  f i l t r é s  sur m e m b r a n e  Millipore d e  poros i té  

0,22 pm. A i n t e r v a l l e s  réguliers ,  tous  l e s  2 mois  environ,  l e s  s tocks  d e  phages  

s o n t  renouvelés. 

2 - Pour  l e s  conse rva t ions  plus longues d e  une  à plusieurs  années ,  l e s  

s t o c k s  sont  conse rvés  à - 20°C sous  f o r m e  d e  l y sa t s  f i l t r é s  g lycéro lés  à 
50 p l 0 0  (V/V) .  A cette concen t r a t i on  e n  g lycéro l ,  l a  suspension phagique ne  s e  

sol idif ie  pas, ce qui é v i t e  l ' é c l a t e m e n t  d e s  têtes d e  phages. 

Dans  c e s  deux condit ions,  l e s  phages  d e  R. meliloti se conse rven t  d e  façon  

sa t i s fa i san te .  En e f f e t ,  nous avons  n o t é  à + 4°C une  p e r t e  d 'envi ron  une 

puissance d e  10 pa r  mois  et d e  une  puissance d e  10 pa r  an  dans  le  cas d e  l a  

conserva t ion  e n  mil ieu g lycéro lé  à 50 p100. 

III. - MILIEUX DE CULTURE 

A. - Pour la culture des bactéries et la prolifération des phages 

1 - Le milieu RC de LAIRD (170), modifié par DELATTRE (93) 

- MgS04,  7 H 2 0  ......................... 092 g 

- K 2 H P 0 4  ................................. 1,O g 

- E x t r a i t  d e  levure  .................... 1,o i3 

- ED - QSP .............................. 1 l i t r e  

- p H 7 , 2 à 7 , 5  

- Stér i l i sa t ion  121°C, 20 min 



Lorsque  ce milieu est ut i l isé  solide, i l  est gé losé  à 15 p1000. C e  milieu s e r a  

c o m p l é t é  e x t e m p o r a n é m e n t  par  une  s o u r c e  d e  carbone ,  e n  l ' occu r r ence  du 

f r u c t o s e  [HORNEZ et al. (134)l pour ob t en i r  une c o n c e n t r a t i o n  f ina le  d e  

1 p100. Dans  ce cas, on ut i l ise  une  solut ion d e  f ruc tose  40 p100, s té r i l i sée  à 

105°C pendan t  20 min. Lorsque  ce mil ieu est employé  pour l a  product ion d e  

bac tér iophages ,  i l  est suppléé e n  CaC12 4 x M et MgC12 5 x M 

[WERQUIN et al. (281)l. 

2 - Le milieu TY d e  BERINGER (36) 

- CaC12, 2 H 2 0  .......................... 0,88 g 

- Tryp tone  Difco ....................... 5,00 g 

- E x t r a i t  d e  levure  .................... 3,00 g 

............................... - E D  - QSP 1 l i t r e  

- pH 7,2 à 7,5 

- s t é r i l i s a t i on  121°C, 20 min 

3 - Gélose bactériophage à 7,5 p l000  d'agar uti l isée pour l a  

c o n f e c t i o n  d e s  s t o c k s  et l a  numérat ion d e s  phages  

[KRSMANOVIC-SIMIC et WERQUIN (16611 

- KNO ?.................................... 0706 g 

- MgC12, 6 H 2 0  ......................... (),Io g 

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

- Agar  Difco  ............................. 7,5 g 

- E D  - QSP ............................... 1 l i t r e  

- pH 7,2 

- Stér i l i sa t ion  105"C, 20 min 



B. - Utilisés pour la culture des Légumineuses 

1 - Milieu de NICOL et THORNTON (205) 

- C a 3 ( P 0 4 ) 2  .............................. 
.......................... - FeC13, 6 H 2 0  

- N a N 0 3  ................................... 
- ED - QSP ............................... 
- pH 6,8 - 7,2 

- Stér i l i sa t ion  105"C, 30  min 

0,5 g 

0,2 g 

0 , l  g 

1,o g 

2,o g 

0 4 1  g 

0,50 g 

1 l i t r e  

Pour  l e s  tests d e  nodulat ion i n  vitro d e s  ~ é g u m i n e u s e s ,  ce milieu s e r a  

e m p l o y é  dépourvu d e  n i t r a t e  d e  sodium. 

2 - Milieu de  WRIGHT (291) 

- NaCl  ...................................... 
- C a S 0 4 ,  7 H 2 0  ......................... 

................................... - C a C 0 3  

- Ext ra i t  d e  l e v u r e  f r a î c h e  ........ 
- Mannitol ................................ 
- ED - QSP ............................... 
- pH 7,2 à 7,5 

- Stér i l i sa t ion  121°C, 20 min 

0,5 g 

0,2 g 

0,2 g 

0 , l  g 

0 , l  g 
1 O0 ml  

10  g 
1 l i t r e  

L ' e x t r a i t  -de l evu re  f r a î c h e  est obtenu  par  au toc l avage  à 120°C pendant  

20 min  d 'une  suspension d e  l evu re  f r a î c h e  d e  boulangerie  à 10 p l 0 0  (P/V) dans  

l ' e au  dis t i l lée.  L a  suspension est ensu i t e  f i l t r é e  sur  papier  f i l t r e  jusqu'à 

c o l m a t a g e  d e  ce dernier .  L e  f i l t r a t  ob t enu  est jaune l impide  et se conserve  à 
t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  a p r è s  avoi r  été au toc l avé  à 121°C pendan t  20 min 

(communica t ion  personnel le  d e  BRAKEL et COURTOIS). 



C. - Tampons 

1 - Tampon d e  non prol i férat ion (TNP) [COURTOIS (76)] 

- MgS04,  7 H 2 0  ......................... O,2 g 

- K 2 H P 0 4  ................................. 190 g 

- E D  - QSP ............................... 1 l i t r e  

- pH 7 

- Stér i l i sa t ion  121°C, 20 min  

2 - Tampon pour bactériophages [MANNASSE (191)l 

- N a 2 H P 0  4............................... 1,42 g 

- N a H 2 P 0  4............................... 192 g 

- MgS04 ................................... 2947 g 

- ED - QSP ............................... 1 l i t r e  

- pH 7 

L e  t ampon  est f i l t r é  sur  m e m b r a n e  Millipore 0,22 Pm. 

3 - Tampon de dialyse [WEBER et OSBORN (2731 

............................... - N a H 2 P 0 4  7901 g 

- E D  - QSP ............................... 1 l i t r e  



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

C H A P I T R E  II 

PRODUCTION DES PHAGES DE RHIZOBIUM 



L ' é t u d e  que  nous avons  r éa l i s ée  sur  l e s  phages  d e  Rhizobium exige  l a  

product ion  d 'une populat ion par fo is  t r è s  i m p o r t a n t e  d e  pa r t i cu l e s  phagiques. 

C ' e s t  pourquoi,  nous  nous s o m m e s  d 'abord  i n t é r e s s é  aux t echn iques  habi tuel les  

d e  product ion  d e  phages  sur  mil ieu gé losé  et e n  mil ieu l iquide d e  fa ib le  

volume.  Nous nous  sommes  t r è s  v i t e  rendu c o m p t e  qu ' e l l e s  ne  nous 

p e r m e t t a i e n t  p a s  d 'ob ten i r  un nombre  d e  phages  s a t i s f a i s an t  e n  par t icu l ie r  

pour l ' é t ude  d e s  ADN phagiques. Nous avons  a lors  e n t r e p r i s  une  é t u d e  

physiologique et d é t e r m i n é  l e s  condi t ions  nous p e r m e t t a n t  d 'ob ten i r  une 

product ion  o p t i m a l e  d e  phages  e n  mil ieu liquide sous un fa ib le  volume. C e s  

condi t ions  é t a n t  é t ab l i e s ,  nous l e s  avons  appliquées à l a  product ion  d e  phages 

e n  g r a n d e  q u a n t i t é  par  l a  mise  au  point  d 'une  t echn ique  originale  d e  

product ion  en  m a s s e  d e  phages  d e  R. meliloti. 

1. - PRODUCTION DES PHAGES EN PETITE QUANTITE 

Les  bac t é r iophages  doivent  ê t r e  mul t ip l iés  sur  d e s  b a c t é r i e s  e n  pa r f a i t  état 

physiologique. L e  m o d e  d ' ob t en t ion  d e s  phages  dépend d e  l 'usage  que  l'on veut  

en  f a i r e .  Un s tock  d e  phages  se f e r a  sur  bo î t e  d e  P e t r i  ou, à l a  r igueur,  e n  

mil ieu liquide ma i s  sous un volume f a ib l e  d e  l 'o rdre  d e  que lques  d iza ines  d e  

millili t r e s .  

A. - En boîtes de Petri 

Pour d e s  manipula t ions  ne  néces s i t an t  pas  un nombre  t r è s  i m p o r t a n t  d e  

phages, ou pour l e s  produire  e n  vue  d e  leur  conserva t ion ,  la  t e chn ique  d e  l a  

double couche  se lon  ADAMS (9) est sys t éma t iquemen t  employée  (cf.  ~ a t é r i e l  

et Méthodes) .  C e t t e  technique  nous a pe rmis  d 'ob ten i r  c o u r a m m e n t  d e s  s tocks  
9 

c o n t e n a n t  (à l ' excep t ion  du phage  O201 1.5) e n t r e  1,2 x 10  et 5 x 1 0 l 0  phages 

par  mi l l i l i t re  ( t ab l eau  10). L a  t echn ique  d e  l a  double couche ,  pou r t an t  t r è s  

p ra t i que ,  e n t r a î n e  cependan t  u n e  p e r t e  non négligeable d e  phages,  ceux-ci 

r e s t a n t  empr isonnés  dans  l a  gé lose  et n e  pouvant  p a s  ê t r e  récupérés.  

B. - En milieu liquide 

L 'ob ten t ion  des  phages  e n  mil ieu liquide d e  p e t i t  vo lume r e s t e  d 'un  emploi  

r e s t r e i n t  c a r  les  condi t ions  op t ima le s  d e  c u l t u r e  des  b a c t é r i e s  sont  r a r e m e n t  



Phages isolés Titre du stock Phages isolés de Titre du stock 
d u  sol de phages souches lysogènes de phages 

( U F P I ~ I )  ( U F P / ~ I )  

CM1 

CM2 

CM3 

CM4 

CM5 

CM6 

CM7 

CM8 

CM9 

CM20 

CM21 

NM1 

NM2 

NM3 

NM4 

NM6 

NM7 

NM8 

NM9 

M M l C  

M M l H  

Tableau 10 - Titre des stocks de phages obtenus sur milieu solide. 



a t t e i n t e s ,  l e  milieu r e s t a n t  tou jours  m a l  oxygéné. Dans  ces condit ions,  l a  lyse 

t a r d a n t  à s e  produire ,  on a s s i s t e  souven t  à l ' appar i t ion  d e  m u t a n t s  r é s i s t an t s  

aux phages  et donc à un a r r ê t  d e  l a  product ion  phagique. 

Q u e  ce so i t  e n  mil ieu sol ide ou liquide, l 'ob ten t ion  rap ide  d e  phages  pe rme t ,  

par  s imple  é t a l e m e n t  e n  double c o u c h e  d 'une  di lut ion appropr iée  d e  chaque  

s tock ,  d 'observer  d e s  p lages  d e  lyse  i so l ée s  donc  d ' en  app réc i e r  l ' a spec t  

( tableaux 11  et 12). A t o u t  momen t ,  on peu t  ainsi déce l e r  t o u t e  modi f ica t ion  

morphologique d e  ces plages. 

Bien q u e  p ré sen tan t  que lques  inconvénients  (médiocre  oxygénat ion  du milieu, 

appar i t ion  d e  m u t a n t s  rés i s tan ts ) ,  l a  lyse bac t é r i enne  e n  milieu liquide r e s t e  

l a  seu le  t echn ique  à l aquel le  on a i t  accès pour réa l i se r  l ' é t ude  physiologique 

d e s  r e l a t i ons  bac tér ie -phage .  Nous avons  donc  u t i l i sé  l a  c u l t u r e  e n  milieu 

liquide pour d é t e r m i n e r  l e s  mei l leures  condi t ions  d e  l 'adsorpt ion phagique e n  

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

dépendance  du couple  phage-bac tér ie  vis-à-vis d ' ions bivalents .  

C. - Applicat ion à l ' é tude  d e s  f a c t e u r s  in f luençant  l 'adsorption 

1 - Rôle d e  l'agitation 

Les  phages  CM4, CM8,  CM21, MMlH,  NM1 et NM9, pr i s  au hasard ,  on t  été 

mul t ip l iés  sur  leur h ô t e  r e spec t i f ,  e n  t u b e  d e  201200 m m ,  e n  e r l enmeye r  d e  

300 ml  ou  e n  f iole  con ique  d e  7 ml  sous d e s  volumes  r e s p e c t i f s  d e  10 ml, 

50 ml et 5 ml  a v e c  u n e  rn.0.i. d e  l 'o rdre  d e  0,2 (1 phage  pour 5 bactér ies ) .  

Les  lyses  son t  r éa l i s ée s  sous 3 ag i t a t i ons  d i f f é r e n t e s  : 170 ba l ancemen t s  pa r  

minute  e n  ag i t a t i on  r ec t i l i gne  pour le  bain-marie  BIOLAFITTE ; 8 5  ro t a t i ons  

par m i n u t e  pour l a  t a b l e  d ' ag i t a t i on  GOURDON et enf in  8 5  mouvemen t s  

angula i res  pa r  minu te  pour le  b iopho tomè t r e  BONET, HAURY et JOURDAN.  

Les  c u l t u r e s  sont  e f f e c t u é e s  e n  mil ieu R C  f r u c t o s é  suppléé  e n  CaC12 

4 x M et MgC12 5 x M. L e s  r é s u l t a t s  d e  ces expér iences ,  

c ' es t -à -d i re  le  nombre  d e  pa r t i cu l e s  ob t enues  e n  fonc t ion  du t e m p s  d e  c u l t u r e  

dans  l e s  condi t ions  d é c r i t e s  ci-dessus, s o n t  cons ignés  dans  l e  tab leau  13. 

C o m m e  on  pouvait  s 'y  a t t e n d r e ,  l e  s y s t è m e  l e  plus e f f i c a c e  e s t  celui  f a i s an t  

i n t e rven i r  8 5  ro t a t i ons  par  minute  e n  e r l enmeye r  d e  300 ml c o n t e n a n t  50 ml  



Phages isolés Aspect de la Diamètre de la Observations 
du sol plage de lyse plage de lyse (mm) 

C t l l  

CL12 

CL13 

CL14 

ClLI 5 

C !LI6 

C lL17 

Ch18 

Ch19 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

trouble 

claire 

claire 

trouble 

claire 

claire 

claire 

claire 

claire 

après 24 h de culture 

développement d'un halo 
après 24 h de culture 

présence d'un pet i t  halo 

présence d'un halo 

développement d'un halo 
après 24 h de culture 

halo très étroit  après 
24 h de culture 

halo important de 1,5 mm 
après 24 h de culture 

Tableau II - Aspect e t  dimension des plages de lyse des phages isolés du sol. 



Phages  i so lés  d e  Aspect  d e  la  D i a m è t r e  d e  la  Observat ions  
b a c t é r i e s  lysogènes p lage  d e  lyse plage d e  lyse (mm)  

020115 t rouble  à c e n t r e  c la i r  

O A161 t rouble  p ré sence  d'un ha lo  
qu i  s e  développe 
4 t o t a l  d e  la p lage  

plus d e  2,00 m m  

0 F M I  t rouble  0,20 - 0,50 

0 LS5B c l a i r e  0,20 - 0,50 

0 Ml-5 t rouble  à c e n t r e  c la i r  2,OO - 3,OO 

0 Xl5NI c l a i r e  1,50 - 2,OO 

0 XlllS c l a i r e  2,50 p ré sence  d'un ha lo  

0 ,LI 145 c l a i r e  1,50 - 2,OO ressemble  à Q M5NI 

0 hi 205 c l a i r e  2,50 - 3,OO p résence  d'un ha lo  

Q Xl23S c l a i r e  

0 M26S t roub le  s ' é t a l a n t  e n  
s u r f a c e  

p ré sence  d 'un ha lo  
r e s semble  à 0 M 1 1 s  

p ré sence  d 'un ha lo  

Q b127S c l a i r e  2,OO 

Tab leau  12 - Aspect  et dimension d e s  plages d e  lyse d e s  phages  isolés d e  bac t é r i e s  lysogènes.  



Temps en heure 

P hagel hôte  O+ 1 5 I I  17 3 6 

T u b e  201200 m m  
170 balancements1rnin 

CL14/L1135 3,5 x 106 4,0 x 10 1 , 1 x 1 0  7,O x l o9  101° 2,O x 10 1 0 

Erlenrneyer de 300 ml  
85 rotations1rnin 

F i o l e  conique d e  7 ml  
85 rnouvements/rnin 

CXi4/Ll13S 3,5 x 106 8,2 x 10 2 , o X 1 o 9  10l"  2,0 x l 0  1,8 x IO 1 O 

CLIS/XI 145 2,O x 10 1,2 x 10 8 ,5  x 10 2,0 x 10" 4 , s  x 101° 4,0 x 10 1 0 

CL12L/LllSS 1 o6 2,0 x 10 3 , 2 x 1 0  5,O l o 9  101° 1,2 x 10 
1 0 

LILIIH/tll4S 1,4 x 10 1,O x l o 9  1 ,s  x 10 Io  2,O x 10" 4,0 x 10" 4,0 x 10" 

Nb1 L/ LI95 1,5 x 106 7,O x 10 3,O x 10 2 , O x l O  3,G x 1 0 ~ ~  2,4 x 10 10 

NLI9/LlllS 1 , ~  x I O  1,s x 107 5,0 x (os  2,0 x 109 3,2 x 109 1,0 x 10 1 O 

Tableau 13  - Influence d e  l ' ag i ta t ion  sur  la  production d e  phages. 



d e  milieu. Des  t rois  condi t ions  r éa l i s ée s  i c i ,  c'est c e l l e  qui assure  une 

me i l l eu re  oxygénat ion du  milieu. L a  lyse l a  moins e f f i c a c e  est ce l l e  réa l i sée  

e n  t u b e  d e  201200. Q u e l l e s  q u e  so i en t  l e s  condi t ions  d e  cu l ture ,  l a  lyse 

b a c t é r i e n n e  est en  g é n é r a l  rap ide ,  l e  nombre  d e s  phages  pouvant  ê t r e  

mul t ip l ié  par  plusieurs mi l l ie rs  e n  une heure  (phage C M 8  mult ipl ié  sur  M14S). 

L e  max imum d e  phages e s t  ob t enu  e n  géné ra l  ap rè s  une  d iza ine  d ' heu re s  d e  

c u l t u r e  et va r i e  t r è s  peu  ensui te .  Des  t i t r e s  phagiques d e  1 0 l 0  U F P / m l  sont  

obse rvés  e n t r e  la  1 7 è m e  et l a  36ème  heure,  que l  q u e  so i t  l e  phage. Les  

p h a g e s  CM8 et MMIH, assoc iés  à l eu r  hô t e  r e spec t i f ,  p r é sen ten t  dans  ces 

condi t ions  un pouvoir l y t i que  remarquable ,  l a  populat ion phagique a t t e i g n a n t  

1010 U F P I m l  bien a v a n t  l e s  a u t r e s  phages. 

2 - Influence d e  la  multipliaté d'infection (m.0.i.) 

Au cour s  d e  l ' infect ion phagique,  l 'adsorpt ion peu t  s ' e f f e c t u e r ,  pour l a  plupart  

d e s  phages, sur  t o u t e  l a  s u r f a c e  d e  l a  bac t é r i e ,  ou sur  l e s  f lage l les  ou l e s  

F-pili  pour c e r t a i n s  d 'en t re -eux .  Un nombre  t r è s  i m p o r t a n t  d e  phages  peuvent  

d o n c  théo r iquemen t  s ' adso rbe r  sur  l a  bac tér ie .  L a  r ap id i t é  d e  l a  lyse ainsi que  

l e  nombre  d e  phages f o r m é s  do iven t  ê t r e  i n f luencés  par  l e  nombre  d e  phages 

imp l iqués  d a n s  le processus,  c ' es t -à -d i re  adsorbés  a u  cou r s  d e s  quelques 

m i n u t e s  qui suivent  l a  mi se  e n  c o n t a c t  du phage  et d e  son hôte.  

L e s  cinq phages  CM8, CM21,  MMlH,  NM4 et NM9 o n t  été mult ipl iés  sur leur  

h ô t e  respec t i f  à d e s  m.0.i. d i f f é r en t e s .  L a  lyse est r éa l i s ée  e n  ag i t a t i on  

r o t a t i v e  e n  e r l enmeye r  d e  300 ml c o n t e n a n t  50  ml d e  milieu R C  f r u c t o s é  

supp léé  e n  CaC12 4 x M et MgC12 5 x 1 0 - ~  M.  L a  product ion  d e s  phages 

e s t  suivie par  mesure  d e  l a  t u rb id i t é  d e  la  c u l t u r e  et pa r  dosage  d e s  phages  

d a n s  le  milieu.  expérience e s t  poursuivie 18 heures. L e s  r é su l t a t s  sont  

cons ignés  d a n s  le t a b l e a u  14 dans  lequel  nous n 'avons  p o r t é  que  les  

c o n c e n t r a t i o n s  e n  phages  a p r è s  18  heu re s  d e  lyse. 

L e  nombre  maximum d e  phages  ob tenus  dans  nos condi t ions  expé r imen ta l e s  se 

s i t u e  e n t r e  1,3 et 4 x 10" U F P I m l  e n  18  heu re s  pour une  m.0.i. d e  5. Notons 

q u e  pour une  m.0.i. é g a l e  ou supé r i eu re  à 0,2, seu ls  l e s  deux  phages  CM8 et 

MMlH t i t r e n t  un n o m b r e  d ' U F P / m l  d e  l 'o rdre  d e  10 lO .  Ils mon t r en t ,  l à  

e n c o r e ,  une ap t i t ude  à lyser  leur  hôte ,  supér ieure  à c e l l e  des  a u t r e s  phages. 



T a b l e a u  1 4  - N o m b r e  d e  p h a g e s  p r é s e n t s  d a n s  l e  mi l ieu  a p r è s  18  h e u r e s  d e  lyse  e n  f o n c t i o n  
d e  la m u l t i p l i c i t é  d ' i n f e c t i o n  e m p l o y é e .  



A la  vue  d e  ces résu l ta t s ,  nous avons  déc idé ,  dans  l a  s u i t e  d e  ce travai l ,  

d 'u t i l i se r  s y s t é m a t i q u e m e n t  une m.0.i. compr i se  e n t r e  1 et  3. 

3 - Mise en  évidence de  la dépendance de certains de  nos phages 

vis-à-vis du calcium et du magnésium 

Au cour s  d e  nos ~ r e m i è r e s  inves t iga t ions  sur l e s  phénomènes  d e  lyse  phagique 

e n  mil ieu l iquide,  nous nous sommes  rendu c o m p t e  que  c e r t a i n s  d e  nos  phages 

n e  lysa ien t  p a s  R. meliloti e n  mil ieu R C  f r u c t o s é  à 1 p100. Dans  ces 

condi t ions  expé r imen ta l e s ,  sur  18 phages  é tudiés ,  I l  é t a i e n t  i ncapab le s  d e  

lyser  R. meliloti e n  milieu liquide, l e s  7 a u t r e s  e n  é t a n t  p a r f a i t e m e n t  

capab le s  [WERQUIN et al. (281)l. 

L 'adsorp t ion  et m ê m e  l a  péné t r a t i on  d e  l ' ac ide  nucléique phagique r equ iè ren t  

l a  p ré sence  d ' ions b iva len ts  dans  le  mil ieu.  C h e z  d e  nombreux phages,  ces ions  

jouent un rô le  pr imordial  au  cou r s  d e  l a  p r e m i è r e  é t a p e  co r r e spondan t  à l a  

f ixa t ion  du phage  sur  l a  bac tér ie .  L e s  ions  ca2+ et M ~ ~ +  o n t  été l e s  plus 

souvent  é tudiés .  L 'adsorpt ion c h e z  l e s  couples  hôte-phages c a u d é s  n ' e s t  pas  

tou jours  sous  l a  dépendance  des  i ons  ca2+ e t / o u  M ~ ~ ' ,  t andis  q u e  c h e z  l e s  

Microviridés, i l  s emble  q u e  leur  p ré sence  so i t  tou jours  nécessa i re .  Afin 

d 'ob ten i r  d e s  suspensions phagiques l e s  plus c o n c e n t r é e s  possible pour tous  les  

phages  don t  nous disposons, nous nous  s o m m e s  in t é r e s sé  a u  rôle  q u e  peuvent  

jouer c e s  i ons  a u  cou r s  d e  la  lyse d e  R. meliloti. 

Pour  ce l a ,  nous  avons  réa l i sé  d e s  l y se s  d e  18 heures  d a n s  l e s  condi t ions  d e  

m.0.i. et d ' ag i t a t i on  d é c r i t e s  p r é c é d e m m e n t ,  e n  milieu R C  f r u c t o s é  à 1 p l 0 0  

c o n t e n a n t  d e s  doses  c ro i s san t e s  d e  CaC12 et MgC12. Nous p ré sen tons  sur l a  

f igure  9 l e s  r é s u l t a t s  ob t enus  pour l e s  4 phages  : C M I ,  CM2, N M 3  et NM4. 

Il s ' a v è r e  que  chaque  couple  bac tér iophage-hôte  a besoin pour q u e  l a  lyse soi t  

e f f i c a c e  d 'un  a jou t  plus ou moins i m p o r t a n t  d ' ions  bivalents .  C e s  ex igences  

sont  d i f f é r e n t e s  d 'un  s y s t è m e  à l ' a u t r e .  Lorsque  l a  lyse  e s t  ob t enue ,  une 

c o n c e n t r a t i o n  supé r i eu re  e n  ions  b iva len ts  n 'en  amé l io re  pas  sens ib lement  le  
2+ 

r endemen t .  Pour  l e s  q u a t r e  phages é tud i é s ,  l e s  ex igences  e n  ca2+ et Mg se 

s i t u e n t  e n t r e  0,8 et 2,3 x IO-$ M e n  CaC12 et e n t r e  1,O et 3,5 x M en  



Figu re  9 - Lyse  d e  c u l t u r e s  d e  Rhizobium rneliloti e n  milieu RC f r u c t o s é  
par  d i f f é r e n t s  bac t é r iophages  e n  fonc t ion  d e  la concen t r a t i on  e n  
CaC12 et VgC12. 



Dans nos condi t ions  expé r imen ta l e s ,  un a jout  r ep ré sen tan t  une  concen t r a t i on  

e n  CaC12 supé r i eu re  à 8 x  IO-^ M a m è n e  une  préc ip i ta t ion  d e s  phosphates  

mono et d ipotass iques  du milieu R C  qui p e r t u r b e  l 'adsorpt ion d e s  phages. Pour  

couvrir  l e s  ex igences  d e  t o u s  nos phages ,  nous avons  déc idé  d e  c o m p l é t e r  le 

milieu R C  a v e c  du CaC12 et du MgC12 aux  concen t r a t i ons  r e spec t ives  d e  

4 x  IO-^ M et 5 x  IO-^ M. 

Afin d e  r éa l i s e r  un suivi plus c o m p l e t  d e  l a  lyse phagique, nous l 'avons 

é tud i ée  e n  con t inu  au b iophotomètre .  P o u r  ce la ,  l es  phages  son t  a j o u t é s  à une  
2 + 2+ m.0.i. d e  3 e n  l ' absence  ou e n  p r é s e n c e  d ' ions  bivalents  C a  et Mg aux 

concen t r a t i ons  définies  p r é c é d e m m e n t .  Nous avons  p o r t é  dans  l e  tab leau  15 

l e s  r é su l t a t s  obtenus.  

2+ 
Lorsque le  mi l ieu  de  r é a c t i o n  c o n t i e n t  à l a  fo is  du C a  et tous  l e s  

phages é t u d i é s  sont  l y sé s  e n  des  t e m p s  compr i s  e n t r e  3 et 11 heures.  En 

présence  d e  ca l c ium seul ,  t ous  l e s  phages  sauf 2 (NM8 et  MMLC) son t  lys& 

éga l emen t .  C h e z  les  phages  C M l ,  CM6,  CM21, NM6 et NM9, l a  seu le  

présence  du ca l c ium p e r m e t  une lyse  aussi c o m p l è t e  que  lorsque l e s  deux ions  

son t  a jou t é s  ensemble .  L e s  t ro is  phages  CM4, CM7 et CM8 s o n t  capab le s  d e  

lyser  leur h ô t e  e n  p ré sence  d e  MgCl s eu l  ma i s  l e s  t e m p s  d e  l y se  sont  a lors  2 
t r è s  longs et sans  c o m m u n e  mesu re  a v e c  ceux  observés  a v e c  CaCI ,  seul  ou 

2 + 2+ L 

a v e c  CaC12 + MgC12. L e s  i ons  C a  et  Mg a jou té s  ensemble  sont  

absolument  néces sa i r e s  a u  d é c l e n c h e m e n t  d e  l a  lyse c h e z  l e s  p h a g e s  NM8 et 

MMlC a lo r s  q u e  c h e z  t o u s  l e s  a u t r e s  phages  é tud i é s  l a  lyse e s t  d e  d u r é e  éga l e  

ou plus souven t  i n f é r i eu re  à ce l l e  o b t e n u e  lorsqu'il  y a a jout  d e  l 'un d e s  deux 

ions. 

I I  r essor t  d e  cette é t u d e  q u e  l'ion ca l c ium e s t  tou jours  indispensable à l a  lyse 

bac tér ienne .  P a r  cont re ,  l ' ion magnés ium,  à d e  r a r e s  excep t ions  près ,  e s t  bien 

moins nécessa i re .  Au c o u r s  d e  n o t r e  é t u d e ,  nous avons  mis e n  év idence  une  

ac t ion  l é g è r e m e n t  synerg ique  d e  ces deux ions  bivalents  vis-à-vis d e s  phages  

CM4, CM7 et CM8. 

L e s  f igures  10 et 11 donnen t  un a p e r ç u  d e s  profi ls  d e  lyse q u e  nous avons  

obtenus  pour l e s  5 phages  l e s  plus r e p r é s e n t a t i f s  : 



i ons  b iva len ts  a jou t é s  au milieu 
P h a g e s  

CM 1 

C M 2  

C M 3  

CM4 

C M 5  

CM6 

CM7 

CM8 

CM9 

CM 20 

CM21 

NMI 

NM2 

NM3 

NM4 

NM6 

NM7 

NM8 

NM9 

M M l C  

MMlH 

Tableau  15 - Lyse  b a c t é r i e n n e  Zn l ' absence  ou e n  p ré sence  
d e  CaC12 4 x 10- M et MgC12 5 x M. 

1 
( ) t e m p s  qui s ' écoule  e n t r e  l 'addi t ion du 

phage  et l a  lyse c o m p l è t e  d e  l a  cu l tu re .  
+ lyse  
- p a s  d e  lyse 



Figure 10 - Lyse de R. rneüloti par iesZphages N 6, NL19 et  CL13 en Y+ l'absence ou la présence de Ca etiou l lg  . 



-- 
fi- ,A 

Figure I I  - Lyse de R. meLilof+ par les py+ges CM4 et Ch18 en l'absence ou 
la présence de Ca et/ou Mg . 

Légende des figures 10 e t  11  : - TEMOIN ( H O T E  B A C T E R I E N )  t--. PHAGE + H O T E  + ca2*et  Mg2' 

- PHAGE + HOTE % A A B  SOR BANCE (EN POURCENTAGE ) 

PHAGE + H O T E  + Mg2' T T EM PS ( E N  HEURES ) 

- PHAGE + H O T  E + Ca2' 



2 + phage  NM6 : lyse  rap ide  e n  5 h e u r e s  e n  p ré sence  d e  ca2+ et d e  C a  + 

Mg2+ . 

phage  NM9 : lyse  e n  10 heu re s  e n  p ré sence  d e  ca2+ et d e  ca2+ + Mg2+;  

phage  C M 3  : lyse  rap ide  e n  5 h e u r e s  en  p ré sence  de  c a l c i u m  et e n c o r e  
2 + 

plus rap ide  (3 heures)  e n  p ré sence  d e  C a  + Mg2+ ; 

2+ 
phage  CM4 : lyse  t r è s  rap ide  e n  3,5 heu re s  e n  p ré sence  d e  ca2+ + Mg . 

Note r  dans  ce cas q u e  la  lyse  est n e t t e  e n  p ré sence  d e  

caLf seul  mais  d ' u n e  e f f i c a c i t é  bien i n f é r i e u r e  à ce l l e  
2+ o b t e n u e  e n  p ré sence  d e  C a  + Mg2+. No te r  é g a l e m e n t  

2 + 
q u e  l a  lyse e n  p r é s e n c e  d e  Mg seul  est rée l le ,  plus 

t a r d i v e  que  l a  p r é c é d e n t e  ma i s  e n  fin d e  c o m p t e  plus 

e f f i c a c e  ; 

phage  CM8 : lyse  d e  l a  cu l tu re  b a c t é r i e n n e  e n  7 heu re s  envi ron  e n  

p ré sence  d e  ca2+ et d e  ca2+ et Mg2+. Lyse  é g a l e m e n t  

e n  p ré sence  d e  kIg2+ qui a t t e i n t  son maximum a u  bout  d e  

15  heures. Noter  i c i  q u e  l e  t émoin  hô te  + phage  (qui 
2 + 

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

1 x 1 0 - ~  M) c o m m e n c e  à s e  lyser  au  bout  d ' u n e  douza ine  

d ' heu re s  pour m o n t r e r  une  lyse p ra t i quemen t  i den t ique  à 
2+ 

c e l l e  d e  l ' é c h a n t i l l o n  c o n t e n a n t  l e s  i o n s  Mg a 

4 x 1 0 - ~  M. Des  21 phages  é tudiés ,  i l  est l e  seul  qui 

p r é s e n t e  ce phénomène  d e  dépendance  i m p o r t a n t e  vis-à- 

vis du magnésium. 

Nous avons  d é t e r m i n é ,  a v e c  t r o i s  p a r a m è t r e s  i m p o r t a n t s  i n f luençan t  

l a  lyse  bac tér ienne .  Pour  obten i r  un r e n d e m e n t  convenable,  l e s  cu l tu re s  

bac t é r i ennes  do iven t  ê t r e  r éa l i s ée s  e n  e r l e n m e y e r  d e  200 à 300 m l  c o n t e n a n t  

envi ron  50 ml d e  c u l t u r e  e n  ag i t a t i on  r o t a t i v e  et à 30°C. Lorsque  l e s  lyses 

sont  e f f e c t u é e s  a v e c  une  m.0.i. c o m p r i s e  e n t r e  1 et  3 et e n  p ré sence  d e  

CaC12 4 x 1 0 - ~  M et MgC12 5 x 1 0 - ~  M, nous avons  recueilli  pour t ous  nos 

phages  des  suspensions t i t r a n t  d e  l 'o rdre  d e  10" UFP/ml .  



Dans  l e s  condi t ions  d é c r i t e s  ci-dessus, nous avons  app réc i é  l e  pou rcen tage  

d 'adsorp t ion  e n  fonc t ion  du t e m p s  d e  c o n t a c t  et d é t e r m i n é  l a  valeur  d e  l a  

c o n s t a n t e  d 'adsorpt ion a p r è s  5 min d e  c o n t a c t .  L e s  valeurs  d e  c e s  deux 

p a r a m è t r e s  donnent  e n  e f f e t  une  i d é e  préc ise  du dé rou lemen t  d e  l 'adsorpt ion.  

C e t t e  é t u d e  a été r é a l i s é e  a v e c  4 phages  du groupe  CM1 (CM 1, CM3, CM20 

et CM21), 4 phages  du g roupe  NM1 (NM1, NM2, NM6 et  NM7) et enf in  l e  

phage  MMIC. 

4 - ~é terminat ion  du pourcentage et de  la  constante d'adsorption 

L'adsorpt ion du phage r e p r é s e n t e  l a  p r e m i è r e  é t a p e  du cyc l e  infec t ieux .  El le  

dépend d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  in i t i a l e  e n  b a c t é r i e s  et en  phages, d e  l a  

t e m p é r a t u r e ,  d e  l a  v i scos i té  du milieu et d e  l ' é t a t  physiologique d e  l a  

bac tér ie -hôte .  Dans d e  bonnes  condi t ions  d e  c u l t u r e  et e n  p ré sence  d'un e x c è s  

d e  bac t é r i e s ,  l e  taux  d 'adsorp t ion  des  phages  su i t  l ' équa t ion  du premier  o r d r e  

su ivan te  : 

où k e s t  l a  c o n s t a n t e  d e  vi tesse,  B l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  b a c t é r i e s  et P l a  

concen t r a t i on  e n  phages. 

C e t t e  c o n s t a n t e  d e  v i t e s se  k, qui do i t  ê t r e  ass imi lée  ici  à l a  c o n s t a n t e  

d 'adsorpt ion,  est r e p r é s e n t é e  pa r  l a  fo rmule  : 

pour laquel le  P o  est l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  phages  a u  t e m p s  O d e  l a  réac t ion ,  P 

r e p r é s e n t e  l e  nombre  d e  phages  non adsorbés  au  t e m p s  t (en min), B e x p r i m e  

l a  concen t r a t i on  e n  b a c t é r i e s  (nombre  d e  ce l lu les  pa r  ml). 

a) Techn ique  employée  

Pour  ca lcu ler  l a  valeur  d e  k, l a  seu le  inconnue  à d é t e r m i n e r  est l e  nombre  d e  

phages  non adsorbés  a u  t e m p s  t. On réa l i se  l a  manipulat ion su ivante  : u n e  

c u l t u r e  d e  R. meliloti e n  phase  exponent ie l le  d e  c ro i s sance  est d i luée  dans  du  



milieu R C  f r u c t o s é  addi t ionné  d e  C a C l  et MgCl pour obten i r  une  dens i t é  2 2 
8 opt ique  d e  0,2 (à 600 nm), ce qui cor respond à 2 x 10 bac t é r i e s /ml .  

L a  suspension phagique u t i l i sée  e s t  d i luée  pour obten i r  2 x 10' UFPlml .  Dans  

un tube  d e  r éac t ion ,  on mélange  0 , l  m l  d e  suspension phagique et 0,9 ml d e  

bac t é r i e s  (ce  qui cor respond à u n e  m.0.i. d e  0,l) .  I m m é d i a t e m e n t  ap rè s  l e  

c o n t a c t  puis a p r è s  5 min et ensu i t e  t o u t e s  les  10 min, on p ré l ève  0 , l  ml du 

mélange  q u e  I'on p o r t e  dans  un t u b e  c o n t e n a n t  9,4 ml d e  milieu R C  

addi t ionné  d e  0 ,5  ml d e  ch loroforme.  L e  ch lo ro fo rme  t u e  t o u t e s  l e s  bac t é r i e s  

y compr is  c e l l e s  sur lesquel les  les  phages  son t  adsorbés  i r r éve r s ib l emen t  et 

épa rgne  l e s  phages  non adsorbés.  L e  t u b e  est cen t r i fugé  à 10 000 t /min  

pendant  10 min,  ce qui a pour e f f e t  d e  s éd imen te r  l e s  bac t é r i e s  t u é e s  et l e s  

phages  qui y son t  adsorbés .  Du su rnagean t  con tenan t  les  phages  i n t a c t s  non 

adsorbés,  on pré lève  0 , I  m l  que  I'on m é l a n g e  à 0,3 m l  d e  c u l t u r e  bac tér ienne .  

Après un c o n t a c t  d e  20  min à t e m p é r a t u r e  du  labora to i re ,  l ' échant i l lon  est 

addi t ionné  d e  gé lose  bac t é r iophage  et cou lé  e n  double couche  sur  milieu R C  

gé losé  f ruc tosé .  Après incubat ion ,  l e s  p l ages  d e  lyse qui appa ra i s sen t  sur l e s  

bo î tes  co r r e sponden t  à a u t a n t  d e  phages  non adsorbés. Connaissant  le  nombre  

d e  phages  mi s  au d é p a r t ,  on peu t  e n  dédu i r e  l e  pou rcen tage  d e s  phages  

adsorbés  e n  fonc t ion  du temps .  

b) ~ é s u l t a t s  et conclusion 

L e s  tab leaux  16  et 17 donnen t  r e s p e c t i v e m e n t  pour l e s  neuf p h a g e s  é tud i é s  l e  

nombre  d e  pa r t i cu l e s  non adso rbées  et l e  pou rcen tage  d 'adsorp t ion  e n  fonc t ion  

du temps.  L e  tab leau  1 8  p ré sen te  les  va l eu r s  d e  l a  c o n s t a n t e  d 'adsorp t ion  k 

pour ces m ê m e s  phages. 

L a  p remiè re  c o n s t a t a t i o n  que  I 'on peu t  f a i r e  est q u e  les  phages  é tud i é s  i c i  

s ' adsorbent  t r è s  r ap idemen t  sur leur  bac tér ie -hôte .  En e f f e t ,  l e  pou rcen tage  

d 'adsorp t ion  a u  t e m p s  t = O + E ( E  é t a n t  l e  t e m p s  nécessa i re  pour réa l i se r  

l ' expér ience)  e s t  t r è s  é l e v é  et s ' éche lonne  e n t r e  66  et 94 p100. D ' a u t r e  pa r t ,  

plus on pro longe  l e  t e m p s  d e  c o n t a c t ,  plus les  phages  sont  nombreux à 

s 'adsorber .  C e r t a i n s  c o m m e  l e s  phages  C M I ,  CM20, CM21 et MCvllC son t  

adsorbés  à plus d e  9 9  p l 0 0  d è s  la  v ing t i ème  minute.  C e  c a r a c t è r e  n 'es t  p a s  

spéc i f ique  aux  phages  d u  g e n r e  Rhizobium c a r  dans  l a  plupart  d e s  s y s t è m e s  

phage-hôte,  90  p l 0 0  d e s  phages  sont  adso rbés  a p r è s  10 min d e  c o n t a c t  
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[ACKERMANN et DUBOW (5)]. L a  c o n s t a n t e  d 'adsorpt ion k, c a l cu l ée  pour 
- 9 5 min d e  c o n t a c t  a une valeur  compr i se  e n t r e  1,88 et 4,17.10 ml/min,  ce 

qui est e n  acco rd  a v e c  l e s  va leurs  c o u r a m m e n t  r appor t ée s  dans  l a  l i t t é r a tu re .  

C h e z  l e s  phages  caudés ,  l e  t aux  d 'adsorp t ion  va r i e  e n  effet e n t r e  
-9 6,3.10-l2 rnlimin et  2 ,5 .10 -~  ml /min  a v e c  une  moyenne d e  10.10 ml/min 

[ACKERMANN et DUBOW (5)]. 

II. - PRODUCTION DES PHAGES EN GRANDE QUANTITE : MISE AU 

POINT D'UNE TECHNIQUE D'OBTENTION DES PHAGES DE 

RHIZOBIUM EN FERMENTEUR [WERQUIN et al. (279)l 

Les  techniques  d 'ob ten t ion  des  phages,  p r é c é d e m m e n t  déc r i t e s ,  n e  p e r m e t t e n t  

d 'ob ten i r  q u e  d e  f a ib l e s  volumes  d e  phages. Qu' i l  s 'agisse d e  leur  observa t ion  

a u  microscope  é l ec t ron ique  ou d e  l ' é t u d e  d e  leurs  cons t i t uan t s ,  i l  e s t  

néces sa i r e  d e  posséder  des  suspensions phagiques les  plus c o n c e n t r é e s  possible. 

Nous avons  mis au  point  une  t echn ique  d e  product ion e n  masse  d e  phages  d e  

Rhizobium e n  mil ieu liquide, suivie  d ' une  concen t r a t i on  au  polyé thylène  glycol 

et d ' une  pur i f ica t ion  e n  g rad i en t  d e  ch lo ru re  d e  césium. 

L a  product ion  d e s  phages  a été réa l i s ée  d a n s  un f e r m e n t e u r  F-7T conçu  et 

r éa l i s é  à Toulouse pa r  S e t r i c  Génie  Industr iel  (figure 12). Il s e  compose  d 'une 

cuve  d e  4,5 1, d 'un  volume u t i le  d e  3 1 environ,  équipée  des  un i t é s  su ivantes  : 

- mesure  et régula t ion  d e  t e m p é r a t u r e ,  

- ag i t a t i on  variable,  

- mesure  et régula t ion  du pH, 

- mesure  d e  l 'oxygène  dissous, 

- d é t e c t i o n  et régula t ion  des  mousses. 

A. - Préparation d'une fermentation 

1 - Préparation du matériel 

Tou te s  l e s  p ièces  cons t i t uan t  le  f e r m e n t e u r  son t  r igoureusement  n e t t o y é e s  au  

d é t e r g e n t ,  r i ncées  à l ' eau  et r e m o n t é e s  e n  vei l lant  à l ' i n t ég r i t é  et à l a  



F i g u r e  1 2  - ~ e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  du f e r m e n t e u r  S e t r i c  d e  t y p e  F-7T. 



posi t ion des  d i f f é r e n t s  joints. L a  c u v e  e s t  c h a r g é e  d e  2,7 l i t r e s  d e  milieu R C  

et l ' ensemble  est au toc l avé  à 121°C pendan t  20 min. 

2 - Réalisation de l a  préculture 

L a  c u v e  d e  f e r m e n t a t i o n  s e r a  e n s e m e n c é e  a v e c  300 ml  d e  précul ture ,  ce qui 

r e p r é s e n t e  10 plOO d e  son volume.  L a  p récu l tu re  est réa l i sée  e n  milieu R C  

f r u c t o s é  à 1 p100. S a  c ro i s sance  s ' e f f e c t u e  sur t a b l e  d ' ag i t a t i on  ro t a t i ve  à 
30°C du ran t  une  pér iode  d ' au  moins 18 heures. 

3 - Préparation du fermenteur 

L a  c u v e  c o n t e n a n t  l e  milieu d e  c u l t u r e  s t é r i l e  e s t  c o n n e c t é e  au  pupi t re  d e  

c o m m a n d e  et  mi se  e n  régula t ion  d e  t e m p é r a t u r e .  L a  sou rce  d e  carbone ,  

c o n s t i t u é e  d e  f r u c t o s e  à 40 p100, s t é r i l i s ée  s épa rémen t ,  est a jou tée  au milieu 

pour obten i r  une  c o n c e n t r a t i o n  f ina le  d e  1 p100. L e  mil ieu e s t  é g a l e m e n t  

suppléé  par  l e s  so lu t ions  s t é r i l e s  su ivan te s  : 

- 7 5  m l  d e  bac topep tone  Di fco  à 10 plOO p e r m e t t a n t  d 'ob ten i r  une  concen- 

t r a t i o n  d e  0,25 p l 0 0  ; 

- 3 0  ml  d e  MgC12, 6H O à 1 p l 0 0  ce qui cor respond à une concen t r a t i on  2 
d e  5 x 1 0 - ~  M ; 

- 30 m l  d e  CaC12, 2H O à 0,6 p l 0 0  ce qui cor respond à une  concen t r a t i on  2 
d e  4 x 1 0 - ~  M. 

4 - Ensemencement de la préculture et affichage des conditions 

de  culture 

L a  p récu l tu re  d e  R. rneliloti est i n j e c t é e  dans  l e  f e r m e n t e u r .  L e s  condit ions 

su ivan te s  de  c u l t u r e  s e ron t  i den t iques  pour t o u t e s  l e s  lyses bac t é r i ennes  : 

- t e m p é r a t u r e  d e  c ro issance  : 30°C ; 

- v i t e s se  d ' ag i t a t i on  : 300 t / m i n  ; 

- a é r a t i o n  : 1 1 d 'a i r  par  min ; 

- c a l a g e  du pourcen tage  d 'oxygène dissous 

au  t e m p s  O d e  l a  f e r m e n t a t i o n  : 9 O p l O O ;  



- l a  régula t ion  du pH est inut i le ,  celui-ci ne  va r i an t  p r a t i quemen t  pas au  

cou r s  d e  la f e r m e n t a t i o n  ; 

- l a  régula t ion  d e s  mousses  est é g a l e m e n t  inu t i le ,  e l l e s  n 'appara issent  qu 'en  

f in d e  f e r m e n t a t i o n  au  m o m e n t  d e  l a  lyse bac tér ienne .  

5 - Préparation des  phages 

Un s tock  i m p o r t a n t  d e  phages  (environ 70 boî tes  d e  P e t r i )  est réa l i sé  par  l a  

t echn ique  d e  l a  double c o u c h e  selon ADAMS. O n  ob t i en t  cou rammen t  d e  
9 l ' o rd re  d e  120 ml  d e  suspension phagique t i t r a n t  envi ron  10 UFP/ml.  C e s  

phages  son t  f i l t r é s  sur  f i l t r e  Millipore 0,45 Fm et p lacés  dans  une f io le  

conique  s t é r i l e  munie  d 'un  s y s t è m e  d ' in jec t ion  d i r e c t e  dans  l e  f e rmen teu r .  

B. - Suivi d e  la  fermentation et appréciation d e  la lyse 

L a  f e r m e n t a t i o n  se dé rou le  e n  deux é t a p e s  et  l a  lyse bac t é r i enne  est 

a p p r é c i é e  g r â c e  au  suivi du  pourcen tage  d 'oxygène dissous dans  le  f e r m e n t e u r  

(le déb i t  d 'a ir  r e s t a n t  bien en t endu  cons t an t  a u  c o u r s  du temps)  (fig. 13). 

I m m é d i a t e m e n t  a p r è s  l ' in jec t ion  d e  l a  p récu l tu re  et lorsque l e  milieu est 

s a t u r é  e n  air ,  l e  pou rcen tage  d 'oxygène  dissous e s t  f i xé  à 90 p l 0 0  et c a l é  sur  

cette valeur. Au cou r s  d e  l a  c ro i s sance  bac t é r i enne ,  i l  y a consommat ion  

d 'oxygène  et donc  d iminut ion  du pourcen tage  d 'oxygène  dissous dans  l e  

f e r m e n t e u r .  L a  c u l t u r e  est poursuivie  dans  ces condi t ions  jusqu'à ce que  l a  

dens i t é  op t ique  é g a l e  à 0,2 a u  d é p a r t  a i t  doublé, so i t  dans  la  plupart  de s  c a s  

a p r è s  2 à 3 heures.  

L e  phage  e s t  a lors  i n j e c t é  d a n s  le  f e r m e n t e u r  à une  m.0.i. compr i se  e n t r e  0,2 

et 1 puis  l ' ag i ta t ion  et l 'oxygénat ion  sont  a r r ê t é e s  pendant  20 min, t e m p s  

néces sa i r e  à l ' adsorp t ion  d e s  phages  sur les  bac tér ies .  

 près ce laps d e  t emps ,  I ' ag i ta t ion  et l ' a é r a t i on  s o n t  ré tab l ies .  L 'observa t ion  

d u  g r a p h i q u e ,  r e p r é s e n t a n t  l e  p o u r c e n t a g e  d ' o x y g è n e  d i s s o u s  d a n s  l e  

f e r m e n t e u r  e n  fonc t ion  du  temps ,  m o n t r e  que  l e s  b a c t é r i e s  cont inuent  d e  

c r o î t r e  malgré  l a  p ré sence  du phage  et c e l a  pendan t  e n c o r e  environ une  

heure.  Puis,  plus ou moins b ru t a l emen t ,  selon l e s  phages  é tudiés ,  l a  cou rbe  

r e p r é s e n t a n t  l e  pou rcen tage  d 'oxygène  dissous s ' i nve r se  et c r o î t  r ap idemen t  



F i g u r e  13 - V a r i a t i o n s ,  e n  f o n c t i o n  du  t e m p s ,  du  p o u r c e n t a g e  d ' o x y g è n e  
d i s sous  et d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  d ' u n e  c u l t u r e  e n  f e r m e n t e u r  
d e  R. meliloti h19S i n f e c t é e  p a r  le p h a g e  Nhl 1. 



t r a d u i s a n t  la l y s e  b a c t é r i e n n e .  L e  p o u r c e n t a g e  d ' o x y g è n e  d i ssous  a u g m e n t e  

jusqu là  a t t e i n d r e  p o u r  c e r t a i n s  p h a g e s  u n e  v a l e u r  s u p é r i e u r e  à c e l l e  du d é p a r t  

r e f l é t a n t  u n e  l y s e  quas i  t o t a l e  d e s  b a c t é r i e s .  ~ a r a l l è l e m e n t  à l ' e s t i m a t i o n  du 

p o u r c e n t a g e  d ' o x y g è n e  dissous,  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  d e  l a  c u l t u r e  e s t  a p p r é c i é e  

à 6 0 0  nm.  G r â c e  à l ' o b s e r v a t i o n  s i m u l t a n é e  d e  c e s  deux  v a r i a b l e s ,  on p e u t  

s a v o i r  à t o u t  i n s t a n t  l ' é t a t  d e  l a  lyse  b a c t é r i e n n e .  

C .  - Concentration e t  purification des phages 

1 - Concentration 

L a  t e c h n i q u e  u t i l i s é e  e s t  c e l l e  d é c r i t e  p a r  YAMAMOTO et al. (292) .  E l le  

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

d e  sod ium 0 , 5  hl et d e  p o l y é t h y l è n e  g lyco l  6 0 0 0  (P.E.G.) à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  

c o m p r i s e s  e n t r e  2 et  10 p100. P o u r  n o t r e  p a r t ,  nous  a v o n s  u t i l i s é  u n e  

c o n c e n t r a t i o n  e n  P.E.G. 6 0 0 0  d e  8 p l 0 0  qu i  nous  a p e r m i s  d e  r e c u e i l l i r  l e  

m a x i m u m  d e  p h a g e s  a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  ( t a b l e a u  19). 

T a b l e a u  1 9  - I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  P E G  6 0 0 0  s u r  
l a  p r é c i p i t a t i o n  d e  5 p h a 3 e s .  

P h a g e s  

C M 5  

C M 7  

NX11 

N M 3  

hl LI 1 C 

P o u r c e n t a g e  d e  p h a g e s  r e c o u v r é s  
a p r è s  u n e  p r é c i p i t a t i o n  d e  1 6  h 

s o u s  un v o l u m e  d e  20 m l  
e n  p r é s e n c e  d e  P E G  6 0 0 0  à 

6 p l 0 0  8 p l 0 0  1 0  p l 0 0  1 2  p 100 

28,O 32,3 31 ,9  31,5 

36,O 39,8 40,O 39,4 

38,O 50,8 49,7 49,8 

46,O 49,8 49,7 49,8 

37,O 5 1,7 47,8 44,2 
1 



L e s  d i f f é r en t e s  é t a p e s  du pro tocole  e x p é r i m e n t a l  sont  l e s  su ivantes  : 

1 - l a  suspension phagique à t r a i t e r  e s t  p l a c é e  à + 4°C pendant  une  nuit ; 

2 - e l l e  est c e n t r i f u g é e  à 12 000 g pendan t  15 min af in d ' en  é l iminer  les  

débr i s  b a c t é r i e n s  et l e s  b a c t é r i e s  su rv ivan te s  ; 

3 - l a  solution est soumise  à une  d iges t ion  par  l a  DNase et l a  RNase  à 
raison d e  1 pg  d e  chaque  e n z y m e  par  ml d e  l y sa t  pendant  1 heure  à 

37°C ; 

4 - cen t r i fuga t ion  à 12 000 g pendant  1 5  min  ; 

5 - l e  su rnagean t  est addi t ionné  d e  NaCl  a f in  d 'ob ten i r  une concen t r a t i on  

f ina le  d e  0,5 M ,  puis la issé une  nui t  à + 4OC ; 

6 - cen t r i fuga t ion  à 12 000 g pendant  15  min  ; 

7 - l a  suspension phagique est addi t ionnée  d e  P.E.G. 6000 pour avoir  une 

concen t r a t i on  d e  8 p100. Elle est p l a c é e  ensu i t e  dans  une  ampou le  à 

décan te r  et la i ssée  à + 4OC pendan t  une pér iode  va r i an t  d e  un à 
plusieurs jours, t e m p s  nécessa i re  à l a  préc ip i ta t ion  des  phages  ; 

8 - l e  préc ip i té  est r é c u p é r é  puis  c e n t r i f u g é  à 2 000 g pendant  15  min. L e  

su rnagean t  est é c a r t é  ; 

9 - l e  complexe  phages-PEG-ClNa est dissous d a n s  10  ml d e  t a m p o n  pour 

bac tér iophages .  L a  di lut ion d e  ce p réc ip i t é  e n t r a î n e  une dissociat ion 

d u  complexe  ; 

10 - cen t r i fuga t ion  à 12 000 g pendant  15  min. L e  cu lo t  est é c a r t é  ; 

11 - l e  su rnagean t  c o n t e n a n t  l e s  phages  est c e n t r i f u g é  à 7 800 g pendant  

90  min (34 000 t/rnin, ro tor  60Ti. Ul t racent r i fugeuse  BECKMAN 

L8-70M) ; 

12 - l e  cu lo t  c o n t e n a n t  l e s  phages  e s t  dissous d a n s  14 ml d e  t a m p o n  pour 

bac tér iophages .  



2 - Purification 

L a  pur i f ica t ion  f ina le  d e s  phages  peu t  ê t r e  r éa l i s ée  d e  d i f f é r e n t e s  façons.  

Nous c i t e rons  l a  cen t r i fuga t ion  en  g r a d i e n t  d e  dens i té ,  I 'u l t ra f i l t ra t ion  ou 

e n c o r e  l ' a d s o r p t i o n  et  l ' é l u t i o n ,  t e c h n i q u e s  e m p l o y é e s  s é p a r é m e n t  ou  

combinées .  L a  cen t r i fuga t ion  e n  g rad i en t  d e  dens i t é  e s t  l a  plus u t i l i sée  et 

d a n s  l a  plus g r a n d e  p a r t i e  d e s  c a s  r éa l i s ée  a v e c  d e s  solut ions d e  ch lo ru re  d e  

cé s ium (ClCs) ou d e  sucrose.  Il e x i s t e  deux  mé thodes  d e  cen t r i fuga t ion  e n  

g r a d i e n t  d e  d e n s i  té : l e s  c e n t r i f u g a t i o n s  z o n a l e  e t  i s o p y c n i q u e .  

- L a  cen t r i fuga t ion  zonale  cons is te  a déposer  l 'échanti l lon au  s o m m e t  d'un 

g rad i en t  d e  dens i t é  p r é f o r m é  ou c o n s t i t u é  d 'une  superposi t ion d e  couches  

d e  solut ion d e  C l C s  ou d e  sucrose  d e  d i f f é r e n t e s  densi tés .  

- L a  cen t r i fuga t ion  isopycnique,  plus s imple,  cons is te  à t r a i t e r  l e  mélange  

uni forme c o n s t i t u é  d e  l ' échant i l lon  addi t ionné  d e  ch lo ru re  d e  cé s ium pour 

obten i r  une d e n s i t é  donnée.  

Dans  l e s  deux cas ,  a p r è s  cen t r i fuga t ion ,  l e s  d i f f é r en t s  c o n s t i t u a n t s  d e  

l ' échant i l lon  s e  réuni ront  dans  des  zones  du g rad i en t  co r r e spondan t  à leur  

d e n s i t é  respec t ive .  

Nos suspensions phagiques o n t  été t r a i t é e s  pa r  cen t r i fuga t ion  isopycnique. 

 échantillon d e  14 ml  est addit ionné d 'envi ron  9,3 g d e  C l C s  pour ob t en i r  un 

ind i ce  d e  r é f r a c t i o n  d e  1,379 mesu ré  à 25°C à l ' a ide  d'un r é f r a c t o m è t r e  

d'ABBE. L a  solut ion est cen t r i fugée  à 100 000 g pendant  15  h (33 000  t /min ,  

Ro to r  SW 50.1. U l t r acen t r i fugeuse  BECKMAN L8-70M). 

L a  bande  visible c o n t e n a n t  l e s  bac t é r iophages  est r é c u p é r é e  par  ponct ion  du 

fond  du tube.  El le  est ensu i t e  d ia lysée  pendan t  48 h à + 4°C c o n t r e  du t ampon  

phosphate  di lué a u  1/10, a f in  d 'é l iminer  l e  ch lo ru re  d e  césium. L a  suspension 

phagique c o n c e n t r é e ,  ainsi ob tenue ,  est dosée  et conse rvée  à - 20°C. 



D. - Résultats et conclusion 

L e s  2 1  phages  i so l é s  du sol o n t  été mult ipl iés  e n  f e r m e n t e u r ,  p réc ip i tés  en  

PEG 6 000 et pur i f iés  e n  g rad i en t  d e  ch lorure  d e  cés ium.  Les  r é su l t a t s  

o b t e n u s  sont  consignés dans  l e  tab leau  20. 

L e s  p a r a m è t r e s  d e  cu l ture ,  e n  par t icu l ie r  l a  bonne oxygénat ion  du milieu, nous 

o n t  pe rmis  d ' a t t e i n d r e  r a p i d e m e n t  l a  phase exponent ie l le  d e  croissance.  

L ' a p p o r t  de  ca l c ium et magnés ium nous a mis dans  d e s  condi t ions  propices à 
une  lyse  rapide. A d e  r a r e s  excep t ions  près ,  l a  lyse c o m m e n c e  e n  e f f e t  lh30  à 

2 h e u r e s  après  l ' a jou t  du phage  et d u r e  e n t r e  4h20 et 4h50. Sauf pour les  

phages  CM9 et NMI,  le  nombre  d e  phages  produits  avoisine ou dépasse 
1 3  

l a r g e m e n t  10 part icules .  C e  que  nous avons  appe l é  "le f a c t e u r  de  

mult ipl icat ion" (qui n ' a  r ien  à voir a v e c  le  nombre  d e  phages  produi t s  par  

ce l l u l e s  bac tér iennes) ,  c ' es t -à -d i re  le  nombre  par  lequel  l e  nombre  d e  phages 

du d é p a r t  a été mult ipl ié  a u  cou r s  d e  l a  lyse, p r é s e n t e  d e s  f luc tua t ions  

i m p o r t a n t e s .  Egal  à 17 X pour le  phage  CM21,  i l  a t t e i n t  147 X pour le  phage 

NM1. 

En ce qui conce rne  l e  pou rcen tage  d e  phages  r e t rouvés  a p r è s  préc ip i ta t ion ,  au 

PEG 6 000, les  va l eu r s  son t  t r è s  sens ib lement  d i f f é r e n t e s  d e  ce l l e s  t rouvées  

lors  d e  l 'essai p ré l imina i re  ( tab leau  19). Seu lemen t  16 p l 0 0  du phage  CM5 

son t  recouvrés  a l o r s  que  32 p l 0 0  l ' é t a i e n t  lorsque l a  préc ip i ta t ion  é t a i t  

r é a l i s é e  sous un vo lume  d e  20  ml. 
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C H A P I T R E  III 

CARACTERISATION DES PHAGES 



Les  c r i t è r e s  employés  pour la  ca rac t é r i s a t i on  d e s  phages sont  t r è s  nombreux 

et  d e  va leurs  i n t r i n sèques  t r è s  d i f f é r e n t e s  l e s  unes des  au t res .  En 1978, 

ACKERMANN et al. (41, proposent  un guide  d e  l a  ca rac t é r i s a t i on  d e s  phages 

dans  lequel  i l s  t e n t e n t  d e  h ié rarch iser  c e s  c r i t è r e s .  Ils déf in issent  ainsi de s  

c r i t è r e s  d e  haut ,  moyen et bas  niveau. Pa rmi  l e s  c r i t è r e s  d e  haut  niveau,  on 

t rouve  e n  p remie r  lieu la  morphologie du virion. Viennent  ensu i t e  l a  n a t u r e  d e  

l ' ac ide  nuc lé ique  phagique, sa conf igura t ion  (linéaire, c i rcu la i re ,  mono  ou 

b ica téna i re ) ,  sa masse  et sa densi té .  L e s  c r i t è r e s  de  c a r a c t é r i s a t i o n  c lassés  

moyens regroupent ,  e n t r e  au t r e s ,  l a  spéc i f i c i t é  d 'hô te ,  l 'hybridat ion,  l e  profil  

d e  r e s t r i c t i o n  d e  l ' A D N ,  l e s  p r o p r i é t é s  a n t i g é n i q u e s  d e s  v i r i o n s  e t  

l ' inac t iva t ion  pa r  le  ch loroforme,  la  cha l eu r  ou l a  lumière  u l t r av io l e t t e .  Enfin, 

l e s  c r i t è r e s  d e  c a r a c t é r i s a t i o n  c lassés  bas  niveau englobent  l a  dimension des  

plages d e  lyse, l a  v i tesse  d 'adsorpt ion,  l a  du rée  d e  la phase  d e  l a t e n c e  et le 

nombre  d e  pa r t i cu l e s  phagiques l ibérées  pa r  bac t é r i e .  

Nous é tud i e rons  d a n s  ce t r ava i l  que lques  uns d e s  c r i t è r e s  déf in is  plus h a u t  en  

p ré sen tan t  succes s ivemen t  : l e s  p rop r i é t é s  an t igéniques  d e  nos phages  a v e c  en  

appl ica t ion  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  d u r é e  d e  l a  période d e  l a t e n c e  et du 

nombre  d e  phages  produits  par  b a c t é r i e  ; su ivront  l a  spéc i f i c i t é  d ' hô t e ,  l a  

morphologie et l e s  mensura t ions  d e  nos  phages. Enfin, nous é tud i e rons  les  

homologies  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  ADN d e s  phages. 

His tor iquement ,  nos  inves t iga t ions  sur  l e s  phages  d e  R. meliloti o n t  donné 

lieu, e n  1973, a l a  publicat ion d 'une é t u d e  succ inc t e  dont  l e  r é su l t a t  pr incipal  

a été d e  m o n t r e r  que  nous é t i ons  e n   rése en ce d e  phages caudés  a p p a r t e n a n t  

aux  3 p remie r s  g roupes  d e  la  c lass i f ica t ion  d e  BRADLEY. Trois  phages  t ypes  : 

CM1, NM1 et MMlH o n t  été a lors  u t i l i sés  pour préparer  l e s  immunsé rums  

néces sa i r e s  à l ' é t u d e  d e s  re la t ions  séro logiques  pouvant  ex i s t e r  entre-eux.  

1. - RELATIONS SEROLOGIQUES 

A. - préparation des  immunsérums 

1 - Préparation d e s  phages 

Pour  obten i r  de s  s é r u m s  ant i-phages possédant  un t i t r e  é levé ,  i l  f a u t  i n j e c t e r  

à l ' an imal  assez  d 'an t igènes  pour produire  un s t imulus  immunologique adéquat .  



L e  l y s a t  d o i t  c o n t e n i r  e n t r e  107 e t  1 0 1 1  p a r t i c u l e s  phag iques  [ W I L L I A M S  et 

C H A S E  (283)l.  

L e s  suspens ions  d e s  p h a g e s  C M  1, NM 1 et MMIH,  o b t e n u e s  s e l o n  l a  m é t h o d e  

d e  l a  d o u b l e  c o u c h e ,  s o n t  f i l t r é e s  sur  m e m b r a n e  Mil l ipore  0,22 p m  a f i n  d e  l e s  

d é b a r r a s s e r  d e  t o u t e s  b a c t é r i e s  ou d é b r i s  b a c t é r i e n s  qui p o u r r a i e n t  i n t e r f é r e r  

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

2 - Animaux expérimentaux 

L e  lapin est l ' a n i m a l  d e  l a b o r a t o i r e  qui c o n v i e n t  l e  mieux  pour  l a  p r o d u c t i o n  

d e s  i m m u n s é r u m s .  Au moins  t r o i s  s u j e t s  d o i v e n t  ê t r e  i m m u n i s é s  pour  c h a q u e  

a n t i g è n e  c a r  l ' i m m u n i s a t i o n  p e u t  v a r i e r  d a n s  d e s  p ropor t ions  d e  1 a 10 pour  

un m ê m e  a n t i g è n e .  L a  voie  d ' i n j e c t i o n  n e  s e m b l e  p a s  avo i r  d ' i m p o r t a n c e  si l e s  

t i t r e s  p h a g i q u e s  u t i l i s é s  s o n t  é levés .  Si l e  s t o c k  possède  un t i t r e  f a i b l e  ou si 

l e  p h a g e  se r é v è l e  ê t r e  un a n t i g è n e  m é d i o c r e ,  l a  vo ie  s o u s - c u t a n é e  e s t  

r e c o m  m a n d é e .  

Nous a v o n s  u t i l i sé  d e s  l ap ins  m â l e s  âgés d e  d e u x  m o i s  env i ron  et p e s a n t  e n  

m o y e n n e  d e u x  k i l o g r a m m e s .  

3 - Conditions d'obtention et de  conservation des immunsérums 

Trois  l a p i n s  pour c h a q u e  s é r u m  s o n t  i n o c u l é s  p a r  vo ie  s o u s - c u t a n é e  a v e c  1 m l  
9 

d e  suspens ion  p h a g i q u e  t i t r a n t  e n t r e  7 x 1 0  et 1,7 x 1 0 l 0  U F P / m l  a d d i t i o n n é  

d ' l  ml  d ' a d j u v a n t  d e  F r e u n d .  L ' a d d i t i o n  d ' a d j u v a n t  à l a  suspens ion  phag ique  

n ' e s t  p a s  i n d i s p e n s a b l e  c a r  b e a u c o u p  d e  p h a g e s  c o n s t i t u e n t  p a r  e u x - m ê m e s  d e  

bons a n t i g è n e s ,  c e p e n d a n t ,  nous  a v o n s  p r é f é r é  l ' e m p l o y e r  pour  plus  d e  

s é c u r i t é .  

L e s  i n j e c t i o n s  s o n t  r é a l i s é e s  à ra i son  d e  d e u x  i n j e c t i o n s  p a r  s e m a i n e  p e n d a n t  3 

semaines .  U n e  s e m a i n e  a p r è s  l a  d e r n i è r e  i n j e c t i o n ,  5 m l  d e  s a n g  s o n t  p r é l e v é s  

a u  n iveau  d e  l a  v e i n e  m a r g i n a l e  d e  l ' o re i l l e .  O n  la i s se  l e  sang  c o a g u l e r  à 3 7 ° C  

p e n d a n t  q u e l q u e s  h e u r e s  puis u n e  n u i t  à 4OC. L e  l e n d e m a i n ,  l e  s é r u m  e s t  

r ecue i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  et f i l t r é  su r  m e m b r a n e  Mil l ipore  0,22 Fm. 

 activité a n t i v i r a l e  e s t  a p p r é c i é e  et si e l l e  s e  r é v è l e  s a t i s f a i s a n t e ,  l e s  

a n i m a u x  s o n t  s a i g n é s  p a r  l a  c a r o t i d e .  L e  s é r u m  est recuei l l i  et  t r a i t é  d e  l a  



m ê m e  façon  que  p r é c é d e m m e n t  et conservé  au congéla teur  à - 18°C sous des  

volumes  d e  1 ml environ. 

B. - Mise e n  é v i d e n c e  d e  l ' a c t i v i t é  ant iv ira le  d e s  immunsérums  

L e s  d i lu t ions  du sé rum et des  phages  son t  réa l i sées  en  mil ieu R C  f ruc tosé  à 

1 p100. On di lue l a  suspension phagique don t  le  t i t r e  est connu d e  façon  à 
7 ob ten i r  environ 10 phageslml.  On e n  p ré l ève  0 , I  ml que  I'on a jou t e  à 0,9 ml 

d 'une  di lut ion connue  (1/100 ou  1/1000) du sérum.  L e  mélange  est laissé en  

c o n t a c t  5 ,  10, 20 ou 30 min se lon  le  s é rum et l a  di lut ion u t i l i sée  à l a  

t e m p é r a t u r e  ambian te .  On p ré l ève  0,05 ml du mélange  d e  r éac t ion  que  I'on 

a j o u t e  à 5 ml d e  milieu R C  f r u c t o s é  à 1 p l 0 0  maintenu à 40°C pour a r r ê t e r  

l a  r é a c t i o n  d ' inhibi t ion sérum-phage.  A pa r t i r  d e  cette di lut ion  IO-^, on 

r éa l i s e  d e s  di lut ions  IO-^ et  IO-^. 

De  c h a q u e  t u b e  d e  dilution, on prend 0,I  ml auquel  on a jou te  0,3 ml d e  

b a c t é r i e s  sensibles  au  phage.  près un c o n t a c t  d e  20 min à t e m p é r a t u r e  

a m b i a n t e ,  3 ml d e  gélose bac t é r iophage  main tenue  à 45°C son t  a joutés .  Le  

t o u t  est coulé  e n  double c o u c h e  sur  d e s  bo î t e s  d e  P e t r i  c o n t e n a n t  du milieu 

R C  gé losé  f r u c t o s é  à 1 p100. ~ a r a l l è l e m e n t  à cette manipulat ion,  on f a i t  un 

t é m o i n  ne  c o n t e n a n t  pas  d e  s é rum.  L e  t o u t  e s t  i ncubé  une  nui t  à 25°C. 

Dans  le  t u b e  d e  r éac t ion  d e  d é p a r t ,  l e  sé rum va inac t ive r  une p a r t i e  plus ou 

moins  i m p o r t a n t e  d e  phages. C e u x  qui ne  s e ron t  pas  inh ibés  se f ixe ron t  sur les  

b a c t é r i e s  et a p r è s  incubat ion  engendre ron t  d e s  plages d e  lyse. En comparan t  

l e  n o m b r e  d e  plages d e  lyse a v e c  ce l l e s  appa rues  sur l a  bo î t e  témoin ,  on peut  

c a l c u l e r  f a c i l e m e n t  le  pou rcen tage  d ' inhibi t ion du sérum pour un t e m p s  donné 

et  à u n e  concen t r a t i on  donnée.  L e s  r é s u l t a t s  ob tenus  son t  p o r t é s  dans  le  

t ab l eau  21 suivant .  



Tableau 21 - P o u r c e n t a g e s  d'inhibition d e s  phages  CM1, NM1 et MM1H par 
leur  propre  immunsérum.  

S é r u m  
Dilut ion 

Temps  d e  c o n t a c t  

Anti C M 1  
1 p l 0 0 0  
1 5  min  

Anti NMI 
1 p l 0 0 0  
10 min  

Anti M M l H  
1 p l 0 0  
10  min  

C e s  va leurs  m o n t r e n t  que  l e s  immunsé rums  ob tenus  sont  spéc i f iques  et que  

l ' a c t i v i t é  an t iv i r a l e  qu ' i ls  déplo ien t  e s t  t r è s  impor t an t e .  Il n'y a pas  d e  

r é a c t i o n  d ' inhibi t ion c ro isée  s ignif icat ive e n t r e  les  3 phages. A pa r t i r  d e  te l les  

données,  il est possible  d e  ca lcu ler  l a  va leur  K du  sérum par r appor t  à 
n ' i m p o r t e  q u e l  p h a g e .  C e t t e  v a l e u r  est d o n n é e  p a r  l a  f o r m u l e  : 

P h a g e s  

CM 1 NM1 MMlH 

91 p l 0 0  2 p l 0 0  2 p l 0 0  

2 p l 0 0  9 2  p l 0 0  2 p l 0 0  

9 p l 0 0  2 p l 0 0  98 p l 0 0  

D Po 
K = 2, 3 t log - P 

dans  laquel le  K est l a  c o n s t a n t e  d e  v i tesse  e x p r i m é e  par  min, D l a  di lut ion du 

sé rum (100 pour un sérum di lué au 1/100, etc...), t e s t  l e  t e m p s  en  minutes ,  

P o  le  nombre  d e  phages  p ré sen t s  au t e m p s  O et P l e  nombre  d e  phages  

p ré sen t s  au t e m p s  t. C e t t e  équat ion  vau t  pour d e s  i nac t iva t ions  compr i se s  

e n t r e  90  et 99  p l 0 0  d e s  phages  p ré sen t s  dans  le  mélange  d e  r éac t ion .  L a  

c o n s t a n t e  K est a s s imi l ée  à l a  cons t an t e  d e  neut ra l i sa t ion  du sérum [ADAMS 

(91. 



C .  - parentés sérologiques - Résultats et discussion 

Afin d ' é t u d i e r  l e s  r e l a t i o n s  s é r o l o g i q u e s  e x i s t a n t  e n t r e  n o s  p h a g e s  et 

d ' é b a u c h e r  ainsi  un d é b u t  d e  c l a s s i f i c a t i o n ,  nous  a v o n s  soumis  les 21 p h a g e s  

i s o l é s  d e  l a  t e r r e  a u x  t r o i s  i r n m u n s é r u m s  d a n s  l e s  condi t ions  e x p é r i m e n t a l e s  

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

t a b l e a u  22. 

 étude d e s  r e l a t i o n s  a n t i g é n i q u e s  m o n t r e  q u e  nous  a v o n s  à f a i r e  à 3 g r o u p e s  

d e  p h a g e s  bien d i s t i n c t s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  t r o i s  i m m u n s é r u m s .  P a r m i  l e s  I l  

phages  d u  t y p e  C M  1, s e p t  d ' e n t r e  e u x  p r é s e n t e n t  d e s  c o n s t a n t e s  d e  s i m i l i t u d e  

(CS) t r è s  p r o c h e s  d e  1, ce qui t r a d u i t  u n e  p a r e n t é  é v i d e n t e .  L e  p h a g e  C V 4  

p r é s e n t e ,  pour  s a  p a r t ,  un C S  d e  0,5 envi ron .  Q u a n t  a u x  a u t r e s  p h a g e s  CM2,  

C M 6  et C M 9 ,  i l s  m o n t r e n t  p e u  ou p a s  d u  t o u t  d e  s i m i l i t u d e  a n t i g é n i q u e  a v e c  

l e  p h a g e  CM1.  Si l 'on s ' i n t é r e s s e  m a i n t e n a n t  a u  t y p e  Nivil, 4 p h a g e s  sur  8 d e  

ce g r o u p e  p r é s e n t e n t  d e s  C S  p r o c h e s  d e  1 et 4 a u t r e s ,  l e s  p h a g e s  NM8, N V 3 ,  

NM4 et  NM9 s o n t  p e u  ou p a s  d u  t o u t  a p p a r e n t é s .  Enfin ,  l e  3 è m e  g r o u p e  

r e p r é s e n t é  p a r  l e s  d e u x  p h a g e s  M M 1 H  e t  M M l C  e s t  h o m o g è n e .  

Afin d e  pousser  p lus  a v a n t  nos  i n v e s t i g a t i o n s ,  nous  a v o n s  r é a l i s é  d e s  

i m m u n s é r u m s  à p a r t i r  d e s  p h a g e s  C M 2 ,  CM6,  NM4 et NM8 et é t u d i é  l e u r  

a c t i v i t é  a n t i v i r a l e  vis-à-vis d e s  p h a g e s  p e u  ou p a s  i n h i b é s  par  l e s  t r o i s  s é r u m s  

p r é c é d e n t s .  D a n s  ce cas, l e s  e x p é r i e n c e s  s o n t  m e n é e s  e n  u t i l i s a n t  l e s  

i m m u n s é r u m s  d i l u é s  a u  1 /100  p e n d a n t  1 5  min. L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  

c o n s i g n é s  d a n s  l e  t a b l e a u  23. 

P l u s i e u r s  r e m a r q u e s  p e u v e n t  ê t r e  f a i t e s .  C o n t r a i r e m e n t  à ce q u e  n o u s  a v o n s  

o b s e r v é  pour  l e s  i m m u n s é r u m s  c o n t r e  l e s  p h a g e s  CM 1, N M l  et  M M l H ,  nous 

n ' o b t e n o n s  p a s  ici d e s  v a l e u r s  d e  K s o i t  t r è s  é l e v é e s  s o i t  nulles.  C e c i  m o n t r e  

q u e  nos s é r u m s  s o n t  m o i n s  s p é c i f i q u e s  vis-à-vis d e s  d i f f é r e n t s  p h a g e s  t r a i t é s .  

C e p e n d a n t ,  on p e u t  d i r e  q u e  l e  p h a g e  C M 2  p o s s è d e  u n e  a f f i n i t é  é v i d e n t e  pour  

l e  g r o u p e  d e s  p h a g e s  C M 1  c a r  l e  C S  r e s t e  p r o c h e  d e  1. II e n  e s t  d e  m ê m e  

pour  l e  p h a g e  NM4 d o n t  I ' i m m u n s ~ r u m  i n h i b e  t r è s  n e t t e m e n t  l e s  p h a g e s  d u  

g r o u p e  NM1. Mis à p a r t  pour  l e  p h a g e  CM2,  qui e s t  p lus  i n k i b é  p a r  

I ' i m m u n s é r u m  d u  p h a g e  NM4 q u e  l e  p h a g e  NM4 l ' e s t  lu i -même,  l e s  a u t r e s  

p h a g e s  d u  t y p e  C h l l  s o n t  m o i n s  inhibés .  Enf in ,  e n  ce qui c o n c e r n e  l e s  p h a g e s  

C M 6  e t  NM8, nous  a s s i s t o n s  à u n  p h é n o m è n e  d é j à  s i g n a l é  c h e z  l e s  p h a g e s  d e  
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Rhizobium trifolii et r a p p o r t é  p a r  STANIELVSKI et al. (253) et  p a r  ATKINS 

(14). N o u s  notons,  e n  e f f e t ,  q u e  ces d e u x  p h a g e s  s o n t  moins  i n h i b é s  p a r  l eur  

p ropre  s é r u m ,  l e s  a u t r e s  phages  é t a n t  a u t a n t  et m ê m e  p lus  inhibés .  

L e s  r é s u l t a t s  q u e  n o u s  a v o n s  o b t e n u s  s o n t  e n  a c c o r d  a v e c  l e s  n o m b r e u s e s  

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

pas  s é r o l o g i q u e m e n t  a p p a r e n t é s  t a n d i s  q u e  d e s  p h a g e s  d e  m ê m e  morpholog ie  

p e u v e n t  p o s s é d e r  o u  non d e s  p a r e n t é s  a n t i g é n i q u e s  [ACKERMANN et al. (4)l. 

D. - Application à la  détermination de  la durée de la période de latence 

et du nombre de phages produits par bactérie 

1 - Technique employée 

L a  p é r i o d e  d e  l a t e n c e  c o r r e s p o n d  a u  t e m p s  qui s ' é c o u l e  e n t r e  l ' a d s o r p t i o n  du 

virus  s u r  l a  c e l l u l e - h ô t e  et l a  lyse  d e  ce l l e -c i .  L e  n o m b r e  m o y e n  d e s  virus  

n o u v e l l e m e n t  f o r m é s ,  l i b é r é s  p a r  c e l l u l e ,  e s t  a p p e l é  "burst-size".  C e s  deux  

c a r a c t é r i s t i q u e s  p e u v e n t  ê t r e  a p p r é c i é e s  s i m u l t a n é m e n t  e n  é t u d i a n t  l a  

m u l t i p l i c a t i o n  p h a g i q u e  e n  u n e  s e u l e  é t a p e  ou "s ingle  s t e p  g r o w t h  e x p e r i  ment"  

mise  a u  p o i n t  p a r  ELLIS et  D E L B R Ü C K  (102). 

Nous n o u s  s o m m e s  m i s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

- a d s o r p t i o n  d ' a u  m o i n s  8 0  p l 0 0  d e s  p h a g e s  e n  5 min pour  u n e  m.0.i. d e  0,I  ; 

- au m o i n s  9 0  p l 0 0  d ' inh ib i t ion  d e s  p h a g e s  non a d s o r b é s  e n  5 min,  s o i t  une  

d i lu t ion  d e  1/ 1 0 0  d e  I'i m m u n s é r u m  c o r r e s p o n d a n t  ; 
7 - c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  c o n t e n a n t  8 x 1 0  b a c t é r i e s / m l  ; 
7 - suspens ion  p h a g i q u e  c o n t e n a n t  8 x 1 0  phages /ml .  

L e  p r o t o c o l e  d e  l a  m a n i p u l a t i o n  est i n d i q u é  d a n s  l e  t a b l e a u  24. 

A d e s  i n t e r v a l l e s  régu l ie r s ,  on p r é l è v e  0 , l  ml  d e s  t u b e s  4 et 5 q u e  l 'on c o u l e  

selon l a  t e c h n i q u e  hab i tue l le .  ~ ~ t - 6 ~  u n e  nu i t  d ' incuba t ion ,  l e s  p l a g e s  d e  lyse  

a p p a r u e s  s o n t  c o m p t é e s .   expérience or ig ine l le  d e  ELLIS et D E L B R Ü C K ,  

r é a l i s é e  e n  i n f e c t a n t  E. coli B p a r  l e  p h a g e  T2, p r é v o y a i t  un p r é l è v e m e n t  

t o u t e s  l e s  2 min. L a  p h a s e  d e  l a t e n c e  d e  ce s y s t è m e  était e n  e f f e t  e s t i m é e  à 

20 min. C e  n ' e s t  é v i d e m m e n t  p a s  l e  cas d a n s  n o s  s y s t è m e s .  Nous  a v o n s  d é c i d é  



T e m p s  e n  Tubes  
minu te s  

Mode o p é r a t o i r e  Nombre  de  b a c t é r i e s  
supposées  ê t r g l j n f e c t é e s  

p a r  ni1 

O 1  : adsorp t ion  0 , l  m l  du phage  
+ 0,9 m l  d e  l a  b a c t é r i e  

5(2) 2 : s é r u m  0 , l  m l  du t u b e  1 
+ 0,9 ml  du sé rum di lué 

1 O 3 : dilut ion 0,I  m l  du t u b e  2 
+ 0,9 ml  d e  R C  

11 4 : F G T  (3) 0 , l  m l  du t u b e  3 
+ 3,9 m l  d e  R C  

12  5 : SGT (4) 0 , l  m l  du t u b e  4 
+ 9,9 m l  d e  R C  

Tableau  24 - Pro toco le  d e  l a  manipula t ion  d e  mise  en  év idence  d e  l a  mul t ip l ica t ion  
phagique en  une  seu le  é t a p e .  

(1) L e  nombre  d e  b a c t é r i e s  supposées  ê t r e  i n f e c t é e s  dépend du t aux  
d 'adsorp t ion  du phage. 

( 2 )  C e  t e m p s  va r i e  é g a l e m e n t  e n  fonc t ion  du t aux  d 'adsorp t ion  que  l 'on 
v e u t  a t t e i n d r e  (ici supér ieur  à 8 0  p100). L a  manipula t ion  doi t  ê t r e  
c e p e n d a n t  r é a l i s é e  a v a n t  l a  f i n  d e  l a  p é r i o d e  d e  l a t e n c e .  

3  F C T  : " F i r s t  G r o w t h  T u b e "  o u  p r e m i e r  t u b e  d e  c r o i s s a n c e .  

(4) S C T  : " S e c o n d  C r o w t h  T u b e "  o u  s e c o n d  t u b e  d e  c r o i s s a n c e .  



d e  réa l i se r  des  p r é l è v e m e n t s  t o u t e s  les  20 min d a n s  le  t ube  F G T  e n  

i n t e r c a l a n t  des p r é l è v e m e n t s  dans  le  t ube  SGT, ce qui nous a pe rmis  d e  suivre 

l a  lyse bac t é r i enne  d e  f a ç o n  sa t i s f a i s an t e .  

2 - Résultats 

L e s  r é s u l t a t s  ob t enus  pour l e s  phages  NM2 et CM20 s o n t  consignés dans  les  

t ab l eaux  25 e t  26. et r e p r é s e n t é s  sur  les  deux cou rbes  des  f igures  14 et 15. 

Dans le  t ube  no té  FGT,  l e  nombre  d e  phages r e s t e  c o n s t a n t  pendant  un 

c e r t a i n  t e m p s  ( en t r e  2h20 et 2h30 pour le  phage NM2 et  e n t r e  4h20 et  4h30 

pour le phage  CM20) puis c r o f t  soudainement .  C e  laps  d e  t e m p s  correspond à 
l a  pér iode  d e  l a t e n c e  des  phages  cités. Au delà d e  cette période,  les  bac t é r i e s  

c o m m e n c e n t  à se lyser ,  ce qui s e  t r a d u i t  par  un acc ro i s semen t  cont inu  et 

régulier  du nombre d e  phages,  que  I'on sui t  f a c i l e m e n t  dans  l e  t ube  marqué  

FGT. C e t t e  phase d e  lyse t e rminée ,  le  nombre  d e  phages  numérés  r e s t e r a  

c o n s t a n t  au  cours  du temps .  

L e  nombre  moyen N d e  phages  numérés  au cou r s  d e  l a  pér iode  d e  l a t e n c e  
4 mult ip l ié  p a r  le f a c t e u r  d e  di lut ion qui est dans  n o t r e  c a s  d e  4 x 10 , nous 

donne  l e  nombre  d e  phages  adsorbés  donc  d e  b a c t é r i e s  i n f e c t é e s  par  ml. 

En ce qui conce rne  l e  phage  NM2, nous obtenons  166 x 4 x 104 = 6,64 x 10 
6 

6 
b a c t é r i e s  i n f ec t ée s .  Au d é p a r t ,  nous avons  mis 8 x 10  phages  dans  le t ube  1. 

Avant  l 'addi t ion d e  I ' i m m u ~ s é r u m ,  c 'est-à-dire  envi ron  7 à 8 min ap rè s  le 

c o n t a c t ,  nous avions donc  6 y 6 4  l o 6  
l o 2  = 8 3  % d e  phages  adsorbés.  C e  

r é s u l t a t  e s t  en  a c c o r d  avec8  ? e g 6  obtenu p r é c é d e m m e n t  ( tab leau  17). 

Si I'on applique le  m ê m e  r a i sonnemen t  au phage CM20,  on ob t i en t  217 x 4 x 

l o 4  = 8, 68 x 106 pliages adsorbés,  ce qui cor respond à 108,5 p l 0 0  

d 'adsorpt ion.  Si l 'on ca l cu l e  pour, pa r  exemple ,  9 5  p l 0 0  d 'adsorpt ion,  le  

nombre  d e  phages CM20 qui a u r a i t  dû ê t r e  dans le  t u b e  1, on t rouve  8,2 x 10 
6 

phages.  Aux e r r e u r s  d e  manipula t ions  près ,  l es  r é s u l t a t s  ob t enus  concordent  

a v e c  ceux  que  I'on pouvai t  a t t e n d r e .  
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o g  n b r e  U F P  

F i g u r e  1 4  - Represen ta t i on  graphique  de  la  mul t ip l ica t ion  phagique en  une 
seu l e  é t a p e  du phage N\12 r ep rodu i t  sur R. meliloti S19S. 

4 -  
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~1 

b 

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 O Hrs 



* 
7 8 9 I O  H r s  

2 
O 1 2 3 4 5 6 

F i g u r e  1 5  - ~ e p r é s e n t a t i o n  g r a p h i q u e  d e  l a  m u l t i p l i c a t i o n  phag ique  e n  une  
s e u l e  é t a p e  d u  p h a g e  CV20 r e p r o d u i t  s u r  R. meliloti MISS. 



 ès q u e  t o u t e s  l e s  b a c t é r i e s  i n f e c t é e s  sont  lysées,  l e  nombre  d e  phages 

d e m e u r e  cons t an t  d a n s  le  t u b e  SGT. Si N' e s t  l e  nombre  moyen d e  phages 

numérés  à par t i r  du  t u b e  SGT, le nombre  d e  phages  produits  par  bac t é r i e  

s ' é c r i t  : 100 N '  
N 

Sur  le tab leau  27, nous avons  r e p o r t é  la  du rée  d e  l a  phase  d e  l a t e n c e  et le  

nombre  moyen d e  phages  produi t s  par  bac t é r i e ,  pour l e s  9 phages  é tud i é s  ici.  

P h a g e s   urée d e  l a  pér iode  d e  Nombre  d e  phages  
l a t e n c e  produi t s  par  b a c t é r i e  

NMI  e n t r e  2 h 00  et 2 h 20 
NM2 e n t r e  2 h 20 et  2 h 30  
NM6 e n t r e  2 h 00  et  2 h 20 
NM7 e n t r e  2 h 20 et  2 h 40 

CM 1 e n t r e  3 h 40  et 4 h 00 
CM20 e n t r e  4 h 20 et 4 h 40 
CM21 e n t r e  2 h 00  et 2 h 20 

C M 3  e n t r e  1 h 40  et  2 h 00 111 

M M l C  e n t r e  4 h 20 et  4 h 40 38 

Tableau  27 - D u r é e  d e  l a  phase  d e  l a t e n c e  et nombre  d e  phages l ibérés  par  
b a c t é r i e  pour 9 d e s  phages  i so lés  du sol. 

L e s  r é s u l t a t s  ob t enus  sont  homogènes  en  ce qui c o n c e r n e  les  phages à queue  

non con t r ac t i l e ,  NM1, NM2, NM6 e t  NM7 ; l a  période d e  l a t e n c e  e s t  d e  

l 'o rdre  d e  2 h 1 5  min  et le nombre  d e  phages  produi t s  par  b a c t é r i e  e s t  d e  16 

e n  moyenne.  C e s  q u a t r e  phages  é t a n t  é t r o i t e m e n t  appa ren té s ,  ce r é su l t a t  n ' a  

r ien  d e  surprenant  [ W E R Q U I N  et al. (277)]. En ce qui conce rne  l e s  phages a 

queue  con t r ac t i l e ,  CM1, CM20 et CM21, le nombre  d e  phages produits  par  

b a c t é r i e  est n e t t e m e n t  plus é l e v é  et iden t ique  pour les  3 phages. On no te  

c e p e n d a n t  des  f l uc tua t ions  dans  l a  du rée  d e s  pér iodes  d e  la tence .  C h e z  l e  

phage  CM3, la phase  d e  l a t e n c e  e s t  t r è s  c o u r t e  et le  nombre  d e  phages 

l ibérés  est le double  d e  celui  observé  c h e z  les  phages  CM1, CM20 et CM21 

pour t an t  morphologiquement  t r è s  proches. 



D a n s  l a  n a t u r e ,  l e s  d e u x  p a r a m è t r e s ,  qui s o n t  l a  p h a s e  d e  l a t e n c e  et l e  

n o m b r e  d e  p h a g e s  p r o d u i t s  p a r  ce l lu le ,  v a r i e n t  t r è s  f o r t e m e n t  d ' u n  p h a g e  à 

l ' a u t r e .  C e t t e  v a r i a t i o n  p e u t  s ' o b s e r v e r  aussi  b ien  pour  un m ê m e  phage  s u r  

d e u x  h ô t e s  s e n s i b l e m e n t  d i f f é r e n t s  q u e  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  d ' i n f e c t i v i t é  o u  d e  

c r o i s s a n c e  d i f f é r e n t e  d e  l a  ce l lu le -hô te .  L e s  p h a g e s  c a u d é s  d e  b a c t é r i e s  à 
c r o i s s a n c e  r a p i d e  m o n t r e n t  d e s  phases  d e  l a t e n c e ,  e n  g é n é r a l ,  c o u r t e s  d e  

l ' o r d r e  d e  20 à 30  min. L e s  p h a g e s  c a u d é s  d e  m i c r o o r g a n i s m e s  t e l s  l e s  

c y a n o b a c t é r i e s ,  l e s  Rhizobia et l e s  Vibrio p r é s e n t e n t  a u  c o n t r a i r e  d e s  p h a s e s  

d e  l a t e n c e  t r è s  l o n g u e s  p o u v a n t  a t t e i n d r e  3 0  à 40 h e u r e s  pour  l e s  c y a n o p h a g e s  

[ A C K E R M A N N  et DUBOW (511. Q u a n t  a u  n o m b r e  d e  p h a g e s  l i b é r é s  p a r  

b a c t é r i e ,  l à  e n c o r e ,  i l  e s t  s u j e t  à d e  n o m b r e u s e s  f l u c t u a t i o n s  e n  r e l a t i o n  a v e c  

l e  p h a g e ,  l ' h ô t e  o u  l e  s y s t è m e  p h a g e - h ô t e .  Il v a r i e  e n t r e  2 e t  

2 000 c h e z  l e s  p h a g e s  c a u d é s  a v e c  u n e  m o y e n n e  d e  5 0  à 100 et a t t e i n t  jusqu 'à  

2 0  000  c h e z  l e s  Lev iv i r idae .  

L e  r é s u l t a t  d e  l a  c o h a b i t a t i o n  e n t r e  un p h a g e  et u n e  b a c t é r i e  q u e l c o n q u e  p e u t  

s e  t r a d u i r e  p a r  q u a t r e  s i t u a t i o n s  : 

- l ' i n f e c t i o n  phag ique  a b o u t i t  à l a  l y s e  d e  l a  b a c t é r i e .  L a  b a c t é r i e  e s t  

s e n s i b l e  a u  phage.  C'est l e  cas l e  plus  s i m p l e  ; 

- l a  b a c t é r i e  n ' e s t  p a s  lysée.  C e t t e  s i t u a t i o n  p e u t  ê t r e  d u e  à d i f f é r e n t e s  

c a u s e s  : 

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

r e c o n n a î t  p l u s  l es  r é c e p t e u r s  d e  s u r f a c e  d e  l a  b a c t é r i e .  L ' i n f e c t i o n  

a v o r t e  d o n c  ; 

* l a  b a c t é r i e  e s t  " immune"  ; e l l e  c o n t j e n t  un ADN phagique  d o n t  

l ' express ion  e s t  i n h i b é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d ' u n e  r é p r e s s i o n  c y t o p l a s -  

mique.  C ' e s t  l e  cas d ' u n e  b a c t é r i e  lysogène.  Si l e  p h a g e  i n f e c t a n t  

est s e n s i b l e  a u  r é p r e s s e u r ,  i l  n e  p o u r r a  p a s  d é v e l o p p e r  son c y c l e  

l y t i q u e  ; 



* l a  bac tér ie  possède  un s y s t è m e  de  res t r ic t ion-modif ica t ion  (R-M) 

a c t i f  et l e  phage  i n f e c t a n t  s ' e s t  reprodui t  aupa ravan t  dans  une 

ce l lu le  a y a n t  un s y s t è m e  R-44 d i f fé ren t .  Son  ADN, e n  péné t r an t  

d a n s  la b a c t é r i e ,  s e r a  a lors  s y s t é m a t i q u e m e n t  dé t ru i t  (les ADN 

échappan t  à l a  r e s t r i c t i on  l e  sont  à une  f r é q u e n c e  d e  l 'o rdre  d e  

1ov3 si la b a c t é r i e  ne  possède qu'un seul  s y s t è m e  d e  res t r ic t ion  ; 

si plusieurs s y s t è m e s  son t  présents ,  cette f r é q u e n c e  peut  a t t e i n d r e  

1 0 - ~  à 10-lO). 

D ~ S  1926, d lHERELLE (130) m o n t r a i t  que  c e r t a i n e s  souches  d e  phages  é t a i e n t  

spécif iques,  s ' adsorbant  sur  une  seu le  e s p è c e  bac tér ienne .  A l 'opposé,  d ' au t r e s  

souches  d e  phages posséda i en t  d e s  "virulences multiples", é t a n t  capab le s  d e  

lyser  des  bac t é r i e s  a p p a r t e n a n t  à d e s  gen re s  d i f f é r en t s .  Il isola  ainsi une 

souche  pu re  d e  phages  capab le s  d e  lyser à l a  fo is  plusieurs e s p è c e s  d e  

Shigella, Escherichia coii  et Salmonella paratyphi B. 

A. - Mise en évidence d'une restriction-modification contrôlée par 

l'hôte chez Rhizobium meiiloti 

Au cours  d e  nos t r a v a u x  pré l imina i res  à l ' é t ab l i s semen t  de  la  spéc i f i c i t é  

d ' hô t e ,  nous  avons été g ê n é  pa r  la  d i f f icu l té  d ' i n f ec t e r  c e r t a i n e s  d e  nos 

souches  pa r  nos phages. C e c i  nous a a m e n é  à soupçonner  l a  p ré sence  d'un 

p h é n o m è n e  d e  r e s t r i c t i o n  i n t e n s e .  C e  p o i n t  p a r t i c u l i e r  d e s  r e l a t i o n s  

bac t é r i e -phage  a été é t u d i é  e n  co l labora t ion  a v e c  Monsieur Claude  DEFIVES. 

Soupçonnée  dès  1953 p a r  LURIA (185), qui a v a i t  observé  q u e  le  déve loppement  

phagique d a n s  une b a c t é r i e  dépenda i t  d e  l a  souche  d a n s  laquel le  l e s  phages 

s ' é t a i e n t  mult ipl iés  aupa ravan t ,  l a  res t r ic t ion-modif ica t ion  con t rô l ée  par  

l ' hô t e  (R-M) f û t  d é c r i t e  pour l a  p remiè re  fois ,  e n  1962, par  ARBER et 

DUSSOIX (13) chez  le  phage  . Soi t  un s tock  d e  phages  réa l i sé  sur une 

souche  d'E. coli K (phage  h K). C e  s tock  est t i t r é  sur  l e s  souches  E. coli K et 

E. coli B. 

L ' e f f i c a c i t é  d ' é t a l e m e n t  ou EOP (pour "ef f ic iency  of plating") s e r a  éga l e  à 1 

d a n s  le cas d e  son é t a l e m e n t  sur E. coli K ma i s  t r è s  i n f é r i e u r e  à I (de l 'ordre 

d e   IO-^) d a n s  l e  cas d e  l ' é t a l e m e n t  d e  h K s u r  E. c o l i  B. 



Tous  les  phages  X K o n t  pu se développer  n o r m a l e m e n t  sur la  souche  E. coii 

K ,  et n 'ont  p a s  été r e s t r e i n t s  c a r  l a  souche  K l e s  ava i en t  p r éa l ab l emen t  

modi f iés  lors d e  l a  product ion  du s tock  p récéden t .  P a r  con t r e ,  ce m ê m e  phage  

X K a vu son déve loppemen t  t r è s  inhibé pa r  l a  souche  E. coii B. Il y a e u  

res t r ic t ion .  C e p e n d a n t ,  à une  f r équence  t r è s  faible ,  un phage a é c h a p p é  à 
cette restr ict ion.  II n ' a  pas  été reconnu c o m m e  é t r a n g e r  et a donc  été 

modif ié  par l a  souche  E. coii B. C e  phage  surv ivant ,  mult ipl ié  sur  E. coii B et 

é t a l é  sur les deux E. coii K et B, donnera  une  EOP d e  1 sur  E. coii B et une 

€ O P  d e  l 'ordre d e   IO-^ sur  E. col i  K. 

/ Multiplication sur  E. coli K 1 

1 P h a g e s  X K (modi f ié  p a r  E. coii K) 1 

E. coh B .  
EOP = 1 

1 Multiplication 
des  phages  su rv ivan t s  1 m o d i f i é s p a r E . c o l i  B 1 

Res t r i c t i on  d e  X K par  E. coi i  B 

Res t r i c t i on  du B par  E. coli K 

EOP = 1 EOP = 10- 

U n e  bac t é r i e  p e u t  posséder  plusieurs s y s t è m e s  d e  R-M. L e  s y s t è m e  R-M e s t  

c o d é  par  l 'ADN b a c t é r i e n  ma i s  i l  a été é g a l e m e n t  m o n t r é  que  l e s  p lasmides  

et  l e s  prophages peuven t  posséder  leur propre  s y s t è m e  d e  R-M [CHATTORAJ 

et al. (72), GATMAN et al. (113), SANDERS et KLAENHAMMER (233), 

JACOBY et SUTTON (136) (137)l. L a  R-M déployée  par c e s  p lasmides  ou 

prophages  v iendra i t  ainsi r en fo rce r  l a  R-M développée  par  le  génome  

bac t é r i en .  En ce qui c o n c e r n e  les  Rhizobia  d e  l a  co l lec t ion  du labora to i re ,  

nous  savons qu ' i ls  possèdent  tous  un ou plusieurs  plasmides [BECHET et 

GUILLAUME (27), PINET (216)l et un c e r t a i n  nombre  d ' e n t r e  eux  des  

prophages  



[ W  ERQUIN et al. (27611. Pour  c e r t a i n e s  souches,  l 'addi t ion de  plusieurs 

s y s t è m e s  d e  R-M l e s  rend p r a t i q u e m e n t  insensibles  à l ' i n f ec t ion  phagique. 

L a  res t r ic t ion-modif ica t ion ,  liée à l ' hô t e ,  est réa l i sée  g r â c e  à deux a c t i v i t é s  

e n z y m a t i q u e s  : ce l l e  d 'une endonucléase  qui ag i t  sur une séquence  c ib le  et 

une  mé thy la se  don t  le  rô le  est d e  mé thy le r  une base  d e  cette cible. L e  

phénomène  s e  déroule  en  t ro is  é t a p e s  : l a  reconnaissance  d e  l a  s équence  cible, 

l e  c l ivage  et la modi f ica t ion  d e  cel le-ci .  

L e  phénomène  d e  R-M correspond à une s o r t e  d e  s y s t è m e  i m m u n i t a i r e  

s ' e x e r ç a n t  sur  les  ADN. Il peu t  se rv i r  d e  p ro t ec t ion  c o n t r e  l ' intrusion d'ADN 

provenan t  d ' a u t r e s  souches  ou d ' a u t r e s  e s p è c e s  et joue donc  un rô le  i m p o r t a n t  

dans  le  main t ien  d e  l ' i n t ég r i t é  g é n é t i q u e  d 'une  espèce .  

L e s  s y s t è m e s  de  R-M répondan t  aux c r i t è r e s  définis  par  LURIA (185) o n t  été 

mis  e n  év idence  c h e z  d e  nombreux p roca ryo te s  m ê m e  d ' ident i f ica t ion  r é c e n t e  

t e l s  l e s  Legionel la  [CHEN et al. (73)l. En 1985 et 1986, d e  t e l s  sy s t èmes  o n t  

é g a l e m e n t  é té  d é c o u v e r t s  c h e z  l e s  a r c h a e o b a c t é r i e s  : M e t h y l o p h i l u s  

me thy lophorus  [BOY D et al. (46)] et Sul fo lobus  a a d o c a l d a r u s  [P RANCIS M V  ILI 

et al. (217)l ainsi que  c h e z  des  b a c t é r i e s  pro to t rophes  t e l l e s  Anabaena  

f los-aquae [WITEHEAD and BROWN (282)] et Spirul ina p la teus is  [KAWAMURA 

et al.  (149)l. En ce qui conce rne  l e  g e n r e  Rhizobium, t ro i s  e n z y m e s  d e  

r e s t r i c t i on  sont  r épe r to r i é s  [ROBERTS (224)l. II s ' ag i t  d e  RleI  i so l ée  d e  R. 

legurninosarum 300, RluI d e  R. lupini et RmeI  d e  R. meli lot i .  Seule l a  

s équence  c ib l e  d e  RluI a été d é t e r m i n é e  [HEUMANN (13211. 

Pour  n o t r e  pa r t ,  nous avons  mis e n  év idence  que  les  t ro i s  souches  d e  R. 

mel i lo t i  M l l S ,  M5N1 et M9S e x e r ç a i e n t  une  R-M typique  sur  l e  phage NM8 

[DEFIVES et al. (92)l. Nous p ré sen tons  ic i ,  i n  ex t enso ,  l a  publicat ion don t  ce 

t r ava i l  a f a i t  l 'objet .  
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Abstract 

Three strains o f  Rhizobium meliloti showed a typical host  control led restriction- 
modif icat ion o f  rhizobiophage. Th$ release o f  nucleotides in the  medium indicated 
that  the restriction occurred about 1 2  min  after infection. Phage g r o w t h  restriction 
w a s  inhibited by heat or chloramphenicol bu t  recovered after one bacterial generation 
t ime. 

Introduction 

Host controlled phage growth restriction has been found in many bacterial 
species. It has also been reported in the Rhizobium genus. Heumann et al. 
(1984) showed that each class of Rhizobium was protected by a specific 
restriction and modification system. 

These activities are coded by the chromosomal DNA but in some instances 
they could also be correlated with the presence of plasmids or prophages able 
to code for restriction-modification (Chattoraj et al., 1977; Glatman et al., 
1980; Sanders and Klaenhammer, 1981; Jacoby and Sutton, 1977, 1982). 
Moreover, the discovery of extrachromosomal elements in Rhizobium meliloti 
(Bechet and Guillaume, 1978) opened up the possibility of a strong restriction 
if several systems are present in the cells. 

This paper reports findings that suggest the presence of several R M  systems 
in these cells and shows some modalities of phage growth restriction. 

Materials and rnethods 

Bacteria 

Three R. meliloti wild-type strains, viz M 1 lS, M5N 1 and M19S, were used. 
They were isolated in Our laboratory and were symbiotic with alfalfa 
(Medicago sariva L .). 

Bacteriophage 

Bacteriophage 4 N M 8  was isolated in screening soi1 samples for bacteriophages 
of R. meliloti (Krsmanovic-Simic and Werquin, 1973). It was deposited as 0 4  
in the Bacterial Virus Reference Center, 'Felix d'Herelle', Université Laval, 
Québec, Canada. 

Media 

Rhizobium complex medium (RC) and the overlayer agar medium used for 
phage titration have been described previously (Werquin et al., 1984). 
R minimal medium (Courtois et al., 1975) contained the following (per litre): 
K,HPO,, 0.5 g; NH,N03,  0.5 g; MgS0,.7H20, 0.2 g; p H  7.2. It was supple- 
mented by (per litre) biotin, 16 pg; thiamine, 500 pg; CaC12.2H,0, 60 mg; 
and fructose, 1.8 g. 
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Phage assay 

Procedures of phage culture and assay for plaque formers were those of Adams 
(1959). They  were carried out on RC agar medium and overlayer agar. Modifi- 
cation types carried by phages were noted by Arber and Linn (1969). For 
example, d N M 8  grown on R. meliloti M l  1 s  is named 4NM8.Ml lS .  

Phage adsorption 

Adsorption of restricted phage was compared on permissive and non-permissive 
bacterial hosts. The reaction was stopped by 100-fold dilution with cold 
R medium containing chloroform, with subsequent centrifugation. Super- 
natants were assayed for unadsorbed phages by standard procedures (Adams, 
1959). 

Detection of free nucleotides in the medium 

R. meliloti strains M5N1 and M l  l S  grown in supplemented R medium were 
infected with 4NM8 and incubated at 30°C with gentle shaking. Every 5 min, 
2 ml fractions were withdrawn and centrifuged at 10,000 x g for 20 min. . 
Supernatants were dialysed overnight against cold distilled water. The  dialys- 
able fraction was tested for absorbance at 260 nm with a Zeiss PMQII 
spectrophotometer. 

Effect of culture medium and bacterial growth step on phage growth restriction 

Bacterial growth was followed by optical density measurement at 600 nm. 
Aliquots of M5N1 growing cells in R C  medium and R medium were withdrawn 
at time intervals, infected with dilutions of restricted phage 4NM8.Ml lS .  
After 10 min for adsorption, the infected cultures were plated for plaque 
formers. 

Effect of heating on phage growth restriction 

Cells of R. meliloti M5N1 grown to about 108 cells/ml in RC medium with 
aeration were heated at 45°C for 1 to 3 min in a water bath, cooled to 30°C 
and infected with restricted phage dNM8.Ml lS .  After 10 min for adsorption, 
the infected cultures were diluted and plated for plaque formers. 

Effect of chloramphenicol on phage growth restriction 

Growing cultures of R. rneliloti M5N1 (10' cells/ml) in RC medium with 
aeration received chloramphenicol at a final concentration of 50 pglml. After 
15 min chloramphenicol was removed by centrifugation. Thereafter, at time 
intervals, cells were infected with restricted phage 4NM8.Ml lS .  After 10 min 
for adsorption, suspensions were plated for plaque formers. 

Results 
Efficiency of plating (EOP) of phage NM8 grown on various R. meliloti strains 

EOP values for 4NM8 grown on various strains of R. meliloti are shown in 
Table 1. d N M 8  grown on R. meliloti M l  1s formed 104 and 10'' times less 
plaques on  R. meliloti M5N1 and M19S, respectively, than on R. meliloti 
M l  IS, indicating that these hosts restricted the bacteriophage. 
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Table 1 Hoçt controlled modification and restriction of 4NM8 by three 
R. meliloti strains 

Phage multiplied on: 
iindicator strain) 

Strain assay 
against 

Efficiency of 
plating 

Bacteria were grown in RC medium for 20 h at 30°C. Plaques forming units were 
counted and results are reported as efficiency of plating relative to  an EOP on indicator 
strain defined as 1 .  

Similar results were obtained when 9 N M 8  was assayed for plaque-forming 
units on R. meliloti M l  l S  and M19S, EOP values being IO-' and 10-~, 
respectively. The restriction of 9 N M 8  by R. melilori M5N1 disappeared 
after one growth cycle of the bacteriophage on this strain. This is a typical 
feature of host-controlled modification. 

These results were confirmed with d N M 8  grown on R. meIiloti M19S. 
The corresponding lysate gave a high EOP value on R. meliloti M l  1S, whereas 
R. meliloti M19S restricted the growth of dNM8 propagated on Ml  1s. This 
indicates that these two strains play an identical part in their restriction 
system. 

Table 2 EOP of 4NM8.M 1 1 S on heated cells of R. meliloti M5N 1 

Duration of heating: Without 
1 min 2 min 3 min heating 

EOP 4 x 1 0 - ~  1 o - ~  I O  3 x 1 0 - ~  
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Figure 1 Absorbance at 260 n m  of R medium dialysable fractions: 0 .  R. mel i lo t iM5Nl  
infected wi th  mNM8 grown on M l  1 s ;  . . R. meliloti M l  1 s  infected wi th  QNM8 grown on 
M 1 1 S ;  , uninfected R. meliloti M5N 1 ; and A , uninfected R. meliloti M l  1 S. 

Absorbance of lysates of phage-infected R. meliloti 

The  release of nucleotides during restriction activity was demonstrated by 
measuring the absorbance at 260 nm in the dialysable fraction of R. meliloti 
M5N1, infected with 4 N M 8  in a synthetic medium. As shown in Figure 1, a 
peak occurred quickly after the infection and was followed by a decrease after 
about 15 min. This was probably due to the incorporation of nucleotides by 
the non-permissive bacteria. For R. meliloti M l  1 s  infected with +NLI/I8.M1 IS, 
a slight and late increase in absorbance was also observed. No explanation 
could be found for this phenomenon. 

Adsorption of ONME 

T h e  adsorption pattern of q5NM8.MllS on R. meliloti M l  1 s  and M5N1 is 
shown in Figure 2. Adsorption was very fast, 90% of phages being adsorbed 
on the permissive (R. melilori M l  1s)  and 83% on the non-permissive host 
(R. melilori M5N1) in about 1 min. This difference is too small to explain 
the high divergence in plating eficiency of 4 N M 8 . M l l S  on the R. melilori 
strains, indicating a restriction rather than a difference in adsorption. 
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Effect of bacterial growth and culture media on EOP 

The comparative effects of bacterial growth step and culture media on the 
EOP of the phage are shown in Figure 3. T h e  curves indicate that R. meliloti 
iM5Nl grown in RC medium was more restricting when the culture reached 
the exponential phase (the EOP value of 4 N M 8 . M l l S  decreased to 3 x IO-'). 
A similar result was obtained with data relative to the R synthetic medium, 
the difference being EOP. 

Effect of heating host cells and recovery of restriction ability after heating 

The  results of exposure of R. meliloti host cells to heat are shown in Table 2. 
The EOP of 4 N M S . M l l S  increased with the length of the heat treatment, 
indicating a restriction decrease. 

As time elapsed after heating and before phage infection and plating for 
plaque formers, the restriction ability was recovered. As shown in Table 3, 
the EOP decreased gradually with time, reaching the level of unheated cells 
in about 150 min. Since, under Our conditions, the generation time of the 
cells was 150 min, the recovery appeared to be complete after about one 
generation. 

Figure 2 Adsorption of oNM8 grown on R. meliloti M l  1 s  to  the a, non-permissive host 
R. rneliloti M 5 N 1  and , the permissive host R. meliloti M l  1 S .  

1 1  1 Phage growth restriction by R. meliloti 



Table 3 Recovery of restriction ability by heated cells of 
R. meliloti M 5N 1 

Time lapses between 
heating and plating (min) 

Efficiency of plating 
of oNM8.Ml lS  

Unheated cells 3.0 x  IO-^ 

Effect of chloramphenicol on phage growth restriction 

Table 4 illustrates the effect of chloramphenicol. For a treated culture, the 
EOP remained elevated for about 150 min, returning to the original ievel in 
one generation time. 

Discussion 

R. meliloti strains M l  lS, M5N1 and M19S were found to exert typical host 
controlled modification and restriction on rhizobiophage 4NM8. As described 
by Heumann et al. (1984) we found a strong restriction by non-permissive 
hosts, with an important decrease of phage EOP, suggesting the presence in 
R. meliloti of several restriction-modification systems. 

However $NM8.M19S was not restricted by R. meliloti M l  1 s  which 
restricted the phage 4NM8.M5N1. On the other hand 4NMS.Ml lS  was 
restricted by R. meliloti M19S. This result could be explained by the presence 
in R. meliloti M19S of at least two restriction-modification systems, one of 
which was identical with those of R. meliloti M l  1s. Restriction activity was 
confirmed by the release of UV (260 nm) absorbing material in the medium 
where R. melilori M5N1 was a non-permissive host for 4NMB.MllS.  

It was found that the efficiency of plating of dNM8.Ml lS  was increased 
when R. meliloti M5N1 cells were heated before infection but the effect of 
heat decreased with the lapse of time between heating and plating. Chlor- 
amphenicol treatment before plating raised also the EOP. In these two cases, 
the EOP increased effect disappeared after about one generation suggesting 
that restriction systems were injured and could be restored by de novo bacterial 
synthesis. Restriction required protein synthesis and these systems were 
thermosensitive. 
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Figure 3 Effects of R. rneliloti M5N1 culture media and growth step on phage growth 
restriction. *, Growth of R. rneliloti on RC medium. , EOP of @NM8.M1 1 S on these 
cells. N , Growth of R. rneliloti on R medium. A , EOP of @NM8.M1 1 S on these cells. 

Table 4 R e c o v e r y  of r e s t r i c t i o n  ability by R. meliloti M5N1 t r e a t e d  

with c h l o r a m p h e n i c o l  

Time intervals 
after treatment (min) 

Efficiency of plating 
of mNM8.MllS 

Untreated cells 3.0 x IO-' 
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Malgré l a  présence  possible  d e  sys t èmes  d e  R-M et les  inconvénients  

r e p r é s e n t é s  par  des m u t a t i o n s  pouvant  i n t e rven i r  aussi bien c h e z  les  phages 

q u e  c h e z  l e s  b a c t é r i e s  employées ,  l ' é t ab l i s semen t  d e  l a  spéc i f i c i t é  d ' hô t e  

r e s t e  un out i l  i n t é r e s s a n t  pour l ' ident i f ica t ion  et l e  c l a s s e m e n t  d e  souches 

phagiques. Nous avons  r éa l i s é  l ' a c t i v i t é  ly t ique  d e s  33 phages  d e  no t r e  

co l lec t ion  vis-à-vis d e  3 3  souches  d e  R. meliloti et sur  un groupe  d e  I I  

souches  composé  d e  1 souche  dlAgrobacterium tumefasaens ,  d e  7 d e  

Bradyrhizobium japonicum, d e  1 d e  R. loti et enf in  sur 2 souches  d e  

Rhizobium d e  Galega o f f iana l i s .  

B. - Préparation des  bactéries et des  phages 

1 - Les  bac t é r i e s  s o n t  cu l t i vées  sur  milieu liquide R C  f r u c t o s é  à 1 p l 0 0  à 

30°C sous ag i ta t ion  p e n d a n t  16 heures.  L a  c u l t u r e  est a lors  di luée dans  le 

m ê m e  mil ieu et u t i l i s ée  e n  double couche  à une  concen t r a t i on  d 'environ 
6 

8 x 10 b a c t é r i e s  par  m l  d e  gé lose  molle. 

2 - Les  phages  sont p r é p a r é s  par  c u l t u r e  sur bo î te  d e  Pe t r i .  L e s  t i t r e s  obtenus  
8 va r i en t  se lon  les  phages  e n t r e  4 x 10 et 5 x 1 0 l 0  UFP/ml .  Il e s t  t r è s  

i m p o r t a n t  qu'un nombre  a d é q u a t  et c o n s t a n t  d e  phages  so i t  mis  e n  c o n t a c t  

a v e c  les b a c t é r i e s  ; ce nombre  devan t  ê t r e  le  m ê m e  d 'une  souche  à l ' a u t r e  et, 

b ien  év idemmen t ,  d ' u n e  expé r i ence  à l ' au t re .  Ainsi, LESLEY (175) propose 

d 'appliquer  un nombre  d e  phages  é g a l  à 10 fo i s  l a  di lut ion test s tandard .  

C .  - Détermination d e  l a  dilution test standard (Routine Test Dilution = 

RTD) 

L e s  boi tes  d e  Pe t r i ,  e n s e m e n c é e s  a v e c  l a  souche  p ropaga t r i ce  du phage, sont  

p a r t a g é e s  e n  8 quar t ie rs .  Chacun  d 'eux  r eço i t  20 pl d e  l a  suspension phagique 

p u r e  et des  d i f f é r e n t e s  d i lu t ions  au 1 /10  jusqu'à 1 0 - ~ .  L e  8èrne  qua r t i e r  reçoi t  

20 pl de  mil ieu R C  glucosé  s té r i le .  Cec i  p e r m e t t r a ,  au  cou r s  d e  l a  l ec tu re ,  d e  

r e p é r e r  l e s  r éac t ions  f a u s s e m e n t  posi t ives dues  a u  phénomène  d e  lavage. 

Après  un ressuyage d e  deux heu re s  envi ron  à t e m p é r a t u r e  ambian te ,  l e s  boî tes  

s o n t  po r t ée s  à l ' é tuve  à 30°C. L e s  bo î t e s  sont  obse rvées  et l e s  r é su l t a t s  no tés  

a p r è s  24, 36  et 48 h e u r e s  d ' incubat ion.  Tou te  lyse c o m p l è t e  ou par t ie l le  du 

t a p i s  bac t é r i en  est c o n s i d é r é e  c o m m e  une r éac t ion  positive. C e t t e  expé r i ence  



P h a g e s  T i t r e  du s tock  RTD P h a g e s  T i t r e  du s tock  RTD 
d e  phages 
(UFP/ml)  

d e  phages 
(UFP/ml)  

Tableau  28 - D é t e r m i n a t i o n  d e  l a  d i l u t i o n  test s t a n d a r d  ( R o u t i n e  T e s t  
Dilution = RTD). 



a été réa l i s ée  3 fois. On éva lue  ainsi f a c i l e m e n t  l a  RTD, c ' es t -à -d i re  l a  plus 

fa ib le  d i lu t ion  du  phage  produisant  une  lyse  d e  l ' hô t e  ( tab leau  28). 

D. - Conditions exoéri mentales utilisées 

Les  44 souches  bac t é r i ennes  t e s t é e s  son t  chacune  e n s e m e n c é e s  en  double 

couche  sur  3 bo î t e s  d e  Pe t r i  c a r r é e s  (110 x 15 nm) quadr i l lées  en  douze  

par t ies .  20 p l  d e  l a  suspension d e  c h a q u e  phage  t i t r a n t  10 x RTD s o n t  ensu i t e  

déposés  sur  c h a c u n e  d e s  souches. Après  séchage ,  l e s  bo î tes  s o n t  p l acées  à 
l ' é t u v e  à 30°C. L a  l e c t u r e  d e s  r é s u l t a t s  s ' e f f e c t u e  c o m m e  p r é c é d e m m e n t  

a p r è s  24, 36 et 48 heures  d ' incubat ion.  Tou te s  l e s  manipulat ions o n t  été 

r é p é t é e s  3 fois.  

E. - Résultats et conclusion 

L e s  r é s u l t a t s  ob t enus  sont  consignés d a n s  l e  t ab l eau  29. Deux t y p e s  principaux 

d e  spéc i f i c i t é  d ' h ô t e  on t  été observés.  L e s  phages  i so lés  du sol, e n  par t icu l ie r  

t o u s  l e s  phages  du  morphotype  C M 1  et c e r t a i n s  m e m b r e s  du morphotype  NM8 

o n t  une  l a rge  a c t i v i t é  ly t ique  tandis  q u e  l e s  phages  isolés  d e  b a c t é r i e s  lysent  

s e u l e m e n t  que lques  souches. Phages  et b a c t é r i e s  peuvent  ê t r e  g roupés  g r â c e  à 

l eur  spéc i f i c i t é  d 'hô te .  L e s  d i f f é r ences  d e  c o m p o r t e m e n t  e n t r e  l e s  phages à 
l ' in té r ieur  d 'un  m ê m e  morphotype  s o n t  f r é q u e m m e n t  mineures  et  semblen t  

r e f l é t e r  d e  f a ib l e s  var ia t ions  dans  l e s  t i t r e s  phagiques, l a  dimension des  plages 

d e  lyse ou d a n s  l a  sensibi l i té  aux phages  des  souches  bac t é r i ennes  tes tées .  

Seul  l e  morpho type  NM1 est t o t a l e m e n t  homogène,  s e s  cinq m e m b r e s  n e  

lysant  que  2 d e s  44 souches  ut i l isées.  Tous les  a u t r e s  groupes  peuven t  ê t r e  

subdivisés. L e  morphotype  CM1 c o m p o r t e  six sous-groupes. Cinq  d ' e n t r e  eux  

o n t  d e s  spéc i f i c i t é s  d 'hô te  t r è s  voisines, c e p e n d a n t  le  sous-groupe cons t i t ué  du 

seul  phage  C V 4  d i f f è r e ,  ne lysant  q u e  que lques  souches. L e  morphotype  NM8 

a p p a r a î t  ê t r e  t r è s  hé t é rogène  et comprend  un groupe  d e  phages  i so lés  du sol 

(NM3, NM4, NM8 e t  NM9) don t  la  spéc i f i c i t é  d ' hô t e  est homogène voisinant  

a v e c  d e s  phages  t e m p é r é s  à spéc i f i c i t é  d ' h ô t e  t r è s  dissemblable.  Enfin, l e s  

deux phages  à q u e u e  c o u r t e  du morphotype  MMlH d i f f è r en t  t r è s  n e t t e m e n t  

par  leur  a c t i v i t é  lyt ique.  L e  phage MMlH provoque de  nombreuses  lyses 

pa r t i e l l e s  t and i s  que  le  phage  MMlC n e  lyse pa r t i e l l emen t  qu 'une  souche. C e  

phénomène  pour ra i t  s 'expl iquer  par  la  p ré sence ,  c h e z  les  souches  sensibles  au  

phage  Mhl lH,  d e  un ou plusieurs s y s t è m e s  d e  res t r ic t ion-modif ica t ion .  L e s  
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phages  d e  n o t r e  co l lec t ion  ne  l y sen t  que  des  souches  d e  R. rneliloti et aucun 

d e s  1 1  a u t r e s  genres  b a c t é r i e n s  testés. C e  r é su l t a t  est e n  p a r f a i t  a cco rd  a v e c  

l a  conclusion d e s  t r avaux  d e  STANIEWSKI (248) sur  l ' é t r o i t e  spéc i f ic i té  d e s  

phages  du g e n r e  Rhizobium. 

III. - MORPHOLOGIE ET MENSURATIONS DES PHAGES 

L ' iden t i f i ca t i on  et la  c lass i f ica t ion  d e s  phages  passent  i né luc t ab l emen t  par  

leur  obse rva t ion  au  microscope  é lec t ronique .  C ' e s t  e n  1940 q u e  le microscope  

é l ec t ron ique  a été pour l a  p r e m i è r e  fo is  ut i l isé  à l ' é t u d e  d e s  phages  par  

RUSKA (232) et par  PFANKUCK et KAUSCHE (215). 

Pour  ê t r e  convenab lemen t  observées ,  l es  par t icu les  phagiques doivent  subir un 

t r a i t e m e n t  qui p e r m e t  d ' en  a u g m e n t e r  le  con t r a s t e .  L a  t echn ique  employée ,  

a p p e l é e  "colora t ion  négat ive" ou "mé thode  d e  c o n t r a s t e  néga t i f"  mise  au  point 

par  BRENNER et HORNE (50) ,  e s t  ma in t enan t  un iverse l lement  utilisée. 

C e t t e  t echn ique  cons is te  à envelopper  l e s  par t icu les  à observer  d 'une 

subs t ance  dense  aux é l e c t r o n s  (un sel  d e  m é t a l  lourd) d e  t e l l e  s o r t e  que  

l ' échant i l lon  appara isse  b l anc  sur  fond noir au  microscope  é lec t ronique .  C e t t e  

t echn ique  p e r m e t  d 'avoir  une  vue t r idimensionnel le  d e  i 'ob je t  et d 'en  

app réc i e r  plus f a c i l e m e n t  l e s  dimensions.  L e  m a t é r i a u  d e n s e  aux é l e c t r o n s  

do i t  avoi r  une dens i té  s ens ib l emen t  double d e  ce l l e  d e s  par t icu les .  II do i t  ê t r e  

h a u t e m e n t  soluble dans  l ' eau  et l a  cha l eu r  dégagée  pa r  l e  bombardemen t  

é l ec t ron ique  ne  doi t  pa s  e n  provoquer l ' évapora t ion .  

P a r m i  l e s  produi t s  employés  pour l e s  co lora t ions  négat ives ,  ce son t  l e s  se l s  d e  

potass ium et d e  sodium d e  l ' a c ide  phosphotungst ique d ' une  p a r t  et l ' a c é t a t e  

d 'u rane ,  d ' a u t r e  par t ,  qui r e p r é s e n t e n t  l a  quasi t o t a l i t é  d e s  utilisations. 

L e  phosphotungs ta te  de  potass ium (PT) e n  solution aqueuse  r é a g i t  peu ou pas  

du t o u t  a v e c  l e s  pa r t i cu l e s  phagiques,  n e  produisant  d e  ce f a i t  que  des  

r é a c t i o n s  d e  co lora t ion  négat ive .  L e  c o n t r a s t e  e s t  f r é q u e m m e n t  fa ib le  et le  

bru i t  d e  fond e s t  peu i m p o r t a n t .  Sous  l ' e f f e t  du f a i s ceau  d 'é lec t rons ,  l e  

co lo ran t  tpnd cependan t  à f o r m e r  d e s  gou t t e l e t t e s .  L e s  têtes d e  phages,  

co lo rées  au  PT,  s ' a r rondissent  et  s ' ap la t i ssen t  souvent ,  pouvant  é c l a t e r  c h e z  



l e s  phages  pa r t i cu l i è r emen t  fragi les .  Cependant ,  l e s  angles  et les  f a c e s  d e s  

t ê t e s  s o n t  plus f a c i l e m e n t  observables  q u e  lorsque  l 'on ut i l ise  l ' a c é t a t e  

d ' u r ane  [ACKERMANN et al. (7)]. L a  réso lu t ion  d e s  queues  phagiques e s t  e n  

généra l  bonne ; c e p e n d a n t ,  l e s  s t r i a t i ons  son t  par fo is  d i f f ic i les  à observer .  L e s  

q u e u e s  n o n  c o n t r a c t i l e s  p r é s e n t e n t  e n  g é n é r a l  un  a s p e c t  c o u r b é  

[ A C K E R M A N N  et DUBOW (5)]. 

Pa rmi  l e s  sels  d 'u ran ium,  l ' a c é t a t e  d ' u r ane  (AU) e n  solut ion aqueuse  est l e  

plus employé .  II  p e r m e t  d 'ob ten i r  de s  co lora t ions  t r è s  f iables ,  t r è s  bien 

c o n t r a s t é e s  et à bru i t  d e  fond  faible. Agissant  c o m m e  un f ixa t eu r ,  I'AU 

p ré se rve  e n  généra l  mieux  l e s  phages  que  le  PT. Pour  la  m ê m e  raison, l e s  

t ê t e s  à con tou r s  pentagonaux son t  plus f a c i l e m e n t  obse rvées  que  lors d ' une  

co lora t ion  au PT. En géné ra l ,  l e s  queues  d e s  phages  r e s t e n t  rec t i l ignes ,  l eurs  

s t r i a t i o n s  s o n t ,  a i n s i  q u e  l e s  f i b r e s  c a u d a l e s ,  f a c i l e m e n t  v i s i b l e s  

[ACKERMANN et DUBOW (511. 

L e  principal  dé savan tage  d e  la  co lora t ion  à l ' a c é t a t e  d ' u r ane  rés ide  dans son 

c a r a c t è r e  imprévisible .  L'AU a, e n  e f f e t ,  t endance  à cr i s ta l l i se r  sur  la gr i l le  

donnant  naissance à d e s  c r i s t aux  e n  f o r m e  d 'aigui l les  ou  d e  l ames  d e  couteaux  

c ran t ées .  Dans  c e r t a i n s  cas, l e  phage  lu i -même s e r t  d e  "s ta r te r"  à l a  

c r i s ta l l i sa t ion  et s e  t r o u v e  ainsi g ros s i è r emen t  d é f o r m é  ; l es  têtes semblen t  

posséder  deux caps ides  et la  s t r u c t u r e  d e  l a  q u e u e  n ' e s t  pas  observable.  

D ' au t r e  p a r t ,  et c'est l e  désavan tage  l e  plus i m p o r t a n t ,  I'AU cause  d e  

n o m b r e u s e s  c o l o r a t i o n s  p o s i t i v e s  e n t r a î n a n t  d e s  r é t r é c i s s e m e n t s  t r è s  

i m p o r t a n t s  des  têtes [ACKERMANN et al. (7)l. Dans  une  m ê m e  prépara t ion ,  

on  peut  r encon t r e r  c ô t e  à c ô t e  deux pa r t i cu l e s  co lorées ,  l 'une néga t ivemen t  

et l ' a u t r e  pos i t ivement  et i l  e x i s t e  é g a l e m e n t  des  i n t e rméd ia i r e s ,  ce qui rend  

d ' a u t a n t  plus diff ici le  l ' i n t e rp ré t a t i on  des  images .  D e s  précaut ions  doivent  

donc  ê t r e  pr ises  lors  d e  l a  mensura t ion  des  phages. 

D ' au t r e s  techniques,  t e l l e s  l ' ombrage  ou l e s  coupes  u l t ra f ines ,  r éa l i s ée s  dans  

d e s  cu lo t s  d e  phages, o n t  été é g a l e m e n t  utilisées. Cependan t ,  l e s  t r a i t e m e n t s  

d ra s t i ques  que  subissent  l e s  p répa ra t ions  (déshydra ta t ion  pour l 'ombrage,  

déshydra ta t ion ,  f ixa t ion ,  inclusion et co lo ra t i on  dans  l e  c a s  d e s  coupes)  f o n t  

subir d e s  dé fo rma t ions  aux  têtes d e  phages. L 'u t i l i sa t ion  des  coupes  u l t ra f ines  

n e  r e s t e  employée  q u e  pour l 'observa t ion  du déve loppemen t  i n t r ace l lu l a i r e  des  

virus ou d e s  phages. 



A. -  réparation des échantillons 

L e s  suspensions phagiques f i l t r é e s  sur  Millipore 0,22 pm son t  cen t r i fugées  à 
70 000 g pendan t  90  min (u l t r acen t r i fugeuse  Beckman L8-70M, ro tor  SW50-1). 

L e  cu lo t  est l a v é  deux fo is  dans  d e  l ' a c é t a t e  d 'ammonium 0 , l  M ,  pH 7,O ou 

5,0, é g a l e m e n t  s t é r i l i s é  pa r  f i l t ra t ion .  L e s  échant i l lons  peuvent  ainsi ê t r e  

conse rvés  plusieurs  jours à - 20°C d a n s  les  t u b e s  d e  cen t r i fuga t ion  e n  n i t r a t e  

d e  cellulose. 

B. - Colorations 

A l ' a ide  d 'une  p i p e t t e  P a s t e u r  e f f i l é e ,  une  mic rogou t t e  d e  chaque  c u l o t  e s t  

déposée  sur une gri l le  p o r t e  objet ,  p r é a l a b l e m e n t  pourvue d 'une  m e m b r a n e  d e  

F o r m v a r  (0,2 à 0,5 p100) ou d e  Collodion (0,5 à 4 p100) dans  l ' a c é t a t e  

d ' i soamyle  et r e n f o r c é e  d e  ca rbone  é v a p o r é  sous  vide (évapora teur  EDWARDS 

12E6). Les  phages  sont  co lo ré s  a v e c  d e s  so lu t ions  aqueuses  d ' a c é t a t e  d ' u r ane  

4,7 x  IO-^ M ,  p H  4,5, ou d e  phosphotungs ta te  d e  potassium 7 x  IO-^ M ,  pH 

7,2 addi t ionnées  d e  50 pg par  ml d e  b a c i t r a c i n e  qui f a i t  o f f i ce  d ' agen t  

moui l lan t  [GREGORY et PIRIE (120)]. L e s  gr i l les  sont  ensu i t e  conse rvées  à 

l 'abri  d e  l a  pouss iè re  dans  une  boî te  d e  Pe t r i .  

C .  - Observation des échantillons et microphotographies 

L e s  échant i l lons  s o n t  examinés  au  microscope  é l ec t ron ique  Phillips EMB3OO 

sous une  tens ion  d ' accé l é r a t i on  d e  6 0  KV e n  u t i l i san t  le d i aph ragme  object i f  

d e  3 0  Fm.  L e s  p a r t i c u l e s  p h a g i q u e s  s o n t  p h o t o g r a p h i é e s  à d i v e r s  

gross i ssements  s u r  f i lm KODAK 35 m m  (KODAK FINE GRAIN POSITIVE 

FILM) puis les  néga t i f s  sont  agrandis  et t i r é s  sur  papier  EKTAMATIC S C  

KODAK e n  u t i l i s an t  un agrandisseur  DURST S.45. Au moins deux c l i chés  de  

c r i s t aux  d e  c a t a l a s e ,  au m ê m e  gross i ssement  q u e  l 'échanti l lon,  sont  réa l i sés  

pour c h a q u e  f i lm  d e  36 poses  af in d ' ê t r e  e n  m e s u r e  de  ca l ibrer  l 'agrandisseur  

selon la  t echn ique  proposée  par  LUFTIG (184). 

Dans  ce t rava i l ,  l a  presque  t o t a l i t é  d e s  c l i chés  o n t  été réa l i sés  en  employan t  

un gross i ssement  i n i t i a l  d e  29 700 suivi d'un ag rand i s semen t  d ' e x a c t e m e n t  10 

fois,  con t rô l é  e t  ca l ib ré  a v e c  les  c r i s t aux  d e  ca t a l a se .  En e f f e t ,  i l  e s t  reconnu 



et admis  qu 'un gross i ssement  f ina l  d e  300 000 est idéa l  pour réa l i se r  l e s  

photographies  des t i nées  a u x  mensura t ions  d e s  phages  et à ê t r e  p r é s e n t é e s  pour 

publication. 

D. - Résultats et conclusion 

Pour  chaque  suspension phagique et pour chaque  co lora t ion ,  a u  moins 20 

pa r t i cu l e s  do iven t  ê t r e  photographiées.  Lo r s  d e  l 'observat ion d e  phages  

morphologiquement  ident iques ,  l a  mesu re  d e  5 pa r t i cu l e s  suf f i t  à condit ion 

q u e  le t o t a l  d e s  pa r t i cu l e s  observées  pa r  morphotype  a t t e i g n e  20. L e s  

mensura t ions  doivent  ê t r e  e f f e c t u é e s  sur d e s  photographies  et non pas  sur des  

i m a g e s  pro je tées .  Seuls l e s  phages co lorés  néga t ivemen t  doivent  ê t r e  mesurés  

et tous  les  c a r a c t è r e s  morphologiques notés .  L e s  dimensions d e s  têtes 

phagiques son t  r e l evées  e n t r e  deux s o m m e t s  opposés. Dans le  cas d e  la  

mensura t ion  d e  t ê t e s  i sométr iq i les ,  i cosaédr iques  pa r  exemple ,  l a  d s t a n c e  qui 

s é p a r e  les  s o m m e t s  de  l eu r s  opposés n ' é t a n t  p r a t i quemen t  jamais  i den t ique  sur 

l e s  microphotographies ,  i l  est nécessa i re  d e  r e l eve r  l e s  t ro i s  i n t e r v a l l e s  qui 

s é p a r e n t  deux s o m m e t s  opposés et d 'en f a i r e  l a  moyenne.  

1 - Dimensions 

Chacun  des  33 phages  d e  n o t r e  co l lec t ion  a été co lo ré  néga t ivemen t  à I'AU et 

a u  PT,  observé  et mesuré.  II s e r a i t  fas t id ieux  et inu t i l e  d e  r epo r t e r  t o u t e s  les  

mesu re s  que  nous avons  r e l evées  pour chaque  phage. Cependan t ,  nous 

donnerons  ici  un aperçu  du  t rava i l  réa l i sé  e n  p renan t  c o m m e  exemple  le  phage  

NM 1 ( tab leau  30).  

L e s  m e n s u r a t i o n s  d e s  d i f f é r e n t s  p h a g e s  s o n t  e n s u i t e  r e g r o u p é e s  F a r  

morphotype  et l e s  dimensions son t  dé f in i t i vemen t  é t ab l i e s  e n  e f f e c t u a n t  la  

moyenne  d e s  d i f f é r en t e s  m e s u r e s  ( tab leaux  31 à 35). 

Enfin, les  d i f f é r e n t s  phages  sont  ensu i t e  réunis  par  fami l le  pour donner  l e s  

r é su l t a t s  défini t i f s  ( tab leau  36). 

L e s  dimensions d e s  phages  co lorés  à l 'AU ou  au PT concordent .  Cependan t ,  l e  

d i a m è t r e  d e  la  tête du phage  CM 1 a p p a r a î t  plus i m p o r t a n t  co loré  au P T  qu ' à  

I'AU. C e t t e  observa t ion  t rouve  son expl ica t ion  d a n s  le  f a i t  que  l 'on  a s s i s t e  
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P h a g e s  
AU PT 

Orig ine  

, (a) T ê t e  (nm) N ( ~ )  Q u e u e  (nm) T ê t e  (nm) (a) Q u e u e  (nm) 

~ 1 1 s ' ~ '  t e m p é r é  
@ M23S I l  

@ 2011 I I  

- 
Dimensions du morphotype  3 1 64,5 2 6 126,9 2 O 64,O 1 3  120,O c 

U3 

Tableau  32 - Mensclrations d e s  phages  du morphotype  @ M  I lS .  

(a) : nombre  d e  têtes et queues  mesu rées  pour c h a q u e  phage  et au  t o t a l  pour le  morphotype  ; (b) phage  type.  
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souvent  à un léger  a p l a t i s s e m e n t  d e s  têtes phagiques  en  co lora t ion  à l 'AU. 

L e s  phages  co lorés  pos i t i vemen t  à l 'AU m o n t r e n t  toujours  d e s  t ê t e s  aux  

dimensions rédui tes  et ne  sont  jamais  mesurés.  

2 - Morphologie et caractéristiques phagiques 

Les  r é s u l t a t s  des obse rva t ions  au  microscope  é lec t ronique ,  ap rè s  co lora t ion  à 

l 'AU et a u  P T  d e s  3 3  phages  é tud i é s  dans  ce t rava i l ,  son t  consignés dans  l e s  

p lanches  suivantes  et l e s  légendes  leur  co r r e spondan t  (planches 1 a 9). 

Tous l e s  phages possèden t  d e s  têtes i somé t r iques ,  d e  longues queues  

c o n t r a c t i l e s  ou non ou d e s  queues  c o u r t e s  et co r r e sponden t  aux t ro i s  p r emie r s  

t ypes  morphologiques A, B et C d e  BRADLEY ou aux  t ro i s  Fami l l e s  d e s  

'Myoviridae, Siphoviridae et Podoviridae selon MATTHEWS (196). Tous nos 

phages  s o n t  à tête i cosahéd r ique  c o m m e  le  r évè l e  l a  présence ,  sur l a  m ê m e  

p r é p a r a t i o n ,  d e  c a p s i d e s  à c o n t o u r s  h e x a g o n a u x  e t  p e n t a g o n a u x .  

L a  F a m i l l e  d e s  MyoMridae (groupe A d e  BRADLEY) - planches  1, 2 et 3 

C e t t e  f ami l l e  e s t  r e p r é s e n t é e  par  le  morphotype  CM1 cons t i t ué  d e  I l  phages  

i den t iques  possédant  u n e  tête icosaédr ique  d e  57 n m  d e  c ô t é  (mesu ré  sur  les  

t ê t e s  5 con tou r s  pentagonaux)  et  d 'un d i a m è t r e  d e  98  n m  ou 107 nm selon 

qu'il  s ' ag i t  d 'une obse rva t ion  a p r è s  co lora t ion  à l ' A U  ou au  PT.  é épaisseur d e  

l a  caps ide  a été e s t i m é e  à 3 nm. L e s  c a p s o m è r e s  son t  indénombrables .  Tous 

l e s  phages  mon t r en t  u n e  queue  c o n t r a c t i l e  d e  s t r u c t u r e  complexe  pourvue : 

d'un cou d e  8 nm, d 'un manchon p ré sen tan t  22 s t r i a t i ons  mesu ran t  40 x 24 n m  

lorsqu'il  e s t  c o n t r a c t é ,  d ' une  plaque basa le  d e  34  x 3 nm suppor tan t  6 

c r ampons  e n  f o r m e  d e  massue  mesu ran t  12 x 7 n m  et au  moins deux f ibres  

cauda le s  d e  64  x 2 nm.  L e  cou possède un co l l ie r  minuscule d e  1 3  x 2 nm. 

T rès  souvent ,  les f i b r e s  cauda le s  sont  observées  r ep l i ée s  le  long d e  l a  queue. 

L a  F a m i l l e  d e s  Siphoviridae (groupe B d e  BRADLEY) - planches  4, 5 ,  6, 7 

et 8 

Elle regroupe  les  phages  à queue  longue et non c o n t r a c t i l e  et e s t  cons t i t uée  

d e  t ro is  morphotypes  d e  t a i l l e  p r a t i quemen t  semblable ,  @ M l l S ,  NM1 et  NM8. 



L e  morphotype  @RI1 11s  est cons t i t ué  d e  3 phages  (planche 4). Leu r s  queues,  

qui appara issent  p lus  ou moins r igides sur  l e s  p répa ra t ions  co lorées  à I'AU et 

f lexibles  sur  c e l l e s  co lo rées  a u  PT,  p r é s e n t e n t  une  s t r u c t u r e  d e  27 nm de  

l a rge  pouvant  co r r e spondre  à une  plaque basa le  o r n é e  d 'une  sé r i e  d e  p e t i t s  

c r a m p o n s  d e  10 x 5 nm. L e  d i a m è t r e  d e  l a  q u e u e  e s t  d e  10 nm e n  co lora t ion  

à I'AU et  d e  9 n m  e n  PT. L a  ga ine  d e  l a  q u e u e  possède environ 38 s t r i a t i ons  

don t  la  pé r iod i c i t é  est e s t i m é e  à 2 ou 4 nm. L a  tête e s t  i cosaédr ique  d e  

32 nm d e  c ô t é  et d'un d i a m è t r e  d e  6 5  n m  ou 64  nm selon qu ' i l  s ' ag i t  d 'une 

observa t ion  a p r è s  co lora t ion  à I'AU ou a u  PT. L e s  c a p s o m è r e s  son t  

indénombrables .  

L e  morphotype  NM1 est cons t i t ué  d e  5 phages  (p lanches  5 et 6). Ils m o n t r e n t  

une  tête i cosaéd r ique  d e  33,7 nm d e  c ô t é  et d 'un d i a m è t r e  d e  70 ou 72  nm 

se lon  l a  co lora t ion .  L e s  capsomères  sont  i ndénombrab le s  ma i s  leur a g e n c e m e n t  

est néanmoins visible. C o m m e  pour l e s  phages  du morphotype  @ M 115, les  

queues  appa ra i s sen t  r igides e n  co lora t ion  à I'AU et f lexibles  e n  PT.  D'un 

d i a m è t r e  d e  8 nm,  e l l e s  p r é s e n t e n t  d e s  b a r r e s  t r ansve r sa l e s  au nombre  d e  12 

ou 13  e n  moyenne,  d e  dimension 14 x 3 nm,  et appara issant  a v e c  une 

pér iodic i té  moyenne  d e  11 nm.  extrémité d e  l a  queue  e s t  pourvue  d e  6 

c r a m p o n s  e n  f o r m e  d e  masse  d e  14 x 8 ,5  nm. 

L e  morphotype  NM8 (p lanches  7 et 8) est c o n s t i t u é  d e  12 phages  à queue  

r igide et e f f i l é e  d e  8 n m  d e  d i a m è t r e  m o n t r a n t  24 s t r i a t i ons  d e  4 n m  d e  

périodici té .  L ' e x t r é m i t é  d e  l a  queue  est pourvue  d e  3 c r ampons  d e  17 x 

2,5 nm. L a  tête d e  ces phages  e s t  i cosaéd r ique  d e  37 nm d e  c ô t é  et  d e  64  nm 

d e  d i a m è t r e  que l l e  que  so i t  l a  colorat ion.   épaisseur d e  l a  caps ide  a été 

e s t i m é e  à 3 nm. L e s  capsomères  sont  indénombrables .  

L a  F a m i l l e  d e s  Podoviridae ( g r o u p e  C d e  B R A D L E Y )  - p l a n c h e  9 

Elle est r e p r é s e n t é e  par  l e  morphotype  MMlH c o n s t i t u é  d e  2 phages  à tête 

i cosaéd r ique  d e  33,5 nm d e  c ô t é ,  de  59 n m  e n  co lora t ion  à I'AU et 56  nm 

lorsque  co lo ré  a u  PT. L a  queue  p e t i t e  m e s u r e  8 n m  d e  d i amè t r e ,  que l l e  que  

so i t  l a  co lora t ion  employée .  El le  possède au  moins  deux c rampons  en  f o r m e  de  

c lub  d e  golf m e s u r a n t  12  x 7 nm. 



En conclusion,  l ' a spec t  morphologique et l e s  mensura t ions  des  bac tér iophages  

observés  ic i  nous  p e r m e t t e n t  d e  supposer  que  l e s  cinq morphotypes  déc r i t s  

co r r e sponden t  à 5 e s p è c e s  d i f fé ren tes .  P a r m i  ceux-ci ,  l e  morphotype  CM1 a 

été t r è s  souvent  d é c r i t  et e s t  m a i n t e n a n t  cons idéré  c o m m e  le  phage  le  plus 

cou ran t  c h e z  R. meii lot i .  Un phage du  m ê m e  type ,  le  phage OM12S, e s t  

d ' a i l leurs  ccnnu  c o m m e  é t a n t  un phage  t r ansduc teu r  [FINAN et al. (106)l. 

L e s  phages  du  morphotype  NM 1 m o n t r e n t  un a s p e c t  peu  ord ina i re  c h e z  les  

phages d e  Rhizobium d e  pa r  la  p ré sence  d e  ba r r e s  t ransversa les  sur  l a  queue.  

C e t t e  p a r t i c u l a r i t é  a été observée  c h e z  que lques  phages non a p p a r e n t é s  

d l A c e t o b a c t e r ,  d e  D a c t y l o s p o r a n g i u m ,  d e  S t r e p t o m y c e s  e t  d e  V i b r i o  

[STUTTARD et DWYER (257)l. 

L e s  phages  d e s  t y p e s  NM8 et  MMlH s e m b l e n t  appa r t en i r  r e s p e c t i v e m e n t  aux 

e s p è c e s  r e p r é s e n t é e s  par  l e s  phages  317 [LEY et al. (176)l et  Q2042  [PATEL 

(2 13)l. 

L e  t ype  O M 11.5, p a r  con t r e ,  ne  cor respond à aucun phage  d e  Rhizobium déc r i t  

à ce jour et d o i t  ê t r e  cons idéré  c o m m e  une  nouvelle  e s p è c e  [WERQUIN et al. 

(232)l. 



P L A N C H E S  P H O T O G R A P H I Q U E S  



Planche 1 : Phages de  la Famille des Myoviridae (groupe A de BRADLEY) 

Morphotype CM 1 

Vue d 'ensemble du phage  CM3 co lo ré  à l ' A U .  L a  p lupa r t  de s  par t icu les  sont  

i n t a c t e s  et p ré sen ten t  des  têtes à con tou r s  hexagonaux. 

Gross i ssement  92 400. La  b a r r e  r ep ré sen te  100 nm. 
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r Planche 2 : Phages de  la Famille des Myoviridae (groupe A de BRADLEY) 

Morphotype CM 1 

photo a : phage C M 3  coloré  à l 'AU p résen tan t  une tête hexagonale, une 

queue non c o n t r a c t é e  et au  moins une f ib re  cauda le  rep l iée  le  

long de  l a  queue  (f lèche)  ; 

photo b : colorat ion a u  PT du phage  CM20 mon t ran t  une f a c e  t r iangula i re  

d e  la  tête ; 

photo c : colorat ion à I'AU d'une par t icu le  du phage CM1 mont ran t  l e s  

s t r i e s  du manchon d e  l a  qüeue  et l a  présence  d'un col l ier  (flèche). 

T r o i s  d e s  f i b r e s  c a u d a l e s  s o n t  n e t t e m e n t  v i s i b l e s  ( f l èches ) .  

photo d : phage  C M 3  coloré  à I'AU mont ran t  une  f o r m e  pentagonale  

ind ica t r i ce  d 'une s t r u c t u r e  icosaédr ique  d e  l a  tête ; 

photo e : queue  i so l ée  du phage CM 1 co lo ré  au  PT mont ran t  6 c rampons  et 

a u  moins deux f ib re s  (f lèches)  ; 

photo f : colora t ion  a u  P T  d 'une  par t icu le  du  phage CM5 et d 'une  queue  

c o n t r a c t é e  (flèche). 

L e s  6 pho tos  d e  cette planche s o n t  a u  grossissement 297 000. L a  ba r r e  

r ep résen te  100  nm. 
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Planche 3 : Phages de la Famille des Myoviridae (groupe A de  BRADLEY) 

Morphotype CM 1 

photo a : c o l o r a t i o n  à I 'AU d u  p h a g e  C M 4  p r é s e n t a n t  d e u x  a s p e c t s  

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

En bas  : tête à con tou r  pentagonal .  La queue  est rep l iée  sous 

l a  pa r t i cu l e  phagique (f lèche)  ; 

photo b : phage C M 3  coloré  a u  PT  m o n t r a n t  à l a  fo i s  l e  co l l ie r  s i t ué  c o n t r e  

l a  tête et l a  queue,  l e s  c r ampons  caudaux et deux f ib re s  caudales  

(f lèches)  ; 

photo c : colora t ion  à l'AU d 'une  pa r t i cu l e  ano rma le  du phage  C M 5  possédant  

deux queues  ; 

photo d : phage CM7 coloré  à I'AU mon t r an t  un a s p e c t  par t icu l ie r  d e  

l ' insert ion d e  la  q u e u e  ; 

photo e : colora t ion  posi t ive du phage  CM4 à I'AU induisant  une  réduct ion 

i m p o r t a n t e  des  d imens ions  d e  l a  tête. 

Toutes  l e s  photos d e  cette p lanche  s o n t  a u  gross i ssement  297 000. L a  b a r r e  

r e p r é s e n t e  100 nm. 
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Planche 4 : Phages de  la Famille des Siphoviridae (groupe B de BRADLEY) 

Morphotype @MILS 

photos a, b et c : pa r t i cu l e s  d e s  phages  201 IS, @ M 1 l S  et @ M23S respec-  

t i vemen t ,  c o l o r é e s  à l'AU. L e s  queues  son t  plus ou moins 

r ig ides  et appa ra i s sen t  s t r i é e s  ( sur tout  sur  l a  photo  a). 

E l les  p r é s e n t e n t  à l eur  e x t r é m i t é  une  s t r u c t u r e  pouvant  

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

c r a m p o n s  ; 

photo d : v u e  d e  deux pa r t i cu l e s  du  phage 0 M l l S  co lo rées  à l 'AU, l 'une 

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

C e s  q u a t r e  photos son t  au  gross i ssement  29 700. L a  b a r r e  r e p r é s e n t e  100 nm. 
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photo b : Vue d 'ensemble  du phage QM20.5 co lo ré  à I'AU. Noter  l a  présence  

d e  nombreux morceaux  d e  f lage l les  b a c t é r i e n s  et d e  plusieurs 

p ré - t ê t e s  ou têtes vides d e  phages. L à  encore ,  l e s  ba r r e s  

t ransversa les  des  queues  appara issent  n e t t e m e n t .  

Planche 5 : Phages de la Famille des Siphoviridae (groupe B de BRADLEY) 

Morphotype N M 1 

photo a : Vue  d 'ensemble du phage NM1 coloré  à I'AU. L e s  têtes sont  prat i-  

quemen t  t o u t e s  e n  pa r f a i t  état. Noter  que  l 'on voit  t r è s  n e t t e m e n t  

les  ba r r e s  t ransversa les  d e  l a  queue  ainsi q u e  les crampons.  

Les  deux photos d e  cette planche  sont  a u  gross issement  92 400. L a  bar re  

r e p r é s e n t e  100 nm. 
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Morphotype N M 1 

photo a : t r è s  bel le  par t icu le  du phage NM 1 colorée  à l 'AU. On p e u t  y 

voir 15  b a r r e s  t ransversa les  ; 

photo b : m ê m e  phage  et m ê m e  colorat ion.  P r é s e n c e  d e  13 ba r re s  caudales.  

L e s  c rampons  sont  plus visibles q u e  sur  l a  photo  a. En obse rvan t  

a t t e n t i v e m e n t  cette photographie,  on devine l ' agencemen t  des  

capsomères  d e  l a  tête ; 

photo c : colora t ion  posi t ive à l'AU du phage NM2. Noter  l e  r é t r i c i s semen t  

t r è s  i m p o r t a n t  d e s  dimensions d e  l a  tête ; l a  queue  n ' e s t  pra t i -  

quemen t  plus visible ; 

photos d et e : co lora t ion  a u  P T  d e s  phages NMI et NM6 respect ivement .  

No te r  l e  nombre  et l a  distr ibut ion d i f f é ren t s  d e s  ba r r e s  

t r ansve r sa l e s  e n t r e  l e s  deux part icules.  Sur  l a  photo e, on 

voit  t r è s  n e t t e m e n t ,  su r tou t  sur  l a  pa r t i e  dro i te ,  l a  f o r m e  

d e s  c rampons  caudaux ; 

photo f : mauvaise co lora t ion  du phage  NM2 au  PT. L 'ensemble  d e  li 

par t icu le  est t r è s  dé tér iorée .  

Toutes l e s  photos d e  cette planche o n t  été réa l i s ées  au  grossissement 297 000. 

L a  ba r r e  r ep résen te  100 nm. 
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Planche 7 : Phages de  la Famille des Siphoviridae (groupe B de BRADLEY) 

Morphotype NM8 

photo a : phage NM8 coloré  à l'AU m o n t r a n t  une tête hexagonale, une  queue  

sur  laquel le  on peut  voir l e s  nombreuses  s t r ia t ions  et deux appen- 

d i ces  caudaux.  Celui d e  gauche ,  plus épais, pourra i t  cor respondre  à 
l ' a cco lemen t  d e  deux d e s  t ro i s  appendices  f r é q u e m m e n t  observés  

(flèche) ; 

photo b : m ê m e  phage  coloré  au  PT. L a  queue  du phage appa ra î t  moins 

épa isse  et plus longue q u e  sur  l a  pho to  a ; 

photo c : 5 pa r t i cu l e s  du phage (PMI-5 co lo rées  à I'AU et adsorbées  sur  des  

débris  bac t é r i ens  ; 

photos d et e : co lo ra t ion  à I'AU d e s  phages  QM5N1 et @ M26S respect ivement .  

L e s  queues  d e  ces phages s o n t  épa isses  c o m m e  sur  l a  pho to  a ; 

photo f : phage (P A161 coloré  à l'AU et adsorbé  sur  des  débr is  bactériens.  

Toutes l e s  photos s o n t  au gross issement  29 700 sauf la  c et l a  f qui sont  

p r é s e n t é e s  a u  g r o s s i s s e m e n t  4 8  500.  L a  b a r r e  r e p r é s e n t e  1 0 0  nm.  
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Planche 8 : Phages de  la  Famille des Siphoviridae (groupe B de BRADLEY) 

Morphotype NM8 

photo a : phage  Q5B co lo ré  à I'AU. On dev ine  l a  présence  d 'une f ib re  

cauda le  ( f lèche)  ; 

photo b : m ê m e  phage co lo ré  au PT ; 

photo c : colorat ion pa r t i e l l emen t  posi t ive du phage Q5B à I'AU m o n t r a n t  

u n e  d i m i n u t i o n  d e s  d i m e n s i o n s  d e  l a  tête d u  p h a g e  ; 

photo d : colora t ion  t o t a l e m e n t  posi t ive du m ê m e  phage ; 

photo e : colora t ion  a u  PT du phage NM4 ; 

photo f : phage M26S coloré  à I'AU. 

Toutes l e s  photos d e  cette planche sont  a u  gross issement  297 000, sauf l a  e 

qui e s t  à 174 900. La b a r r e  r ep résen te  100 nm. 
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P l a n c h e  9 : Phages de  l a  Famille des Podoviridae (groupe C de BRADLEY) 

Morphotype MM 1 H 

photo a : vue d 'ensemble  d 'une  prépara t ion  t r è s  r i che  e n  phages MMlC,  

co lorée  à l'AU. L e s  phages  sont  t e l l e m e n t  tassés l e s  uns c o n t r e  

l e s  a u t r e s  qu ' i ls  e n  son t  d é f o r m é s  ; 

photo b : vue d 'ensemble  d e  pa r t i cu l e s  du m ê m e  phage,  co lo rées  é g a l e m e n t  

à l 'AU, don t  l e s  têtes p ré sen ten t  d e s  con tou r s  hexagonaux c a r a c -  

t é r i s t i q u e s .  L e u r s  q u e u e s  c o u r t e s  s o n t  v i s i b l e s  ( f l è c h e s )  ; 

photo c : f o r m e  pen tagona le  du phage  MMlH co lo ré  à l 'AU ; 

photo d : vue d e  d é t a i l  du m ê m e  phage  co loré  d e  l a  m ê m e  façon.  L e s  deux 

c rampons  caudaux s o n t  visibles (flèches).  

Tou te s  l e s  photos d e  cette planche  son t  réa l i sées  au  gross i ssement  297 000. 

La b a r r e  r ep ré sen te  100 nm. 



planche 9 



TV- - HOMOLOGIES DES ADN 

Afin d'apporter un argument supplémentaire en  faveur de l ' idée que nous 

avons a f fa i re  à 5 morphotypes di f férents  et de  cette façon ' i rb f i rmer  le  
7 .  : *  " Y 

classement de  nos phages, nous avons entrepr is  d e  recherche@ 2'11 e d s t a i t  des 
'\ :., 

homologies e n t r e  l'ADN des phages CM1, (PMIlS, NMl, ~ ~ ' 8 . 1 . k  MMlH et 

l'ADN du phage NMI utilisé comme sonde marquée. 

A. - Extract ion et purification des ADN phagiques 

Chacun des  phages étudiés est produit e n  masse, concentré  au PEG 6000 et 

purifié sur gradient de  chlorure de  césium comme décr i t  dans le chapi t re  II d e  

ce travail. L e s  suspensions phagiques sont  ensuite dialysées une nuit con t re  d e  

l'eau distillée à + 4°C afin d'éliminer le  chlorure d e  césium. L a  suspension e s t  

déprotéinisée et l'ADN ex t ra i t  par une solution de  phénol dans le tampon TE 

(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) (2 fois), un mélange phénol-chloroforme (2 

fois) et enfin plusieurs fois avec  le  chloroforme pur afin d'éliminer les 

dernières t r a c e s  d e  phénol et de protéines. L'ADN est précipité avec  1/10 de  

son volume d ' acé ta te  d e  sodium 3 M, pH 5 et 2,5 volumes d'éthanol à 95 plOO 

(V/V) dans un bain de  carboglace/éthanol à - 70°C pendant 5 min. Après 

centrifugation, le culot  d'ADN est rincé à l 'éthanol à 70 plOO (V/V) froid, 2 à 
3 fois afin d e  se débarrasser des sels, puis une fois avec  de  l 'éthanol à 
95 pl00 (V/V). Le  culot  est lyophilisé ou laissé à l 'air libre 15 min afin 

d'éliminer les t r a c e s  d'alcool. L e  culot  d'ADN est ensuite redissous dans du 

tampon TE [RADLOFF et al. (218)l. 

B. - Déterminat ion des masses moléculaires des  ADN 

De toutes  les enzymes auxquelles nous avons soumis les ADN des  5 phages 

étudiés, BamH1, BstEII et Sa11 (Bethesda Research Laboratories Inc., 

Gaithersburg, Md.) on t  produit des profils électrophorétiques convenables. En 

particulier, l 'endonucléase SaII produit un nombre res t re int  de  f ragments  

d'ADN bien séparés et facilement observables sur électrophorèse en  gel 

d'agarose. Nous l'avons donc retenu pour réaliser la  suite de  ce travail.  Les  

digestions enzymatiques sont réalisées sous un volume d e  20 pl comprenant  

1 pg d'ADN, le tampon de  réactior, approprié et 3 fois la quant i té  d 'enzymes 

nécessaire pour couper un pg d'ADN en  1 h à 37°C. Les  f ragments  d'ADN 



sont séparés par électrophorèse horizontale (Dankar Corp., Reading, Mass.) e n  

gel d'agarose à 0,8 p l 0 0  dans du tampon TBE (Tris-base 89 mM, acide  borique 

89  mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3) [MEYERS et al. (198)l. Elle e s t  réalisée sous 

un voltage d e  2 V/cm pendant 18 h ou jusqu'à ce que le f ront  du bromophénol 

a t te igne l 'ext rémité  du  gel. Les  bandes sont colorées au bromure d'éthidium 

(1 &ml) (International Biotechnologies, New Haven, Conn.) pendant 15 min et 

observées au transilluminateur en lumière ultra-violette. Les gels sont ensuite 

photographiés sur film Polaroïd No 52 ou 55 (Polaroïd Corporation, Cambridge, 

Mass.). 
- 

De l'ADN de phage h digéré par HindIII et une solution de  f ragments  d'ADN 

d e  masse moléculaire connue (Be t hesda Research Laboratories) sont utilisés 

comme témoin d e  masse moléculaire. 

Les  tai l les des  f ragments  d'ADN ainsi que les masses moléculaires des 

génomes phagiques on t  été calculés par la  méthode des  moindres ca r rés  selon 

SCHROEDER and BLATTNER (236). 

C .  - Hybridations ADN-ADN 

Une sonde d ' l  pg d'ADN digérée par Sa11 e s t  marquée au [ a  - 3 2 ~ ~ d ~ ~ ~  

(Amersham Corp. Oakville, Ontario, Canada) selon la  technique d e  RICBY et 

al. (223), connue sous le  nom d e  "nick translation1'. Le  marquage obtenu se  
6 6 s i tue  e n t r e  1 x 10 et 2 x 10 cpm. Les  f ragments  d'ADN séparés par 

électrophorèse sont t ransférés  sur une membrane d e  nitrocellulose selon la 

technique d e  SOUTHERN (245), légèrement  modifiée par l'emploi d e  

formamide à 50 p100. La  membrane e s t  soumise à une température  d e  80°C 

pendant 2 h sous vide et e s t  ensuite préhybridée pendant 2 heures à 42°C dans 

10 ml d'une solution composée d e  2,5 ml de  tampon SSC 20 fois concentré  

(chlorure de  sodium 3 M, c i t r a t e  de  sodium 0,3 M), 5 ml de  formamide 

100 p l00  déionisée, 0,5 ml d e  réactif de  DENHARDT (95) 100 fois concentré  

(Ficoll 2 p100, polyvinyl pyrolidone 2 p100, f ract ion V d e  sérum albumine de 

boeuf 2 p100), 1 ml d e  tampon phosphate d e  sodium 0,5 M et enfin 1 ml 

d'ADN à 1 pg/ml d e  sperme de  saumon soniqué, pH 6,5 [SILHAVY et al. 

(242)l. La  solution d e  préhybridation e s t  é c a r t é e  et remplacée par la solution 

d'hybridation, de  m ê m e  composition que la précédente mais contenant  la 

sonde marquée, purif iée et dénaturée. L'hybridation e s t  réalisée pendant une 



nuit à 42°C. La  membrane de  nitrocellulose est ensuite lavée successivement 

3 fois à 65°C selon THOMAS (260). Dans ces conditions, l'homologie e n t r e  les 

ADN a t t e i n t  90 à 95 p100. Le  f i l t re  humide est fixé sur du papier Whatman 

3 M M  (Whatman, Inc., Clifton, N.J.), recouvert  d'un film d e  cellophane et 

autoradiographié à - 70°C con t re  un film Kodak X-Omat AR-2 (Eastman 

Kodak Co., Rochester, N.Y.) Les  durées  d'exposition peuvent varier de  

quelques heures à plusieurs jours et dépendent à l a  fois d e  l ' intensité de  

marquage d e  la  préparation et d e  l ' intensité d e  la  t r a c e  que l'on veut obtenir 

sur le film. 

D. - Résultats et conclusion 

Les  ADN des  phages CM 1, 0 M LIS, NM 1, NM8 et MMlH digérés par Sa11 

montrent  des  t r acés  électrophorétiques t r ès  différents indiquant que leurs 

génomes ne sont pas  apparentés 10, la). L'ADN du phage CM1 n'est 

pas clivé par Sa11 et apparaît  donc après  digestion sous fo rme  d'une seule 

bande. C e  phénomène, déjà observé par JARVIS et MEYER (140) c h e z  les 

phages d e  streptocoques lactiques, pourrait  ê t r e  dû à l a  présence dans les 

ADN d e  ce r ta ins  phages d'un nombre é levé d e  cytosines méthylées, ent ra înant  

une inhibition de cer ta ines  endonucléases [KESSLER et al. (1 51)]. Après 

centrifugation au chlorure de  césium, le  phage MMlH présente  2 bandes 

dist inctes dont les ADN ont  été t ra i t é s  séparément. C e s  deux bandes 

contiennent bien deux phages du morphotype MMlH pouvant ê t r e  reproduits 

sur la  souche de R. meliloti M14S. Les profils électrophorétiques des 

digestions é t a n t  parfa i tement  identiques, on peut penser que la  suspension de 

phages MMlH est hétérogène et consti tuée de  deux variétés d e  part icules de  

densi té di f férente  ; cependant,  cette hétérogénéité ne provient cer ta inement  

pas de  leur ADN. 

 près hybridation de  l 'électrop horégramme (planche 10, lb) avec  la sonde 

consti tuée de  l'ADN du phage NMI marqué au 3 2 ~  et digéré par SalI, l 'image 

obtenue montre  que l'ADN du phage NM1 ne s'hybride qu'avec lui-même. 

Aucune parenté  n 'es t  révélée e n t r e  le  phage du morphotype NM1 et les 4 

au t res  morphotypes. Les  cinq morphotypes isolés dans ce travail  sont donc non 

seulement morphologiquement d i f férents  mais leurs acides nucléiques ne 

présentent aucune parenté e n t r e  eux. 



Des résultats  similaires, montrant  une é t r o i t e  corrélation e n t r e  les  parentés  

exis tant  e n t r e  les  ADN et l a  morphologie, o n t  été obtenus par GRIMONT F. 

et GRIMONT P. (122) pour des  phages d 'entérobactér ies  du groupe C 3  et par  

JARVIS (1 39) pour des  phages de  streptocoques lactiques. 

Les  masses moléculaires des ADN des phages Q M l l S ,  NM1, NM8 et MMlH 
6 on t  été es t imées  à r e s p e c t i v e m e ~ t  42,2, 51,9, 28,9 et 40,5 Kb, ou 28,l x 10 , 

6 6 6 34,5 x 10 , 19,3 x 10 et 27,O x 10 daltons. Sauf pour le phage NM8, ces 

données correspondent à des  masses d'ADN dont les valeurs sont compatibles 

avec  la  tai l le d e  l a  capside. Le  contenu en  ADN du phage NM8 apparaî t  ê t r e  

t rop faible en regard de  la tai l le d e  la tête. La  masse moléculaire d e  l'ADN 

du phage CM1 n ' a  pu ê t r e  déterminée avec  exacti tude.  

Nous avons montré  précédemment  que l e  morphotype NMl, composé des 

phages NM1, NM2, NM6, NM7 et QM20S, consti tuait  au  sein des  33 phages le 

groupe le  plus homogène (voir les relations sérologiques, le spectre  lytique et 

l a  morphologie d e  ces phages). Afin d e  confirmer cette homogénéité et d e  

contrôler la  parenté  pouvant exis ter  e n t r e  ces 5 phages, nous avons réalisé les 

hybridations e n t r e  leurs ADN et le phage NM1 pris comme sonde marquée. 

Les  5 ADN ont  été soumis à l 'action d e  11 enzymes d e  restriction. Parmi 

celles-ci, Clal, HindIII, KpnI, SmaI et XhoI ne  génèrent que quelques 

fragments. Pa r  contre ,  AvaI, BamHl,  BstEII, EcoRI, SaiI et SstI  donnent une 

dizaine de  fragments. BamHl,  BstEII et Sa11 on t  été re tenues  pour la sui te  d e  

ce travail  car  e l les  donnent des  f ragments  bien visibles sur gel d'agarose 

(planche 10, 2a). L e s  profils d e  restr ict ion obtenus sont identiques laissant 

présager que ces 5 phages sont identiques. L'ADN du phage NM1 digéré par 

SaiI marqué au 3 2 ~  et utilisé comme sonde est hybridé avec  lui-même et les 

ADN digérés des 4 a u t r e s  phages composant l e  morphotype NMl. La  planche 

10, 2b montre l 'existence d e  multiples segments  homologues indiquant la  

présence de nombreuses séquences communes e n t r e  les  différents ADN. II e s t  

évident que c e s  5 phages sont  identiques [WERQUIN et al. (277)l. 



Planche  1 0  

1-a ~ l e c t r o ~ h o r è s e  e n  gel  d 'agarose  d 'ADN phagiques d igérés  par  SalI. 

P u i t s  : 1, phage  NMI ; 2, phage  NM8 ; 3, phage  MMlH (bande in fé r i eu re  

e n  CICs) ; 4, phage  MMlH (bande supér ieure  en  CICS) ; 5 ,  phage  

Q M l l S  ; 6, phage  CM1 ; 7, ADN marqueur  ; 8, ADN d e  X d i g é r é  par  

HindIII. 

1-b His to rad iog ramme obtenu a p r è s  t r a n s f e r t  de s  ADN du ge l  1-a selon 

SOUTHERN suivi d 'une  hybridat ion a v e c  d e  I'ADN du phage NM1 digéré  

pa r  Sa11 et marqué  au 3 2 ~ .  L e s  poids molécula i res  e n  Kb des  f r a g m e n t s  

s o n t  ind iqués  e n t r e  l e s  deux photographies .  

2-a E l e ~ t r o p h o r é ~ r a m m e  d'ADN phagiques d igérés  par  B a m H l ,  BstEII et SalI. 

P u i t s  A a  à Ae, digest ion par  B a m H l  d e  I'ADN des  phages  NM6, NM2, 

NM7, NM1 et Q M20S. P u i t s  Ba à Be et C a  à C e ,  digest ion d e s  m ê m e s  

ADN phagiques par  BstEII et  Sa i I  r e spec t ivemen t .  P u i t  f ,  ADN marqueur .  

2-b Au to rad iog ramme obtenu  a p r è s  t r a n s f e r t  d e s  ADN du ge l  2-a selon 

SOUTHERN suivi d 'une hybridat ion a v e c  d e  I'ADN du phage  NM1 digéré  

p a r  Sa i I  et  marqué  au  3 2 ~ .  L e s  masses  molécula i res  e n  Kb des  f r a g m e n t s  

s o n t  ind iquées  e n t r e  l e s  deux photographies .  
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C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  



L e s  microorganismes d e s  gen res  Rhizobium et Bradyrhizobium induisent  c h e z  

l e s  ~ é g u m i n e u s e s  une symbiose ac t ive .  L 'associat ion bac tér ie -p lante  provoque, 

dans  l a  p lupar t  des  cas a u  niveau d e s  racines, l a  fo rma t ion  d e  nodosi tés  où 

s ' é t ab l i t  g r â c e  à l a  n i t rogénase ,  l a  réduction d e  I ' azote  a tmosphér ique  e n  

a m m o n i a c  d i r e c t e m e n t  assimilable par  l a  plante. C e t t e  symbiose est d 'une 

i m p o r t a n c e  cap i t a l e  pour l a  nut r i t ion  d e s  ê t r e s  v ivants  c a r  e l l e  condit ionne l e  

développement  d 'espèces  végé ta l e s  a l imen ta i r e s  d 'une g rande  i m p o r t a n c e  

économique  présentes  dans  l a  p lupar t  des  écosys t èmes  (exception f a i t e  d e s  

é c o s y s t è m e s  d e  condit ions e x t r ê m e s  ou f o r t e m e n t  carencés) .   efficacité d e  

cette symbiose est cependan t  s u j e t t e  à c e r t a i n e s  f luctuat ions.  Pa rmi  l e s  

nombreuses  é t a p e s  about i ssant  à l a  f ixat ion d e  I 'azote,  deux semblent  ê t r e  

primordiales .  Il s ' ag i t  d e  l ' é t a p e  p récédan t  l a  fo rma t ion  du nodule, 

c 'est-à-dire les  c i r cons t ances  et l e s  conditions d e  l ' in fec t ion  d e  l a  p l an te  par  

l a  b a c t é r i e  et d e  ce l l e  cor respondant  à l 'expression dans  l a  p lante  d e s  gènes  

d e  l a  f ixa t ion  d e  I 'azote.  L ' infec t ion  s ' e f f e c t u e  e n  e f f e t  a u  niveau du sol, 

subs t r a t  complexe  s ' i l  e n  est d e  par  sa s t ruc tu re ,  sa composition, son 

hygrométr ie ,  l a  présence  d e  nombreux microorganismes et d e  leurs  p réda teu r s  

na tu re l s  q u e  sont  l e s  pro tozoai res  et les  bactériophages.  En ce qui conce rne  

l 'expression dans  l a  p l an te  d e s  gènes  d e  l a  f ixa t ion  d e  I 'azote,  l ' intervention 

d e s  deux pa r t ena i r e s  d e  l a  symbiose, une p l an te  et une bac tér ie ,  complique 

t r è s  sér ieusement  l e s  invest igat ions.  En e f f e t ,  si l a  connaissance  p a r f a i t e  d e s  

deux pa r t ena i r e s  pris  s é p a r é m e n t  semble  ê t r e  accessible,  l e  r é su l t a t  f ina l  d e  

leur  associat ion r e s t e  encore ,  dans  d e  nombreux cas, t r è s  imprévisible. Au 

niveau du sol, l es  bac tér iophages  semblent  jouer un rô le  non négligeable dans  

l a  sé lec t ion  des  souches bactériennes.  Pa ra s i t e s  obl iga to i res  d e s  bac tér ies ,  i l s  

son t  é g a l e m e n t  susceptibles ,  et c'est l e  deux ième  rô le  q u e  l'on peu t  leur  

a t t r i bue r ,  d e  servir  d e  vec t eu r  d e  gènes  impliqués dans  l a  f ixat ion d e  l 'azote.  

L e  t rava i l  d e  Thèse sur  les  Bactériophages d e  Rhizobium mefiloti ,  p r é sen té  

i c i ,  nous a permis  d e  mon t re r  que  : 

- Dans les  échanti l lons d e  t e r r e  analysés provenant  d e  l a  proche rhizosphère 

d e  pieds d e  luzerne,  nous avons à chaque  fo is  r évé lé  l a  présence  d e  bac- 

té r iophages  spécif iques d e  l a  bac t é r i e  symbiotique d e  cette Légumineuse. Il 

semble  donc  que  dans  des  condit ions normales  d e  cu l tu re  du macro-  

symbionte,  les  bac tér iophages  soient  toujours p ré sen t s  dans  le  sol. Nous 

avons ainsi isolé 21 phages  spécif iques d e  R. mefiloti .  



- L'ac t ion  d 'agents  mu tagènes  sur  46 souches  d e  R. meliloti (20 provenant  d e  

n o t r e  labora to i re  et 26 a u t r e s  d e  labora tg i res  é t r ange r s )  nous a pe rmis  

d ' isoler  12 bac tér iophages  tempérés.  Dans nos condit ions expér imenta les ,  

26 p l 0 0  des  souches  é tud iées  se sont  r évé lées  lysogènes. 

- Nos r eche rches  sur  l ' in fec t ion  d e  R. meliloti par  nos phage.; nous o n t  

permis,  dans  un p remie r  t emps ,  d e  dé t e rmine r  a v e c  précision l e s  condit ions 

op t ima les  d e  l a  lyse  sous  un faible volume. Nous avons ainsi m o n t r é  l e  

rô l e  d e  l ' ag i ta t ion  et d e  l a  valeur  d e  l a  mult ipl ici té  d ' infect ion.  

- Nous avons é g a l e m e n t  souligné l a  dépendance  é t r o i t e  d e s  phages i so l é s  
2+ du sol vis-à-vis d e s  i ons  bivalents  t e l s  ca2+ et Mg et e s t i m é  à 

4 x 1 0 - ~  M e n  CaC12 et 5 x 1 0 - ~  M e n  MgC12 l e s  concen t r a t ions  nécessa i res  

à une  lyse phagique sa t i s fa isante .  

C e s  r é su l t a t s  o n t  abouti  à l a  mise au  point d 'une  technique  originale d e  

production d e  phages e n  f e rmen teu r .  Nous avons  pu ainsi obtenir ,  a p r è s  

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

compr i se s  e n t r e  1,2 x 1012 et 2,8 x 1013 UFP/ml .  

- L a  ca rac t é r i s a t ion  d e  nos phages a été menée  g r â c e  à l a  combinaison d e  

q u a t r e  méthodes  principales d ' invest igat ion : l e s  relat ions sérologiques, 

l a  spéc i f ic i té  d 'hôte ,  l a  mensurat ion d e s  par t icu les  phagiques et enf in  

l ' é tude  des  A D N  phagiques ap rès  digest ion par  d e s  enzymes  d e  restr ict ion.  

Nous avons produit  d e s  immunsé rums  dont  l a  spéc i f ic i té  é l evée  nous a 

pe rmis  d e  c lasser ,  d e  man iè re  sa t i s fa isante ,  les  phages i so lés  du sol. 

L'emploi d e  ces m ê m e s  sé rums  nous a a m e n é  plus t a rd  à placer  l e  phage  

t e m p é r é  QM20S dans  l e  morphotype NM1 et à soupçonner q u e  les  phages  

9 M 1 l S  et NM8 ( t r è s  peu ou pas inhibés par  l e s  immunsérums des  a u t r e s  

morphotypes  phagiques) devaient  appar teni r  à d e s  morphotypes d i f férents .  

- L a  spéc i f ic i té  d ' hô te  nous a permis  d e  réa l i ser  une  classif icat ion plus f i n e  

d e  nos phages et d ' é t aye r  l e s  hypothèses émises  au  cours  d e  l ' é tude  séro-  

logique. Les  3 3  phages  d e  n o t r e  col lect ion on t  pu ê t r e  séparés  en  5 morpho- 

t y p e s  et conjo in tement  les  souches bac tér iennes  e n  14 lysotypes d i f f é ren t s .  



Nous avons également  observé une spécifici té é t r o i t e  de  nos souches 

phagiques vis-à-vis d e  Re meliloti. 

-  étude morphologique des  phages et les hybridations ADN-ADN nous ont  

permis d e  démontrer  définit ivement que nous é t ions  e n  présence d e  a n q  

m o r p h o t y p e s  p h a g i q u e s  d i s t i n c t s .  D e  l a  f a m i l l e  d e s  Myovi r idae ,  l e  

morphotype CM1 e s t  const i tué  d e  11 phages tous isolés du sol. L e  morpho- 

type  @ M l l S  est représenté  par  trois  phages t empérés  ; l e  morphotype 

NM1 par a n q  phages, q u a t r e  isolés du sol et un t e m p é r é  ; enfin l e  morpho- 

type NM8 par qua t re  phages isolés du sol et huit phages tempérés.  C e s  

t ro is  morphotypes fon t  par t ie  de  l a  famille des  Siphovindae. Enfin, l e  

morphotype MMIH, de  l a  famille des  Podoviridae, e s t  const i tué  d e  deux 

phages isolés du sol. 

Il est remarquable d e  cons ta te r  qu'aucun des  phages t empérés  que  nous 

avons isolé ne fa i t  pa r t i e  des  morphotypes CM1 et MMIH. Par  contre,  le  

m o r p h o t y p e  @ M l l S  n ' e s t  lui c o n s t i t u é  q u e  d e  p h a g e s  t e m p é r é s .  

Des  travaux réalisés r écemment  par nos soins [WERQUIN et al. (277)l sur les  

phages du morphotype NM1 montrent  que les 5 phages d e  ce groupe sont 

tempérés.  Il n 'est  dès  lors pas impossible d e  concevoir qu'un nombre 

important  des  phages isolés du sol l e  sont également.  

Les  dimensions des phages montrent  que  nous avons a f fa i re  à des  phages de  

ta i l le  courante  dont les ADN on t  des  masses moléculaires compatibles a v e c  la 

ta i l le  de  leur capside. L a  masse moléculaire de  l'ADN du phage NM8 apparaî t  

c e p e n d a n t  n e t t e m e n t  sous -es t i  mée .  Nous  s u p p o s o n s  q u e  l o r s  d e  

l 'électrophorèse,  après  digestion a v e c  SalI, ce r t a ins  pe t i t s  f ragments  ayant  

migré t rop loin, i ls  n'ont pu ê t r e  visualisés et mesurés. Ceci  é t an t ,  les  phages 

du morphotype NM8 o n t  un aspect  t r è s  semblable à celui du phage h dont 

l'ADN a une masse moléculaire de  49 Kb ou 33 Mdal. On retrouve des  ADN 

d e  masse voisine chez  les  phages des  morphotypes 4) M 1 1 s  et NM 1. Il semble 

qu'au moins les phages des  morphotypes NM8, @ M I  1 s  et NMl, parmi lesquels 

nous avons démontré  l a  présence de  phages tempérés,  pourraient  ê t r e  utilisés 

pour procéder à des  t r ans fe r t s  génétiques. Ils pourraient  ê t r e  pratiqués par 

transduction généralisée ou spécifique mais la plupart des  auteurs  s 'accordent 



pour di re  que l 'ut i l i té  des sys tèmes d e  transduction chez  R. meiiloti res te  

quelque peu l imitée [KONDOROSI (1 581. 

A l'heure actuelle,  l 'étude des  gènes impliqués dans l a  symbiose et leur 

expression chez Rhizobium se fa i t  essentiel lement en  utilisant les  phages 

comme vec teurs 'de  plasmides de  pe t i t e  tai l le ou de  cosmides. A cette fin, i l  

sera i t  possible d'utiliser cer ta ins  d e  nos phages comme vecteurs  d e  segments 

d'ADN plus longs ; c'est le  souhait que nous formulons. 
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