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A B R E V I A T I O N S  

- Relatives aux polysaccharides : 

CPS 

EPS 

L PS 

ANAN 

Col 

Ga1 

GalN Ac  

Glc 

GlcNH2 ou GlcN 

GlcNAc 

Man 

Rha 

: polysaccharides capsulaires 

: exopolysaccharides 

: lipopolysaccharides 

: acide  N-acétylneuraminique 

: colitose 

: galactose 

: acide galacturonique 

: N-acétylgalactosamine 

: glucose 

: acide glucuronique 

: glucosamine 

: N-acétylglucosamine 

: heptose 

: acide  3 déoxy-D-mannooctulosonique 

: mannose 

: rhamnose 

: acétyl  

: méthyl 

- Relatives aux techniques et mesures : 

CPG : chromatographie e n  phase gazeuse 

CLHP : c h r o m a t o g r a p h i e  l iquide  à h a u t e  p e r f o r m a n c e  

DO : densité optique 

SM/IE : spectrométr ie  d e  masse par ionisation électronique 

S M/IC : spectrométr ie  d e  masse par ionisation chimique 

RMN'H : résonance magnétique nucléaire du proton 

R M N ~ ~ C  : RMN du carbone 13 



PM 

M 

mM 

CEE 

UFP 

AU 

P T  

- Diverses : 

D O C  

EDTA 

SAM 

b v 

pb 

R/ M 

: accé lé ra t ion  d e  l a  pesan teu r  

: nanomèt re  ( 1 0 - ~  mè t re )  

: nanogramme (10-9 gramme) 

: poids molécula i re  

: concen t r a t ion  mola i re  

: concen t r a t ion  millimolaire 

: coe f f i c i en t  d ' e f f i cac i t é  d ' é t a l emen t  (E) 

: uni té f o r m a n t  p lage  

: acétate d'uranyle 

: ac ide  phosphotungst ique 

: déoxychola te  (de sodium) 

: a c i d e  é thy lène  d iamine  t é t r a a c é t i q u e  

: S adénosylméthionine 

: biovar 

: pai re  d e  bases  

: Restr ict ion-Modificat ion 
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A V A N T  - P R O P O S  



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

microorganismes  est un phénomène na tu re l  f r équen t  que  l 'Homme es saye  

d 'ut i l iser  au  maximum et, à cet égard ,  l a  f ixa t ion  biologique d e  l ' a z o t e  

a tmosphér ique  f igu re  parmi  les  domaines  l e s  plus in téressants .  

D e s  bac t é r i e s  f i xa t r i ce s  d ' azo te  sont  p ré sen te s  dans  l e  t r a c t u s  i n t e s t ina l  d e  

d i f f é ren t s  Mammifè re s  mais  les  quan t i t é s  métabol i sées  sont  faibles. P a r  

c o n t r e ,  dans  l e s  écosys t èmes  t e r r e s t r e s ,  d e  nombreux organismes,  libres, e n  

assoc ia t ions  ou e n  symbioses, réa l i sent  une f ixa t ion  biologique d e  l ' a z o t e  

a tmosphér ique  e s t i m é e  à 175 millions d e  tonnes  pa r  an. 

A cet égard ,  les  symbioses bac tér ies -p lantes  son t  les  sys t èmes  l e s  plus 

e f f i c a c e s  et l 'exploi tat ion d e  cette propr ié té ,  dans  l e  domaine agronomique,  

bien qu 'ancienne,  r e s t e  l 'objet  d'enjeux économiques  et humains considérables.  

En effet, c e r t a i n e s  p lantes  f i xa t r i ce s  d ' a z o t e  (Sesbania, Mélilot, ... ) peuvent  

p ra t iquemen t  r emplace r  l e s  engra is  chimiques,  dispendieux et polluants, si 

e l l e s  sont  u t i l i sées  c o m m e  "engrais  vert", enfouies  dans l e  sol. D ' a u t r e s  

Végétaux pionniers  possédant  un s y s t è m e  r ac ina i r e  puissant  s e r v e n t  à 
s tab i l i ser  les  dunes  et à régénérer  l e s  sols é r o d é s  et dég radés  (Acacia, 

Casuarina, ...). P a r  ailleurs, d e s  p lantes  vivrières ou fourragères  (Fève,  Pois, 

Har i co t ,  Soja, Trèf le ,  Luzerne ,  ...) acqu iè ren t  une autonomie  qui leur p e r m e t  

. d e  c r o î t r e  dans  d e s  sols déf ic ien ts  e n  azo te .  On imagine  l ' impac t  d e  ces 

cul tures ,  e n  par t icu l ie r  dans  les  pays t ropicaux e n  voie d e  déve loppemen t  

conf ron té s  à l a  pauvre t é  d e s  sols e n  é l é m e n t s  minéraux indispensables, aux 

d é f i c i t s  a l imen ta i r e s  et f inanciers .  

On comprend ainsi l ' impor tance  d e s  r eche rches  en t r ep r i se s  dans  ce domaine  

où  l a  symbiose l a  plus é tud iée  conce rne  les  b a c t é r i e s  du gen re  Rhizobium et 

l e s  p lantes  d e  l a  f ami l l e  d e s  légumineuses .  



11 s'agit,  en  e f fe t ,  d'une association t r è s  part iculière où deux symbiontes, 

capables d e  vivre séparément,  s 'unissent pour former  une s t ruc tu re  tout  à f a i t  

d i f férente ,  ni Légumineuse, ni bactérie. Morphologiquement banal (une gale) 

mais physiologiquement t r è s  spécialisé, cet organe, nommé nodosité ou nodule, 

e f f e c t u e  des  opérations biochimiques originales résul tant  en l a  bioconversion 

d e  l 'azote moléculaire e n  azo te  protéique. 

L'établissement d e  cette symbiose est l e  fruit  d'un "dialogue" qui débute  par 

d e s  reconnaissances où sont  impliquées, e n t r e  autres,  les  consti tuants ex te rnes  

des  deux partenaires. 

Mais la  rhizosphère est un environnement complexe et d e  nombreux facteurs ,  

phys ico-ch imiques  et biologiques ,  v o n t  i n t e r v e n i r  d a n s  l e s  p r o c e s s u s  

symbiotiques. Ainsi, les bactériophages, ubiquitaires dans t o u t  écosystème 

comportant  des  bactér ies  dont i l s  sont les  virus-parasites, sont  en  principe 

capables d'agir sur l a  composante bactériologique. P a r  voie d e  conséquence, 

i l s  influencent la  symbiose Rhizobium-~égumineuse.  

Or, la relat ion e n t r e  le  microsymbionte et son prédateur,  l e  bactériophage, 

est un a u t r e  modèle d e  reconnaissance e n t r e  des  s t ructures  cellulaires 

superficielles. 

Elle f a i t  l 'objet d e  cette étude. 



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

C H A P I T R E  1  

LES RHIZOBIACEAE 



L 'é t ab l i s semen t  d e s  re la t ions  e n t r e  l e s  pa r t ena i r e s  impl iqués  dans  un 

phénomène biologique débu te  géné ra l emen t  par  d e s  réac t ions  m e t t a n t  e n  

oeuvre  l e s  su r f aces  des  protagonistes .  

Il e n  est ainsi dans  l a  re la t ion  phage-bactér ie  c o m m e  dans  l ' instaurat ion d e  la  

symbiose Rhizobium-Légumineuse. 

Aussi, a p r è s  avoir  envisagé  l e s  Rhizobiaceae  et leur  écologie,  nous  exposerons 

l e s  connaissances ac tue l l e s  sur  l a  composit ion et l e  rô le  d e  l eu r s  s t r u c t u r e s  

ex ternes .  Nous t e rmine rons  par  les  Rhizobiophages, l a rgemen t  ut i l isés  dans  ce 

t ravai l ,  pour l ' é tude  d e  leurs  i n t e rac t ions  a v e c  les  polysacchar ides  superf iciels  

d e  R. meii lot i .  

1- - TAXONOMIE 

L a  n a t u r e  bac t é r i enne  d e s  microorganismes présents  dans l e s  nodules d e  

Légumineuses  f u t  é t ab l i e  e n  1888 pa r  BEIJERINCK qui e n  réal isa les  

p remiè res  cu l tu re s  pures et l e s  dénomma Bacillus radicola.  L 'appellat ion 

Bacil lus é t a n t  ensu i t e  r é se rvée  aux baci l les  sporulés, c'est l e  t e r m e  d e  

Rhizobium (= qui vi t  dans  l a  racine), proposé par  FRANCK e n  1889, qui 

prévalut .  L e  " B e r g e y " ~  Manual of S y s t e m a t i c  Bacteriology" d e  1984 a r e t e n u  

l e  gen re  Rhizobium (FRANCK, 1889) pour les  bac t é r i e s  à c ro i s sance  rapide  et 

ce lu i  d e  Bradyrhizobium (JORDAN, 1982) pour ce l l e s  à cro issance  l e n t e  qui 

appa r t i ennen t  à l a  f ami l l e  d e s  Rhizobiaceae  (CONN, 1938). 

L e  gen re  Rhizobium est divisé e n  t ro is  e spèces  : R. meii lot i  (DANGEARD, 

19261, R. lo t i  (JARVIS et al., 1982) et R. leguminosarum (FRANCK, 1889) qui 

comprend t ro is  biovars  : t r i fol i i ,  phaseoh et viceae.  Ils e n t r e n t  e n  symbiose 

a v e c  d e s  ~ é g u m i n e u s e s  c u l t i v a n t  e s s e n t i e l l e m e n t  e n  z o n e  c l i m a t i q u e  

t empérée .  

P a r m i  leurs  c a r a c t è r e s  généraux,  on r e t i end ra  qu'il  s ' ag i t  d e  baci l les  mobiles  

d e  1,2-3 x 0,5-0,9 Pm p résen tan t  les  ca rac t é r i s t i ques  communes  aux b a c t é r i e s  

à G r a m - n é g a t i f  ( F E R N A N D E Z - A R I A S  et al., 1973) .  I l s  c o n t i e n n e n t  

f r é q u e m m e n t  d e s  granules  denses  aux é l ec t rons  et d e s  g ranu le s  d e  poly- 

B-hydroxybutyrate sur tout  e n  cu l tu re s  âgées  (Annexe 1, P l anche  1, P h o t o  A). 



Ils sont aérobies et produisent des colonies d e  2 à 4 m m  de  d iamèt re  en 3 à 5 

jours, à 25-30°C, sur milieu d e  FRED et ai. (1932). L a  croissance en présence 

d'oses s 'accompagne souvent d'une audif icat ion et 'd 'une abondante sécrétion 

d e  polysaccharides. L e s  colonies d e  RI meliloti,  d 'aspect  t r ès  muqueux, sont 

entourées  d'un enchevêtrement  dense d e  fi laments polysaccharidiques (Annexe 

1, Planche 1, Photo  BI. 

Les  Rhizobium sont phylogéniquement proches du genre Agrobacterium 

(CONN, 1942),  p a r a s i t e  v é g é t a l  a p p a r t e n a n t  auss i  à l a  f a m i l l e  d e s  

Rhizobiaceae. 

L e  genre  Bradyrhizobium ne possède qu'une seule espèce reconnue : B. 

japonicum (KIRCHNER, 1896 ; JORDAN, 1982) symbionte du Soja (Glycine 

max). Ses ca rac tè res  morphologiques sont identiques aux précédents. La 

cul ture  sur le milieu d e  FRED et ai. (1932) fournit des colonies n'excédant 

pas 1 mm d e  diamètre,  sans acidification du milieu, en  5 à 7 jours 

d'incubation. 

L 'écologie des  Bradyrhizobium est à dominante tropicale. P a r  ailleurs, ce 

groupe est t r è s  hétérogène. JORDAN (1984) suggère que jusqu'à ce que 

d 'autres  espèces ou biovars soient créés,  ces bactéries, au t res  que B. 

japonicum, soient désignées comme Bradyrhizobium sp. suivi du nom e n t r e  

parenthèses d e  la plante-hôte appropriée : Bradyrhizobium sp. (Vigna), 

Bradyrhizobium sp. (Lupinus), etc... Mais AULING et ai. (1988) utilisent 

l'appellation B. lupinus. 

A chacun de  ces genres sont r a t t achés  de  nombreuses espèces ou biovars en 

a t t e n t e  de  classification. Ainsi, une souche isolée d e  nodules racinaires de  

Soja mais ayant  une croissance rapide a été baptisée R. fredii (SCHOLLA et 

ELKAN, 1984) m a i s  CHEN et al. (19883 p r o p o s e n t  d e  l ' a s s i g n e r  à 
Sinorhizobium gen. nov. LINDSTROM (1989) appelle R. galegae une bactér ie  

provenant de  Galega orientalis, une ~ é g u m i n e u s e  utilisabie comme fourrage en 

région tempérée.  

Signalons également  Azorhizobium caulinodans gen. nov, sp. nov., une bactér ie  

f ixat r ice  d 'azote  induisant des nodules sur les t iges  de  Sesbania r o s t r a t a  

(DREYFUS et al., 1988). 



En principe, une espèce d e  Rhizobiaceae init ie la formation d e  nodules chez  

un groupe restreint  de  ~ é g u m i n e u s e s  (tab. 1). 

Rhizobium Plantes  

Rhizobium meliloti 

Rhizobium legurninosarum 

biovar viceae 

biovar trif olii 

bi O var p haseoli 

Rhizobium loti  

Rhizobium f redu  
Bradyrhizobium japonicurn 

Azorhizobium caulinodans 

Rhizobium NGR234 
Bradyrhizobium sp. 

Medicago (Luzernes), Mefilotus (Mélilots), 
Trigonelia (f enu-grec) 

Pisum (Pois), Lens (Lentilles) 

Trifolium (Trèfles) 

Phaseolus (Haricots) 

Lo tus  (Lotier) 

G l y a n e  m a  (Soja) 
Glycine soja  

Sesbania 
(nodules sur les tiges) 

P a r  asponi a 
(non Iégumineuse) 

Tableau 1 - Exemples d'associations Rhizobium-plante. 

Toutefois les anomalies sont nombreuses. Ainsi, cer ta ines  plantes  te l les  que 

Lotus, Vigna, Lupinus, Cicer, Leucaena, Mimosa, Acacia, peuvent ê t r e  

in fec tées  aussi bien par R. loti que par des biovars de  Bradyrhizobium. . 

L a  spécifici té d e  ces derniers est beaucoup plus large et difficile à cerner  que 

ce l l e  des  Rhizobium. 

Signalons enfin l'unique cas connu de  symbiose e n t r e  les  Rhizobiaceae et une 

plante n 'appartenant pas aux ~ é g u m i n e u s e s  : Parasponia. 



II- - GENOME 

L e s  e s p è c e s  d e  Rhizobium à c r o i s s a n c e  r a p i d e  s o n t  g é n é t i q u e m e n t  

c a r a c t é r i s é e s  par  l a  p ré sence  d e  g rands  plasmides, por teurs  d e s  gènes  d e  l a  

symbiose, désignés pSym. 

L'ADN ext rachromosomique ,  mis e n  év idence  c h e z  R. meliloti (BECHET et 

GUILLAUME, 1978), est e s sen t i e l l emen t  cons t i t ué  d e  deux mégaplasmides  

(BANFALVI et ai., 1985), tous  deux impl iqués  d a n s  l a  nodulat ion et 

l ' e f f ic ience  (HYNES et ai., 1986). 

L e s  Bradyrhizobium à cro issance  l e n t e  n e  semblen t  pas posséder un t e l  

équ ipemen t  plasmidique et l e s  gènes  symbiotiques sont  local isés sur  l e  

ch romosome  (RUSSEL et ai., 1985). Plusieurs  groupes  de  gènes  : --- nod, exo,  f ix,  

nif conce rnen t  l a  symbiose. - 

L e s  opérons - nodABCIJ et - nodD s o n t  requis  pour l a  nodulation. Ils s o n t  

présents  et fonct ionnel lement  in terchangeables  dans  tou te s  l e s  e s p è c e s  

(RODRIGUEZ-QUINONES et ai., 1987). Ils cons t i t uen t  l e s  gènes  "nod - 
corn muns". 

U n  second groupe d e  gènes  : - nodFE, U G ,  G H ,  etc ..., i n t é re s se  l a  

spéc i f i c i t é  d 'hôte  et l ' impor tance  d e  la  nodulation. Ils n e  sont  p a s  

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

L e s  gènes  - nod n e  s ' expr iment  pas dans  les  ce l lu les  e n  cu l tu re  in  vitro à 
l ' e x c e p t i o n  d e  l a  f a m i l l e  d e s  g è n e s  r é g u l a t e u r s  &D c o n s t i t u t i f s .  

R. meliloti possède t ro i s  copies  fonct ionnelles  d e  G D  (HON M A  et AUSUBEL, 

1987) don t  deux a u  moins sont  nécessa i res  pour une nodulation e f f i c i e n t e  d e  l a  

Luze rne  (Medicago sativa) (GOTTFERT et ai., 1986). C e s  t ro is  gènes  ne  s o n t  

p a s  ident iques  et o n t  d e s  propr ié tés  d is t inc tes  (MULLIGAN et LONG, 1989). 

L 'expression d e s  g è n e s  "A communs" ex ige  l e  produit  du gène  - nodD et d e s  

composés  e x c r é t é s  pa r  l a  plante,  ident i f iés  c o m m e  des  f lavones (REDMOND 

et ai., 1986). L a  lutéol ine,  i so lée  des  gra ines  d e  Luzerne ,  est l ' inducteur  d e s  

g è n e s  - nod d e  R. meliloti (PETERS et ai., 1986). 



Les  g è n e s  - e x o  con t rô l en t  l a  production d'exopolysaccharides. C h e z  R. mefi lot i ,  

c e r t a ins  son t  local isés sur  le  second plasmide symbiotique et d 'au t res  su r  le  

chromosome. L e s  m u t a n t s  2 son t  souvent  connus pour f o r m e r  des  nodules 

i ne f f i c i en t s  (GLAZEBROOK et al., 1990). 

Les  gènes  pour l a  f ixa t ion  d e  l ' a zo te  son t  divisés e n  deux groupes  (BERINGER 

et al., 1980) : 

- les  gènes  fix, requis  pour l a  f ixat ion symbiotique,  sont  spécif iques des  

R h izobiaceae  ; 

- l es  g è n e s  - nif son t  homologues d e s  sys t èmes  f ixa t eu r s  libres d ' a z o t e  

a tmosphér ique  c o m m e  chez  Klebsiel la  pneumoniae  : - nifKHD code  pour  le  

complexe  nitrogénasique. 

L e s  muta t ions  sur  ces gènes  a f f e c t e n t  l a  f ixa t ion  d e  l ' a zo te  mais  p a s  l a  

nodulation. 

Signalons enfin q u e  d e s  t r ans fe r t s  génét iques  e n t r e  l e s  souches d e  Rhizobium 

se produisent  spon tanémen t  dans  l a  rhizosphère,  p e r m e t t a n t  l ' échange  des  

in fo rma t ions  (BROUGHTON et al., 1987 ; SCHOFIELD et al., 1987). 

III. - ECOLOGIE 

G r â c e  à sa c o m p é t e n c e  saprophytique,  Rhizobium est capable  d e  se ma in ten i r  

longtemps  dans  un soi  incul te  (DOWLING et BROUGHTON, 1986) o ù  les  

nombreux cons t i t uan t s  d e  l a  microf lore  e n t r e n t  e n  compé t i t i on  pour 

l 'ut i l isat ion d e  ressources  limitées. II peut  ainsi se mult ipl ier  l en t emen t ,  a v e c  

un t e m p s  d e  géné ra t ion  e s t i m é  à 200 heures  (BOWEN et ROVIRA, 1976). 

P a r  con t r e ,  dans  l a  rhizosphère d 'une  plante,  c 'est-à-dire l a  portion d u  sol 

sous l ' inf luence d i r e c t e  du sys t ème  rac ina i re ,  les  nu t r imen t s  e x c r é t é s  p a r  le 

végéta l  s t imu len t  l a  c ro issance  d e s  microorganismes. S ' i l  s ' ag i t  d 'une  

Légumineuse,  Rhizobium sera.  d ' au t an t  plus s t imulé,  a v e c  un t e m p s  de  

généra t ion  d'environ 12  heures  (BOWEN et ROVIRA, 1976) et l e s  b a c t é r i e s  

homologues d e  l a  p l a n t e  vont r ival iser  pour coloniser l e  s y s t è m e  r ac ina i r e  et 



é tab l i r  l a  symbiose. Les  microorganismes qui r empor t e ron t  cette compé t i t i on  

et engendre ron t  l e s  clones i n f e c t a n t  l e s  nodules son t  ceux qui a u r o n t  f a i t  

p reuve  d e  la  mei l leure  compét i t iv i té .  

L a  distr ibut ion d e s  souches et leur  pouvoir symbiotique son t  t r è s  variables. 

L e s  éva lua t ions  d e  populations d e  R. meliloti (LOWTHER et al., 1987 a, b) 

dans  d i f f é ren te s  régions on t  mis  e n  év idence  la  fa ib le  e f f i c i ence  d'un grand 

nombre  d e  Rhizobium indigènes et l a  dominance  d'un groupe d e  souches dans 

l a  fo rma t ion  d e s  nodules. L ' implanta t ion  d 'une  cu l tu re  d e  ~ é g u m i n e u s e s  et son 

r e n d e m e n t  peuvent  a lors  s ' avé re r  a l éa to i r e s  et i l  s e r a  envisagé  d ' in t rodui re  

dans  l e  sol d e s  bac t é r i e s  sé lec t ionnées  pour leur  compé t i t i v i t é  et leur  

e f f i c i e n c e  supérieures.  C e t t e  inoculat ion est obligatoire lorsque les Rhizobium 

appropr iés  à l a  p l an te  n e  sont  p a s  présents .  

L a  sé l ec t ion  d e s  bac tér ies ,  les  suppor ts  et les  méthodes  d'inoculation peuven t  

var ie r  mais  l a  t o l é rance  à l a  dess icca t ion  est souvent  un f a c t e u r  décisif .  

MARY et al. (1985) o n t  m o n t r é  qu'un séchage  rapide  d iminue  beaucoup le 

nombre  d e  R. meliloti vivants. Un séchage  l en t  suivi d 'une conserva t ion  dans  

une  humidi té  r e l a t ive  moyenne, e n  p ré sence  d'air,  amé l io re  l a  viabi l i té  des  

ce l lu les  mais  l e s  r é su l t a t s  s o n t  t r è s  variables d 'une  souche  à l ' au t re .  

En f a i t ,  quel le  q u e  so i t  l a  technique  employée ,  l e s  p lantes  sont souven t  

nodulées  par d e s  Rhizobium indigènes moins e f f i c i en t s  que  I'inoculum, voire 

m ê m e  t o t a l e m e n t  inef f ic ien ts ,  mais  a y a n t  une compé t i t i v i t é  supérieure.  

Même  si l e  Rhizobium inoculé produit  e f f e c t i v e m e n t  d e s  nodules sur l a  p l a n t e  

hôte,  l a  p remiè re  saison, i l  peu t  n e  pas pers i s te r  les  saisons suivantes et ê t r e  

r e m p l a c é  par  une  population indigène  (DOWLING et BROUGHTON, 1986). 

D a n s  d ' a u t r e s  cas, l a  c o m p é t i t i o n  e n t r e  l e s  s o u c h e s  n ' a p p o r t e  p a s  

d 'amél iora t ion  sensible à l a  c ro issance  végé ta l e  (MARTENSSON et al., 1987). 

DOWDLE et BOHLOOL (1987) o n t  aussi mis  e n  évidence  l ' impor t ance  du 

c a r a c t è r e  indigène  d e  B. japonicum et R. fredii dans  l a  nodulation du  Soja. 

Toutefois ,  DUNIGAN et al. (1984) o n t  r appor t é  que  l e  pourcentage  d e  nodules 

f o r m é s  par  la  souche  d e  B. japonicum, i n t rodu i t e  dans  une cu l tu re  d e  Soja, 

a u g m e n t a i t  a v e c  le  temps,  indiquant  une ins ta l la t ion  p e r m a n e n t e  et une  hau te  



compét i t iv i té .  JENSEN et S ~ R E N S E N  (1987) o n t  c o n s t a t é  l a  survie d e  R. 

leguminosarum dans  l e  sol, a p r è s  son inoculat ion,  m ê m e  si l e  nombre  d e  

nodules f o r m é s  diminue pendant  3-4 ans. 

L e  devenir  d'une inocula t ion  au  champ dépend donc non seu lemen t  d e  l a  ta i l le  

ma i s  aussi d e  l a  n a t u r e  d e  l a  population indigène  d e  Rhizobium. Aussi, le  

f a c t e u r  d e  succès  l e  plus impor t an t  est peu t  ê t r e  l e  taux  d'inoculation, 

c 'est-à-dire l e  nombre  des  bac t é r i e s  a jou tées  à l a  gra ine  d e  ~ é g u m i n e u s e .  

WEAVER et FREDERICK (1974) suggèrent  q u e  pour obteni r  50 % des  nodules 

du  Soja colonisés pa r  les  B. japonicum inoculés,  ceux-ci doivent  ê t r e  1 000 

fo is  plus nombreux q u e  l a  populat ion naturel le .  

Q u e  l a  f l o re  d e  Rhizobium so i t  pu remen t  indigène  ou modifiée par  

l ' inoculat ion d e  souches  sélect ionnées,  d ' a u t r e s  f a c t e u r s  in terv iendront  e n c o r e  

d a n s  l a  compéti t ion.  L a  f igu re  1 r é sume  ces in t e rac t ions  dont  nous  ne 

dé ta i l le rons  que  ce l l e s  qui conce rnen t  Rhizobium. 

A. - F a c t e u r s  écologiques  a f f e c t a n t  la compé t i t i on  

L a  n a t u r e  du sol, le pH, l a  sal ini té ,  le  c l i m a t ,  l a  végéta t ion ,  les  p ra t iques  

cu l tu ra l e s  sont  a u t a n t  d e  p a r a m è t r e s  qui peuvent  inf luencer  l a  compé t i t i on  

e n t r e  les  souches d e  Rhizobium. Une abondante  l i t t é r a t u r e  leur a été 
consac rée  et el le  a été r é c e m m e n t  r é sumée  par  DOWLING et BROUCHTON 

(1986). Il est diff ici le  d 'en  obteni r  des  conclusions généra les ,  chaque  s i t ua t ion  

s e m b l a n t  p a r t i c u l i è r e .  N o u s  n o u s  b o r n e r o n s  à q u e l q u e s  e x e m p l e s .  

En 1987, RUPELA et al. o n t  mon t ré  , q u e  l e s  populations d e  Rhizobium 

- associées  au  Pois c h i c h e  (Cicer  a r ie t inum L.) d iminuent  a v e c  l a  profondeur-  du 

sol  et les  t e m p é r a t u r e s  e s t iva l e s  é l e v é e s  e n  Inde. P a r  con t r e ,  e l l e s  

a u g m e n t e n t  a v e c  l a  saison d e s  pluies. L e  potent ie l  aqueux et l a  t e x t u r e  du  sol 

i n f luencen t  éga lemen t  l a  survie d e s  bactéries .  L a  sécheresse ,  l e  plus souvent  

combinée  à d e s  t e m p é r a t u r e s  t ropicales,  a l t è r e  l a  surv ie  et l a  compé t i t i v i t é  

bien q u e  d e s  souches d e  Bradyrhizobium, i so lées  dans  d e s  zones  ar ides,  se 

m o n t r e n t  plus r é s i s t an te s  à l a  dessiccat ion q u e  ce l l e s  provenant  d e  régions  

plus f ro ides  et humides. 
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Figure  1 - F a c t e u r s  pouvant influencer la compéti t ion pour l a  nodulation, 
d 'après DOWLING et BROUGHTON (1 986). 



LAWSON et al. (1987), e n  Australie, sur  une  pér iode  d e  17 mois, ne t r o u v e n t  

pas  d e  co r ré l a t ion  e n t r e  les  var ia t ions  d e  populat ion d e  R. leguminosarum bv. 
2 4 trifolii, d e  l 'ordre d e  1,6 x 10 à 2 x 10 b a c t é r i e s  par  g d e  t e r r e ,  et l e  t ype  

d e  sol, l a  moyenne  d e s  t e m p é r a t u r e s  et l 'humidité .  Mais il y a une r e l a t ion  

a v e c  l 'ensolei l lement  et l ' impor tance  d e  l a  végétat ion.  

P a r  ai l leurs ,  on c o n s t a t e  f r équemment  qu 'une  pa r t i e  d e s  Rhizobium dans  l e  sol 

est d e  p e t i t e  ta i l le  ( <  0,3 pm) (CROZAT et al., 1982 ; POSTMA et al., 1988). 

C e  phénomène est sans  doute  rel ié  à d e s  c a r e n c e s  nutr i t ionnelles  mais on  ne  

conna i t  p a s  son i m p a c t  sur l a  compét i t iv i té .  

L a  to l é rance  à l ' a c id i t é  est une d e s  propr ié tés  r eche rchées  pour les souches  

inoculées  dans  les  sols  acides, nombreux e n  zone  tropicale.  Un pH bas 

s ' a ccompagne  géné ra l emen t  d e  taux  é l evés  e n  aluminium et f a ib l e s  en ca l c ium 

et phosphore. C e s  condit ions sont  d 'ai l leurs  plus dommageables  pour la  p l a n t e  

q u e  pour l e s  bac tér ies .  Ainsi, R. leguminosarum TAL271 t o l è r e  une l a rge  

g a m m e  d e  pH (HELEMISH et ELGAMMAL, 1987), mais  il y a souvent  p e u  d e  

co r ré l a t ion  e n t r e  l e s  r é su l t a t s  a u  l abo ra to i r e  et l 'acido-tolérance e x p r i m é e  

dans  les  c h a m p s  (HOWIESON et al., 1988). Toutefois ,  d e s  var ia t ions  te l lur iques  

d e  pH peuvent  modif ier  l a  compé t i t i on  et l a  fo rma t ion  des  nodules. 

Enfin, l ' é tude  d e  l ' e f f e t  d e  l a  sa l in i té  sur  l a  c ro issance  a mon t ré  q u e  R. 

leguminosarum TAL271 (HELEMISH et ELGAMMAL, 1987) a c c e p t a i t  jusqu'à 

2 % d e  NaCl  mais  suppor ta i t  moins bien les  carbonates .  

L e s  pra t iques  cu l tu ra l e s  peuvent  é g a l e m e n t  a f f e c t e r  l ' ap t i tude  d e s  b a c t é r i e s  à 
l a  nodulation. LA FAVRE et EAGLESHAM (1987) mon t ren t  q u e  l 'applicat ion 

d e  n i t r a t e  d e  potassium, a u  momen t  d e  l a  p lanta t ion  du Soja,  s t imu le  la  

nodulat ion par  d e s  souches d e  Bradyrhizobium peu ef f ic ien tes .  En r èg le  

généra le ,  d e s  populations d e  Rhizobium surv ivent  mieux si l a  Légumineuse  

homologue est pe r s i s t an te  ou renouvelée.  En revanche ,  c e r t a i n e s  ro t a t ions  d e  

c u l t u r e  peuvent  e n t r a î n e r  une phytotoxici té .  Ainsi, l e s  ac ides  coumar iques  et 

ferrul iques,  provenant  d e s  résidus d e  r éco l t e  du Blé, Maïs ou Sorgho,  r édu i sen t  

ensu i t e  l a  c ro issance  d e  l a  Luzerne ,  l a  nodulation et l a  f ixat ion d ' azo te  p a r  R. 

meliloti (ALSAADA WI, 1987). 



Enfin, si des  herbicides ut i l isés  aux doses  r ecommandées  e n  ag r i cu l tu re  

n ' inf luent  p ra t iquemen t  p a s  sur  les  populat ions d e  Rhizobium (ROSLYCKY, 

1981, 1982), un fongic ide  t e l  que  l e  para th ion  a f f e c t e  l a  c ro issance  et le  

métabol i sme d e  R. meliloti (DESTORANI et al., 1986). 

B. - Facteurs biologiques affectant l a  compétition 

' C o m m e  tou te s  les  bac tér ies ,  Rhizobium est suscept ib le  d ' ê t r e  i n f e c t é  p a r  des  

virus. C e s  phages s o n t  éga lemen t  p ré sen t s  dans  l e s  sols  et i l  s ' é t ab l i t  une 

re la t ion  phage-bactér ie  qui n 'es t  pas sans  inc idence  sur  la  symbiose. Nous 

dé ta i l le rons  ce phénomène u l té r ieurement .  Mais d ' au t r e s  prédateurs  peuven t  

in terveni r .  Si Bdellovibrio n e  semble  pas  avoir  une grande  influence,  les  

pro tozoai res  se nourr i ssent  d e  bac t é r i e s  et réduisent  l e  nombre  d e  Rhizobium 

(DANS0 et al., 1975). 

Enfin, l e  ch imio tac t i sme  et l a  mobil i té  s o n t  d e s  f a c t e u r s  impor t an t s  d a n s  la  

compét i t ion .  L e s  exsuda t s  rac ina i res  con t i ennen t  d e s  sucres  et d e s  a c i d e s  

aminés  qui a t t i r e n t  R. meliloti (BURG et ai., 1982) et les  m u t a n t s  

hypermobiles  se m o n t r e n t  n e t t e m e n t  plus compé t i t i f s  (EL-HALOUI et al., 

1986). En général ,  l e s  m u t a n t s  d e  R. rneliloti (CAETANO-ANOLLES et al., 

1988) et d e  R. trifolii (MELLOR et al., 1987), déf ic ien ts  e n  mobil i té  ou 

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

IV. - STRUCTURES EXTERNES DES RHlZOBIACEAE 

Il est admis  que  l e s  Rhizobiaceae  possèdent  une organisat ion d e s  enveloppes  

i d e n t i q u e  à c e l l e  d e s  a u t r e s  b a c t é r i e s  à G r a m - n é g a t i f  ( f i g .  2). 

Par t i cu l i è r emen t  c o n c e r n é e  par  d e s  in t e rac t ions  cel lulaires ,  l a  m e m b r a n e  

e x t e r n e  est c o n s t i t u é e  d e  p h o s p h o l i p i d e s ,  d e  p r o t é i n e s  e t  d e  

l ipopolysaccharides (LPS). C e s  dern iers  son t  spécif iques et présents  c h e z  

t o u t e s  ces bactéries .  

S o u v e n t ,  e x i s t e n t  é g a l e m e n t  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e x t r a c e l l u l a i r e s  ou  

exopolysaccharides (EPS) e n t o u r a n t  l a  cellule. 

Enfin, l e s  Rhizobiaceae  peuvent  posséder d e s  f lage l les  et pili qui so r t en t  d e  la  

su r f ace .  



Après quelques généralités, nous envisagerons plus précisément les EPS et LPS 

d e  R hizobiaceae. 

OM 

PPS 

-CM 

Figure  2 - Organisation des enveloppes des  bactér ies  à Gram-négatif, 
selon LAMBERT (1 988). 

CPS : polysaccharides capsulaires ; LPS : lipopolysaccharides ; 
OM : membrane ex te rne  ; PPS : espace  périplasmique ; POR : 
porines ; PL : phospholipides ; PG : peptidoglycanne ; CM : 
membrane cytoplasmique ; P : protéines. 



A. - Les exopolysaccharides 

1 - Générali tés 

Synthétisés par de  nombreuses bactéries, les exopolysaccharides peuvent ê t r e  

à l 'origine soit d'une capsule qui res te  f ixée à l a  bactérie,  soit d'une 

substance muqueuse (slime) mal délimitée, pratiquement libre et pouvant ê t r e  

él iminée par centrifugation (fig. 3). 

L a  différenciation est parfois difficile lorsque des bactér ies  surproduisent des 

EPS capsulaires dont  l'excès donne l'apparence d'un mucus périphérique. De 

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

(WHITFIELD, 1988). 

Figure 3 - Différentes  formes d'exopolysaccharides bactériens. 

L e s  EPS p e u v e n t  ê t r e  homopolyos id iques  c o m m e  l ' a c i d e  co lo rn in ique  

dfEscherichia coli K1 (MCCUIRE et BINKLEY, 1964) : 

mais le  plus souvent ils sont composés d'unités de répéti t ion invariables plus 

ou moins complexes comme les polysaccharides capsulaires d lAerobacter  

aerogenes  (YUREWICZ et al., 1971) : 



ou d e  Klebsielia K64 (KENNE et LINDBERG, 1983) : 1 

Ils sont  souvent  subs t i tués  par  d e s  composants  non glucidiques dont  l e s  t aux  . 
dépendent  beaucoup d e s  condit ions d e  cu l tu re  et d e  la  phase d e  croissance.  

L a  p lupar t  des  fonct ions  a t t r i buées  aux EPS conce rnen t  l a  p ro t ec t ion  d e  l a  

bac t é r i e  e n  réponse à l a  pression d e  l 'environnement.  

L a  présence  d 'une couche  hydra tée  peut  l a  prémunir  con t r e  l a  dess icca t ion  et 

l a  prédat ion  par  l e s  protozoaires.  L e  ge l  polysaccharidique a aussi des  e f f e t s  

s igni f ica t i f s  sur l a  diffusion d e  subs tances  c o m m e  l e s  an t ib io t iques  et l e s  ions  

m é t a l l i q u e s  t o x i q u e s  ou  non.  La p r o d u c t i o n  d 'EPS  c a p s u l a i r e s  est 

par t icu l iè rement  répandue  chez  l e s  bac t é r i e s  pa thogènes  et leur p e r m e t  

d 'échapper  à l a  phagocytose.  

Enfin, les  EPS s o n t  souvent  p ré sen t s  dans  les  biofi lms adhés i f s  lorsque l a  

surv ie  d e  l a  b a c t é r i e  dépend d e  son ap t i t ude  à adhé re r  sur l e s  surfaces,  d'où 

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

Dans l a  major i té  d e s  bac t é r i e s  à Gram-négat i f ,  l es  précurseurs  d e  la  syn thèse  

d'EPS se ra i en t  local isés dans  l e  cytoplasme.  L e s  in t e rméd ia i r e s  s o n t  

t r anspor t é s  par un lipide e n  C55, I 'undecaprenol phosphate, et assemblés  au  



' niveau d e  l a  m e m b r a n e  cytoplasmique.   élongation d e  I'EPS se poursuivrai t  

dans  l e  périplasme. L e  passage du polymère à t r a v e r s  la  membrane  e x t e r n e  

semble  s ' e f f ec tue r  e n  c e r t a i n s  sites où l e s  membranes  cytoplasmiques  et 

e x t e r n e s  sont  accolées.  

2 - Les exopolysaccharides de Rhizobiaceae 

L e s  R h i z o b i a c e a e  s o n t  c o n n u e s  pour  s é c r é t e r  d ' i m p o r t a n t e s  q u a n t i t é s  

d 'exopolysaccharides don t  l a  local isat ion rée l le  a souvent  été négligée pa r  l e s  

auteurs .  L a  capsule  est variable selon les  e spèces  et m ê m e  les  souches, R. 

meliloti é t a n t  l ' e spèce  l a  moins capsulée  (DUDMAN et al., 1968). Mais tous  

l e s  Rhizobium produisent  un hétéropolyoside ac ide ,  soluble dans  l 'eau, c o m m u n  

a u  sein d 'une e s p è c e  sauf c h e z  R. leguminosarum. 

D e  nombreux Rhizobium s o n t  é g a l e m e n t  capab le s  d e  synthé t i ser  d e s  

f3 -2-glycannes cycl iques  (YORK et al., 1980) tandis  que  d e s  e spèces  d e  

Bradyrhizobium syn thé t i s en t  d e s  glycannes cycl iques branchés  composés d e  10 

à 13 résidus d e  g lucose  l iés  e n  f3 -1,6 et 6-1,3 (MILLER et al., 1990). 

Les  polysaccharides d e  su r f ace  d e  Rhizobiaceae  o n t  f a i t  l 'ob je t  d e  nombreux 

travaux.  Une syn thèse  d e  CARLSON (1982) f a i t  appa ra î t r e  que  Rhizobium 

produit  t ro is  types  d 'EPS qui son t  d 'ai l leurs  repris  par  JORDAN (1984) c o m m e  

é l é m e n t s  compara t i f s  e n t r e  R. leguminosarum et R. meliloti (fig. 4). 

L e s  EPS d e  R. meiiloti ( type  1) d i f f è ren t  d e  ceux  des  a u t r e s  Rhizobium à 
c ro i s sance  rapide p a r  l ' absence  ou la  t r è s  fa ib le  proport ion d 'ac ides  uroniques 

(COURTOIS et al., 1975, 1986). D e  plus, i l s  son t  subs t i tués  pa r  des  rad icaux 

pyruvyle, a c é t y l e  et succinyle. Il s ' ag i t  d e  succinoglycannes, à l a  d i f f é r e n c e  

d e s  EPS d e  type  II qui n e  con t i ennen t  pas  d e  succ ina te .  

COURTOIS (1984) et HEYRAUD et al. (1986) o n t  proposé une un i t é  d e  

r épé t i t i on  pour l e  succinoglycanne d e  R. meliloti M5N1 (fig. 51, un peu 

d i f f é r e n t e  par  l ' emplacemen t  du ga l ac tose  mais  confo rme  à ce l le  d é c r i t e  

p récédemment  par  JANSSON et al. (1 977). 
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Figure 4 - unités de répétition des EPS synthétisés par R. meliloti (type 1) et 
R. legurninosarum (types I I  et  III). 



L e s  EPS d e  B. japonicum semblent plus variés et plus complexes comme l e  

montrent les deux exemples d e  la  f igure 6. On remarque une plus grande 

hétérogénéité dans la  composition, la  s t ructure  et la  présence d'oses 

méthylés. 

L e s  conditions d e  biosynthèse du polysaccharide n'influencent pas l a  

composition osidique mais peuvent fa i re  varier les taux de substitution par les 

acides organiques (COURTOIS et al., 1986). L'âge d e  la culture agi t  d e  même. 

Cependant des EPS d e  R. meliloti, élaborés par des  cellules e n  croissance ou 

e n  non-prolifération, n'ont pas les mêmes propriétés viscosimétriques. L e s  

seconds ont une viscosité plus élevée mais beaucoup plus sensible à l 'élévation 

d e  température  (HEYRAUD, 1986). 

Quant  à l 'étude ultrastructurale des exostructures d e  R. meliloti, réalisée par 

MUTAFTSCHIEV et al. (1982) ou dans notre  laboratoire, e l le  a fourni les 

mêmes résultats  (Annexe 1, Planche II).  près 20 h de  cul ture  en milieu 

liquide sucré (FRED et al., 1932), les cellules excrè ten t  des EPS qui se 

présentent sous l 'aspect  d e  longs fi laments formant  de  nombreuses boucles 

(Photo A). 

Lorsque l'on observe un nombre d e  bactéries, on remarque que beaucoup * 

d 'entre  el les é m e t t e n t  préférentiel lement leurs EPS e n  un s i te  proche d'un des  

pôles cellulaires (Photo 8). Le  réseau d e  fibres d e  polysaccharides s'épaissit 

a v e c  l 'âge d e  la  cul ture  et emprisonne les bactér ies  (Photos C à E). 

Des centrifugations successives éliminent complètement  les EPS, res taurant  

des  cellules nues, identiques, en  microscopie, à celles prélevées après  

seulement quelques heures d e  culture (Photo F). 

B. - L e s  lipopolysaccharides 

1 - Général i tés  

On sait depuis plus d'un siècle que cer ta ins  symptômes, te l  que la  f ièvre,  

rencontrés lors d'infections par des bactér ies  à Gram-négatif, sont  causés par 

une endotoxine solidement a t t achée  à la paroi bactérienne. BOIVIN et 

MESSROBEANU (1935) puis WESTPHAL et al. (1952) ont précisé la na tu re  

lipopolysaccharidique d e  la  molécule. 
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Figure  5 - St ruc tu re  du succinoglycanne d e  R. meliloti M5NI. 
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Figure 6 - St ruc tu re  des  unités d e  répéti t ion de  B. japonicum CB1795 
(DUDMAN, 1978) et 3Ilb138 (MORT et BAUER, 1982). 



En fait ,  seule la s t ructure  des LPS de  quelques Enterobacter iaceae est bien 

connue et se r t  de  modèle d e  référence.  

Trois régions peuvent ê t r e  chimiquement, biologiquement et génét iquement  

distinguées (fig. 7 et 8). 

Chaïne latérale 
1 1 

Unité de répétition 

i 

Cwe 
digosacdiaride n 

Figure 7 - Architecture des LPS dlEnterobacteriaceae.  
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Antigène O R core 
* 

Figure  8 -  LPS d e  E. c o l i  0111B:4 (EDSTROM et HEATH, 1965). 
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r Glc-GlcX H: ' 

L a  chaîne la téra le  ("side-chain") est un hétéropolysaccharide composé d 'uni tés  

répét i t ives  de  plusieurs résidus monosaccharidiques parmi lesquels les f o r m e s  

pyrannes et furannes des oses neutres, des osamines et des acides  uroniques 

pouvant se trouver e n  configuration a ou B .  P a r  conséquent, les  possibilités de  

combinaison sont énormes. C e t t e  fraction du LPS est responsable de  

I 'antigénicité, ca r  e l le  por te  les déterminants  antigéniques 0. La  variat ion 

d'un seul ose suff i t  à modifier l a  spécifici té de  l'antigène. De  nombreux 

systèmes d e  sérotypage bactériens, dont le  schéma d e  KAUFFMAN-WHITE 

pour les Salmonella, reposent sur ce principe. 

Col Col GlcNAc 
I l I 

GicNAc-Glc-Gal -Glc-Ga1 , 

L e  "core" est aussi un hétérooligosaccharide dont la région proximale du lipide 

A cont ient  souvent deux oses particuliers : le  L-glycero-D-mannoheptose et 

l ' a c i d e  3-deoxy-D-mannooctulosonique (KDO). L ' é t h a n o l a m i n e  et  l e s  

l 
Glc-Hep-Hep 

Glc-Hep-Hep 



groupements phosphate sont des substi tuants  corn muns. L e s  variat ions 

interspécifiques du "core" sont faibles, comparées  à celles de  l 'antigène 0. 

Chez Salmonella, un seul type de  "core" exis te  pour tous les sérotypes et chez  

E. coLi, six "cores" o n t  été décri ts  pour plus d'une centa ine  d e  sérotypes  

(BRADE et al., 1988). 

L e  lipide A est un glycophospholipide. Des unités disaccharidiques de  

glucosamine-phosphate l iées en 8 -1,6 consti tuent un squele t te  hydrophile 

a u q u e l  se r a t t a c h e n t  d e s  a c i d e s  g r a s  s o u v e n t  hydroxylés  (f ig.  9). 

Figure  9 - St ruc tu re  chimique du lipide A d'E. coli. 

L e s  nombres dans les cerc les  indiquent le nombre d 'a tomes de  
carbone de  l a  chaîne. 

L a  présence constante  d e  l 'acide 8-hydroxymyristique (3-OH-CI4:0) semble  

spécifique et ca rac té r i s t ique  du lipide A. 

L e s  groupes hydroxyles l ibres en Cq et C t a  servent  à la  liaison du lipide A 

a v e c  la  chaîne polysaccharidique via le KDO. 

L e  lipide A est le  support de  la toxicité d e  la  molécule en t i è re  d e  LPS. 



L'intégrité d e  la  s t ructure  du LPS, tel le que nous l'avons décr i te ,  confère  le  

type S (Smooth) aux bactéries. L'absence to ta le  ou part iel le d e  la chaîne  

la téra le  polysaccharidique donne le ca rac tè re  R (Rough). 

L'hétérogénéité des LPS est une au t re  caractér is t ique importante.  Elle 

suppose que l a  s t ructure  des LPS n'est  pas uniforme dans une souche donnée 

et que des longueurs d e  chaînes latérales variables, des  s t ructures  du "core" 

o u  du l i p i d e  A m o d i f i é e s ,  p e u v e n t  e x i s t e r .  C e s  v a r i a t i o n s  s o n t  

incontestablement démontrées  dans des groupes bactériens t r è s  divers. Elles 

sont  souvent aussi rel iées aux conditions et au s tade  d e  développement d e  ' la  

bactér ie  '(TORTORELLO et DEL WICHE, 1984 ; PANASENKO et al., 1989). 

D'abondantes études o n t  aussi montré les grandes diversités d e  composition 

moléculaire. Ainsi, l 'heptose est fréquemment absent chez  les bactér ies  a u t r e s  

que  les Enterobacteriaceae.  Par  ailleurs, les LPS recèlent  des oses  rares dont  

l e  tableau 2 donne quelques exemples. 

Oses 

--- - -  . 
Bactéries Références 

Ac. 2-ceto-3-deoxy-1,7- 
. dicarboxy heptonique 

Aanetobacter  calcoaceticus Brade et Rietschel (19851 

2-amino-2,6-dideoxy-D-glucose 
(Dquinovosamine) 
4-acetamido-4,6- 

dideoxy-D-mannose 
(D-perosamine) 

Ac. 5,7-diamino-3,5,7,9- 
tetradeoxynonulosonique 

(ac. pseudaminique) 

Ac. 2,3-diamino-2,3- 
dideoxyuronique 

Pxudomonas aeruginosa 
Alteromonas putref aciens 

E. coli 01 57:47 

Myxococcus xanthus 

Pseudomonas aeruginosa 
S higeiia boydii 

Pseudomonas aeruginosa 

Wilkinson et Galbraith (1975) 
Moule et Wilkinson (1989) 

Perry et ai. (1986) 

Panasenko et al. (1 989) 

k i r e l  et ai. (1984) 

Knirel et Kochetkov (1987) 

Tableau 2 - Exemples d'oses rares  rencontrés dans les LPS 



2 - Les lipopolysaccharides de  Rhizobiaceae 

Il f au t  consta ter  que les lipopolysaccharides des Rhizobiaceae on t  été moins 

é tudiés  que les au t res  polysaccharides. En 1968, GRAHAM et O'BRIEN 

préparent et analysent les LPS d e  16 souches de  Rhizobium. L e  glucose et le 

rhamnose sont les seuls monosaccharides présents dans toutes  les préparations 

mais l e  mannose, la glucosamine et l 'acide 4-O-méthylglucuronique sont 

fréquents. Ils d é t e c t e n t  également  le  fucose, le galactose,  le  xylose et 

I ' a r a b i n o s e  m a i s  p a s  d e  desoses ,  d ' h e p t o s e  et d ' a u t r e s  hexosamines .  

La  caractér isa t ion d'autres LPS d e  Rhizobium à croissance rapide a mis en 

évidence une importante  diversité (CARLSON et al., 1978 ; PLANQUE et al., 

1979 ; ZEVENHUIZEN et al., 1980). C e s  préparations peuvent contenir  des 

sucres neutres, des  hexosamines, des  acides  uroniques, le KDO. Glucose, 

galactose, mannose et rhamnose sont présents dans la majori té des cas mais 

en  proportions variables. Les  oses méthylés sont en  pe t i t e  quant i té  dans  de 

nombreux échantillons. L'heptose e s t  r a r e  mais parfois méthylé (RUSSA et 

LORKIEWY CZ, 1979). 
1 

Les lipides A révèlent des compositions e n  acides gras  similaires e n t r e  les 

espèces. Les  acides (3-hydroxymyristique (3-OH-14:O) et (3-hydroxypalmitique 

(3-OH-16:O) sont les  plus importants. On trouve également d 'aut res  acides, le 

plus souvent hydroxylés, en  proportions plus faibles. 

L'examen comparatif  de  ces LPS montre  autant  d e  différences e n t r e  les 

espèces  d e  Rhizobium qu'entre des  souches au sein d'une même espèce. Non 

seulement  cette notion sera  constamment  vérifiée mais, d e  plus, i l  s 'avère  

que les molécules d e  LPS sont  t r è s  hétérogènes. Il existe d i f férentes  formes 

qui pourraient résulter  d 'agrégats à divers stades, d e  quanti tés variables 

d'unités de  répéti t ion dans l 'antigène 0, d e  types multiples de  molécules et de 

l a  combinaison d e  ces facteurs  (CARLSON, 1984). 

La  variabilité d e  l a  composition et des propriétés immunochimiques des LPS 

au cours de  la  phase de  croissance de  R. leguminosarum bv. t r i f o l '  (HRABAK 

et al., 1981) confor te  l'observation précédente.  



Une étude plus détail lée des  LPS de  R. legurninosarum bv. trifoiii et bv. 

phaseoli a mis en évidence un motif s t ructura l  commun au niveau du "core". 

Celui-ci est essentiel lement composé d'acide galacturonique, avec  de  pe t i t e s  

quanti tés d e  mannose, galactose, glucose- et KDO (CARLSON, 1984 ; 

CARLSON et al., 1987 a,b). La  s t ructure  caractér is t ique moyenne consiste en 

2 résidus terminaux d'acide galacturonique associés par des  liaisons a aux 

carbones 4 et 7 du KDO (CARLSON et al., 1988) (fig. 10). 

Figure  10 - "Core" du LPS d e  R. legurninosarum bv. tr ifoii i  ANU843. 

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

galacturonique et KDO. L'existence d e  ces deux f ragments  indiquerait la  

présence possible de  ces deux types d e  LPS, peut  ê t r e  synthétisés à des  

moments d i f férents  d e  l a  croissance. Chaque isolat  d e  LPS pourrait contenir  

l e s  deux fo rmes  (HOLLINGSWORTH et al., 1989 a,b). 

Q u a n t  à l 'antigène O, sa composition est très variable selon les souches. Il 

cont ient  f réquemment  des  oses et osamines méthylés et, quand I'heptose est 

présent,  il est localisé dans  l 'antigène O et non dans le "core". P a r  ailleurs, 

des  oligosaccharides issus d e  l 'antigène O et du "core" contiennent le KDO à 
leurs  ex t rémi tés  réductrices indiquant ainsi que c'est ce dernier qui lie la  

chaîne  l a té ra le  et le "core" a u  res te  de  l a  molécule (CARLSON et al., 1987a). 



C e s  résultats  montrent que les LPS de  R. Ieguminosarum sont  d i f férents  de  

ceux des Enterobacteriaceae.  L a  forme complète du LPS d e  Rhizobium aura i t  

un antigène O court, consti tué d'un polysaccharide complexe plutôt q u e  d'un 

oligosaccharide formé d'unités répétitives. 

Dans les LPS de  R. meliloti 10406, URBANIK-SYPNIEWSKA et al. (1989) ont  

démontré d e  for tes  teneurs  en  glucose, acide galacturonique et KDO. P a r  

contre,  i l  n'y a pas d'heptose. Ceci  suggère une s t ruc tu re  du core  identique à 
celle de R. leguminosarurn bv. trifolii. Le lipide A (fig. I I )  cont ient  un 

disaccharide constitué d e  deux glucosamines phosphorylées l iées en 13 -1,6. Les 

acides gras, associés par des  liaisons es te r  ou amide sont : l 'acide 

3-hydroxymyristique (3-OH-l4:O), 3-hydroxystéarique (3-OH-18:O) et un acide  

g r a s  p a r t i c u l i e r  : l ' a c i d e  27-hydroxyoctacosanoïque (27-OH-28:0), 

primitivement mis e n  évidence chez  R. legurninosamm bv. trifolii ANU843 

(HOLLINGSWORTH et ai., 1989b) et qui semble propre aux Rhizobiaceae. 

.O,. / P -= O ~ H O ~  :...o. 
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Figure  11 - Lipide A d e  R. meliloti 10406. 

II y a peu d e  t ravaux sur l a  purification et l a  composition des LPS de  

Bradyrhyzobium. Toutefois, d i f férentes  souches de  B. japonicum (CARLSON et 

YADAV, 1985 ; PUVANESARAJAH et ai., 1987 ; CARRION et al., 1990) et de  

B. lupini (MAYER et al., 1989) o n t  été étudiées. On cons ta te  généralement la  

présence d 'une assez grande var ié té  d'oses neutres méthylés ou non, osamines, 

acides uroniques, etc... La  teneur  en KDO e s t  plus ou moins importante.  Le  



l ipide A con t i en t  l ' ac ide  27-hydroxyoctacosanoi'que mais  il est su r tou t  

c a r a c t é r i s é  par  un ose r a r e  : l e  2,3-diamino-2,3-did~oxyglucose que  l 'on n e  

t rouve  pas c h e z  les  Rhizobium à c ro i s sance  rapide  et qui r e m p l a c e r a i t  l a  

glucosamine d a n s  l e  sque le t t e  osidique du Lipide A d e s  LPS d e  Bradyrhizobium. 



C H A P I T R E  II 

LES INTERACTIONS CELLULAIRES DE SURFACE 
DANS L A  NODULATION 



La morphogenèse du nodule eff ic ient ,  capable de fixer l 'azote atmosphérique, 

const i tue  sans doute  l 'événement le plus complexe d e  la symbiose, c a r  elle 

m e t  en  oeuvre des  échanges d e  signaux e n t r e  la plante et la bactérie,  prélude 

à des  différenciations morphologiques et physiologiques chez les partenaires. 

Dans les premiers instants, ces interactions concernent essentiel lement les 

surfaces  cellulaires. 

Aussi, après  avoir décr i t  la formation des nodules, nous nous intéresserons au 

rôle des  s t ructures  externes  d e  Rhizobium, en focalisant notre  a t tent ion sur 

l e s  exopolysaccharides et les lipopolysaccharides. 

1. - ONTOGENESE DES NODULES 

A. - Processus générai  

L ' é tape  d'initiation correspond à un chimiotactisme bactérien positif vis-à-vis 

des  exsudats racinaires aboutissant à un enrichissement de  la  rhizosphère en  

Rhizobium (fig. 12A). Dans un premier temps, ceux-ci s ' a t t achen t  de  façon 

polaire aux poils radiculaires ou à des  cellules génétiquement prédisposées à 
se différencier e n  radicelles (fig. 12B). 

BHUVANESWARI et ai. (1981) on t  montré que les cellules-hôtes infectibles se  

s i tuent  dans la zone de  préémergence des  poils radiculaires et qu'il n'y a 

pratiquement pas d e  nodulation sur les poils anciens des racines de Soja, de  

Trèfle ou de Luzerne. De même, la  susceptibilité à l ' infection par R. 

leguminosarum e s t  essentiel lement confinée dans les  régions des jeunes 

racines primaires du Pois où émergent  les poils (DIAZ et al., 1986). 

L a  première  réponse visible de  l ' infection est la courbure du poil en "crosse 

d e  berger" (fig. 12C). Peu d e  choses sont connues sur ce mécanisme mais i l  

sera i t  induit par les bactér ies  (HALVERSON et STACEY, 1986). Toutefois, la 

courbure ne semble pas essentiel le et e l le  est parfois absente (ROBERTSON 

et ai., 1985). La  bactér ie  est ainsi enclose dans une sor te  d e  poche fo rmée  

par une invagination de  la paroi du poil. On considère généralement qu'un seul 

type  d e  Rhizobium e s t  à l 'origine du nodule mais cer ta ins  travaux, en 

part iculier  sur le  Soja (MOAWAD et SCHMIDT, 1987), indiquent que les 

infect ions  mixtes sont suffisamment f réquentes  pour a t t i r e r  l 'attention. Des 



Figure  12 - Infection d'un poil r a u n a i r e  par Rhizobium. 

A : Rhizobia dans la rhizosphère. 
B : Attachement  polaire aux poils r auna i res .  
C : Courbure du poil. 
D : Propagation du cordon d'infection. 



enzymes hydrolytiques, pectinases et cellulases, d'origine mal définie, 

dégradent la paroi végétale, pe rmet tan t  l 'entrée du Rhizobium et la format ion 

d 'un  c o r d o n  i n f e c t i e u x  qui  p é n è t r e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  c o r t i c a l e s .  

Le cordon se ramif ie  et se dirige vers la  racine  (fig. 12D), limité 

extér ieurement  par la  paroi cellulosique et la membrane cytoplasmique d e  la 

plante. Toutefois, cer ta ines  ~ é g u m i n e u s e s ,  comme l'Arachide, ne sont  pas 

envahies par un cordon infectieux mais par les espaces  intracellulaires du 

cor tex racinaire (ROLFE et GREESHOF, 1988). VANDENBOSCH et al. (1989a) 

réconcilient ces deux modes d 'entrée,  apparemment différents,  en montrant,  

par immunocytochimie, que  le cordon d'infection peut  ê t r e  considéré com'me 

une modification anatomique spécialisée de  l 'espace intracellulaire normal. 

L a  gaine du cordon est néosynthétisée lors de  son avancée et peut ê t r e  

considérée comme une réaction de défense qui permet  au Rhizobium 

d 'a t te indre  l ' intérieur d e  la plante mais sans accéder  au cytoplasme 

(DJORDJEVIC et ai., 1987a). 

Dans l e  cas du Soja, ROTH et STACEY (1989) distinguent t ro is  régions dans  le 

cordon (fig. 13). 

Zone 

Figure 13 - L e s  3 zones du cordon infectieux des  nodules de  Soja, d 'après  
ROTH et STACEY (1989). 



A : membrane ex te rne  d e  la bactér ie  ; B : bactérie ; ER : 
rét iculum endoplasmique végétal  ; IM : membrane du cordon 
infect ion ; IW : paroi du cordon infectieux ; N : noyau d e  la 
c e l l u l e  v é g é t a l e  ; SM : m e m b r a n e  d e  s é q u e s t r a t i o n .  

Zone 1 : la  pa r t i e  moyenne du cordon cont ient  des bactéries qui se 

divisent, entourées  d'une matr ice  polysaccharidique cer ta inement  

d'origine bactérienne. 

Zone 2 : i l  s 'agit  d'une région d e  mobilisation membranaire. Une in tense  

a c t i v i t é  du r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  f o u r n i t  l e s  q u a n t i t é s  

importantes  de  membranes exigées ultérieurement. 

Zone 3 : à l ' ext rémité  du cordon, un processus d'endocytose p e r m e t  

l ' intégration dans le  cytoplasme de  la  cellule méristématique 

d'une bactér ie  entourée  d'une membrane d e  séquestration ou 

p é r i b a c t é r o ï d e  qu i  a u n e  t r i p l e  o r i g i n e  : l e  r é t i c u l u m  

endoplasmique, le cordon infectieux et une synthèse d e  novo. La 

juxtaposition de  cette membrane avec  la membrane ex te rne  d e  la 

bactérie,  suggère des interrelat ions fonctionnelles. Chez le  Soja, 

el le est le  siège des  échanges e n t r e  le macro et le microsymbionte. 

Glucose et saccharose pourraient dif f uskr passivement tandis qu'un 

t ranspor t  actif in téresse  le  succinate et le  malate  (MELLOR, 1989). 

 ès le  début d e  l'infection, le Rhizobium é m e t t r a i t  un signal vers  la 

plante-hôte, ordonnant la  production d e  cette membrane péribactéroïdienne 

(MELLOR et al., 1989). 

La bactérie,  l 'espace et la  membrane péribactéroïdiens const i tuent  un 

compart iment  endosymbiotique comparable à un lysosome. En e f f e t ,  il 

cont ient  les mêmes  protéines à c a r a c t è r e  lytique, les bactéroïdes se ra ien t  

protégés, durant la  phase d e  fixation d e  l 'azote, par l'ammonium agissant par 

"rétro-action" sur les protéases lysosomales, en  t a n t  que produit f ina l  du 

catabolisme des protéines. Ceci  ne sera i t  pas suffisant, d 'aut res  mécanismes 

devant protéger les bactéroïdes (MELLOR, 1989). De tel les organelles exis tent  

dans pratiquement toutes  les endosymbioses, le  t e r m e  de  "symbiosome" semble  

admis (ROTH et al., 1988). 



Dans leur vacuole d e  séquestration, les Rhizobium à croissance l en te  

effectuent  quelques divisions, donnant des i lôts d e  cellules non déformées  

tandis que les Rhizobium à croissance rapide ne  se divisent plus mais 

augmentent d e  volume et se  déforment de  façon importante.  

BERGERSEN (1974) a proposé d'appeler "bactéroide" tou te  fo rme  symbiotique 

d e  Rhizobium se trouvant dans le nodule, dont une cellule peut en contenir  

quelques centaines, entourant  une vacuole centra le  (fig. 14). 

. - 

Figure  14 - Schéma représentant  quelques cellules d e  la zone bactér ienne 
du nodule (type Pois) avec, dans chacune d'elles, les quelques 
centa ines  d e  bactéroides entourant  l a  vacuole centrale,  d 'après  
BLONDEAU (1981). 

C e s  bactéroïdes deviennent les  organismes fixateurs d 'azote  atmosphérique 

par derépression des gènes nif et formation d'un complexe enzymat ique 

métalloprotéique : l a  nitrogénase qui réduit l 'azote moléculaire en ammoniac,  

e n  absence d'oxygène. Les  ions ammonium sont pris en  charge par un sys tème  

enzymat ique qui procure ainsi du glutamate à l a  plante (BLONDEAU, 1980). 

La  différenciation symbiotique et la maintenance des bactéroïdes d e  R. 

meiiloti dans l es  nodules d e  Luzerne exigent une ac t iv i t é  succinate  

d é h y d r o g é n a s e  (GARDIOL et al., 1987).  L ' i  m p o r t a n c e  d e s  a c i d e s  



dicarboxyliques comme source d'énergie pour l a  f ixation d 'azote  a encore  6th 

démontrée  par HORNEZ et al, (1989) grâce  à l 'obtention d'un mutant  de R. 

meiiloti M5Nl déficient  dans l e  transport  du succinate. Celui-ci ne  peut 

former  que des  nodules inefficients, sans act iv i té  nitrogénasique. Un mutan t  

équivalent chez  B. japonicum re ta rde  le  développement du nodule (HUM BECK 

et WERNER, 1989). 

Durant  ces événements, l a  p lante  réagit  par la  dédifférenciation et la  division 

d e  cellules du parenchyme cortical. C e t t e  prolifération sur un cô té  d e  la  

racine  engendre progressivement le  nodule que le développement d'un sys tème 

vasculaire connecte à l a  racine porteuse. 

L 'act iv i té  propre du méris tème est responsable de l a  morphologie du nodule, 

caractér is t ique d e  l a  ~ é g u m i n e u s e .  

A maturité,  le  nodule allongé (type Pois, ~ r è f l e ,  Luzerne) peut ê t r e  divisé e n  

qua t re  zones (MOSSE, 1964) (fig. 15). 

F igure  15 - Schéma d'une section longitudinale d'un nodule (type Pois), 
selon BLONDEAU (1981). 

CN : cor tex  nodulaire ; 1 : zone méris témat ique ; II : zone 
d 'accroissement cellulaire et d'invasion ; III : zone bactérienne 
f ixat r ice  ; IV : zone de  dégénérescence. 



A l 'apex, l a  zone  1 r e n f e r m e  un tissu mér i s t éma t ique  don t  les  ce l lu les  se 

divisent  jusqu'à ce q u e  l a  c ro issance  du nodule so i t  achevée .  Dans l a  z o n e  II 

d 'accro issement  ce l lu la i re  et d'invasion, les  Rhizobium pénè t r en t  d a n s  l a  

plupart  d e s  cellules-hôtes. L a  zone  III est l a  zone  rouge du  nodule, p a r  l a  

présence  d e  léghémoglobine, f i x a t r i c e  d 'azote.  L a  zone  IV correspond à une  

dégénérescence .  

C e  s c h é m a  a été a f f i n é  par  VASSE et al. (1990) qui r emarquen t  une 

co r ré l a t ion  e n t r e  l a  d i f fé rencia t ion  bac t é r i enne  d e  R. meliloti et l a  

morphogenèse du nodule d e  Luzerne.  5 t y p e s  d e  bac t é ro ïdes  peuvent  ê t r e  

observés  d e  l a  zone  II à l a  zone  III : 

- l e  t ype  1, dans  l a  p a r t i e  d is ta le  d e  la  zone  II, correspond à des  b a c t é r i e s  

r é c e m m e n t  so r t i e s  du cordon infect ieux.  L e s  baci l les  sont  e n  division, leur  

ADN est dense, l ' espace  périplasmique est large,  les  membranes  sont  

ondulées ; 

- l e  t y p e  II, dans  l a  .zone proximale  d e  l a  z o n e  II, est c a r a c t é r i s é  par  

l 'é longation d e s  bac t é ro ïdes  ; 

- l e  t ype  III se t rouve  uniquement  dans  l ' in te rzone  II-III. L e  cy top la sme  d e s  

bac t é ro ïdes  est hétérogène.  

L e s  t y p e s  II et III rempl issent  l a  plus grande  p a r t i e  d e s  cel lules-hôtes don t  

les  organel les  végé ta l e s  sont  conf inées  c o n t r e  l a  paroi.  

- le  t ype  IV est s i tué  dans  les  ce l lu les  d is ta les  d e  l a  zone ,  III. L 'hé t é rogéné i t é  

cy toplasmique  a u g m e n t e  a v e c  d e s  régions denses  (polysomes) et t rans luc ides  

(f ibri l les  d'ADN) aux é lec t rons .  Seuls  ces bac té ro ïdes  f ixen t  l ' a z o t e  ; 

- l e  t y p e  V,  dans  l e s  ce l lu les  proximales  d e  l a  zone  III, perd  progress ivement  

l ' hé t é rogéné i t é  du  cytoplasme.  

L e s  zones  II et III du  nodule pourra ient  aussi ê t r e  subdivisées e n  : 

- une  zone  II, p résymbiot ique  ; 

- une  i n t e r z o n e  II-III ; 



- une zone III, f ixat r ice  d 'azote  (cellules distales) ; 

- une zone III, ineff ic iente  (cellules proximales). 

La  nodulation n 'est  pas un phénomène anarchique puisque la  plante ne pe rmet  

l a  formation que d'un nombre restreint  d e  nodules, cer ta inement  pas  en 

rapport  avec les potential i tés représentées par l a  population tel lurique de  

Rhizobium. L 'hôte  peut contrôler le degré d e  nodulation par un mécanisme 

in te rne  préexistant, induit par un signai issu du Rhizobium homologue 

(SARGENT et al., 1987). Les EPS d e  R. rneliloti ne sont pas concernés par 

cette régulation (CAETANO-ANOLLES et al., 1990). P a r  contre, l ' azote  

exogène disponible pourrait intervenir (HALVERSON et STACEY, 1986). 

Au cours du développement du nodule, des protéines spécifiques sont 

synthétisées. La  Iéghémoglobine, localisée dans le  cytoplasme végétal, fournit  

une concentration en oxygène suffisante pour l 'activité métabolique des 

bactéroïdes, sans endommager le complexe nitrogénasique. L a  globine est 

appor tée  par la  plante, le Rhizobium assurant la synthèse d e  l 'hème d o n t  les 

p r é c u r s e u r s  s o n t  d e s  a c i d e s  d i c a r b o x y l i q u e s  (HORNE2 et al., 1989).  

Les  nodulines sont des  protéines nodulaires codées par la plante, sans dou te  en 

réponse aux st imulations bactériennes. Quelques dizaines de  nodulines o n t  été 
mises en évidence. Cer ta ines  seraient  communes à tous les nodules, d ' au t res  

sera ient  spécifiques des espèces végétales. Beaucoup d 'entre  el les,  de  

fonctions inconnues, sont localisées dans la  membrane péribactéroïde (LONG, 

1989). 

Enfin, l 'espace péribactéroïdien contient  des  composés aux rôles mal connus. 

L e s  bactéroïdes d e  R. leguminosarum synthétisent la  majori té des protéines 

présentes. 30 % d 'entre  el les sont identiques aux protéines de  l 'espace 

périplasmique bactérien. Quelques polypeptides sont c la i rement  identif iés 

c o m m e  spécifiques d e  la  symbiose (KATINAKIS et al., 1988). 

Les nodules vont ainsi fonctionner durant quelques semaines s'ils ne son t  pas 

consommés par des  prédateurs comme la  larve du Charançon Sitona hispidulus 

qui trouve sur les  racines d e  Luzerne une excellente nourriture a z o t é e  

(WOLFSON, 1987). Dans les nodosités sénescentes,  le  nombre d e  bactéroïdes 

augmente  à l ' intérieur des  vacuoles d e  séquestration, par fusion des  



membranes péribactéroïdiennes. Des protéases digèrent part iel lement la  paroi 

'des microsymbiontes dont l a  lyse s e  trouverait  fac i l i tée  par l a  disparition de  

l a  membrane qui les  entoure  (PLADYS et RIGAUD, 1988). Beaucoup d'auteurs 

considèrent que les débris que l'on peut voir dans les  vacuoles sont les résidus 

d e s  bactéroïdes (MELLOR, 1989). 

L 'apt i tude à établir  une association f ixa t r i ce  d 'azote  est donc un génotype 

l é ta l  pour les Rhizobium qui se sont différenciés en  bactéroïdes. De ce point 

d e  vue, l 'association ressemble plutôt à un parasit isme imposé par la plante 

qu 'à  une symbiose. Toutefois, si l'on considère que chaque nodosité dér ive  de 

l ' infection d'une cellule végéta le  par une souche bactérienne,  on peut postuler 

que  le nodule cont ient  un clone dans lequel ce r ta ins  individus se sont 

spécialisés dans l a  fixation d 'azote tandis que d 'autres survivent au s tade  

végétatif  indifférencié. Tous sont cependant &, sinon l e  nodule aurai t  

avor té  ou sera i t  mor t  prématurément.  Il y a donc une sélection d e  bactér ies  

efficientes.  

L a  libération d e  ces cellules végétatives, lors d e  la désintégration des 

nodosités, vient enrichir  la  rhizosphère en  allèles - .  fix' qui vont recommencer 

l e  cycle  la  saison suivante. L a  différenciation en bactéroïdes d'une par t ie  de 

l a  population d e  Rhizobium colonisant le  nodule sera i t  donc s t r i c tement  

requise pour la maintenance de  la  population. C e  modèle a l t ru is te  de  

l l a s ;oc ia t ion  R h i z o b i u m - L é g u m i n e u s e  (JIMENEZ et  CASADESUS, 1989) ,  

primitivement appliqué aux plantes annuelles, peut  aussi s 'étendre aux 

Légumineuses pérennes chez lesquelles des  nodules act i fs  et sénescents 

coexistent .  Ces  derniers pourraient ê t r e  la source de  bactér ies  pour la  

formation d e  nodules au début  du cycle  saisonnier suivant. L'inoculation au 

champ d e  Rhizobium est aussi une s t ra tég ie  analogue à celle que nous venons 

d e  décrire. 

B. - Organisation d e s  nodules de Luzerne 

L e s  nodules de  Luzerne (Medicago sa t iva)  ont  été examinés e n  microscopie 

électronique à balayage (Annexe 1, Planche III). Ils sont en général  de  fo rme  

allongée et de  sur face  verruqueuse (Photo A). Parfois, un dysfonctionnement 

du méris tème apical donne un nodule ramifié (Photo B). Les  cellules végétales 

d e s  zones II et III sont  envahies par des  centa ines  d e  Rhizobium massés autour 



d 'une  vacuole  qui a laissé une  e m p r e i n t e  c r e u s e  (Photos C et Dl. L e s  

bac t é ro ïdes  d e  R. meliloti o n t  f r é q u e m m e n t  subi d e s  dé fo rma t ions  i m p o r t a n t e s  

(Photos E et F). 

HORNE2 e t  al. (1974) o n t  ut i l isé  l a  microscopie é l ec t ron ique  à t ransmission 

pour su iv re  l a  d i f f é renc ia t ion  d e s  bac t é r i e s  (Annexe 1, P lanche  IV). 

L a  zone nodulaire  II cor respond à l a  zone  d ' infec t ion  des  ce l lu les  végé ta l e s  

p a r  les  bactéroïdes.  D a n s  cette région, on r encon t r e  : 

- photo A : d e s  cordons  infec t ieux  qui cheminen t  d a n s  l e  tissu nodulaire et qui 

assurent  l a  dissémination d e s  ce l lu les  bac t é r i ennes  dans l e  cy top la sme  d e  

l a  plante.  Ici, la  posi t ion du cordon est cent ra le .  Il t r a v e r s e  l e  cy top la sme  

ce l lu la i re  d e  part  e n  pa r t ,  enveloppé  par  une  membrane  d'origine végéta le .  

Il appa ra î t  fo rmé  d e  mucilage d a n s  lequel  son t  noyées  l e s  bactéries .  L e u r  

s t r u c t u r e  est d i f f ic i le  à préc iser ,  c a r  l e s  i m a g e s  d e  cette région sont  

dé l i ca t e s  à i n t e r p r é t e r  e n  raison d e  l ' accumula t ion  du muci lage  qui g ê n e  

l 'observat ion.  Il s e m b l e  cependan t  qu 'el les  cont iennent ,  c o m m e  les  ce l lu l e s  

e n  c u l t u r e  libre, d e  nombreux granules d 'ac ide  B-polyhydroxybutyrique ; 

- photo B : des  b a c t é r i e s  e n t o u r é e s  ap rès  leur  l ibéra t ion  d a n s  l e  cy top la sme  

végétal ,  d 'une c y t o m e m b r a n e  d e  séquestrat ion.  Quelques  ce l lu les  s e m b l e n t  

e n c o r e  se diviser, m a i s  l a  p lupar t  d 'en t re  ce l l e s  s ' é la rg issent  et pas sen t  d e  

l a  f o r m e  coccoïde  ou baci l laire  c o u r t e  (1 p) à d e s  f o r m e s  plus allongées. L e s  

gra ins  d 'ac ide  6-polyhydroxybutyrique o n t  disparu,  ce qui  suppose d e s  

modif ica t ions  i m p o r t a n t e s  du métabolisme.  L 'ADN, t r è s  local isé e n  un à 
t ro i s  nucléoïdes, se disperse  dans  ce r t a ines  ce l lu les  ; le  cy top la sme  reste 

très r i ches  e n  r ibosomes ; 

- photo C : des f o r m e s  bac t é r i ennes  anorma les  don t  l a  ta i l le  est t r è s  

supér ieure  à ce l le  d e s  ce l lu les  e n  cu l tu re  l ibre  (5  à 6 p d e  long). E l l e s  o n t  

un a s p e c t  boursoufflé  et recroquevillé.  L a  coupe  longitudinale donne  d e s  

i m a g e s  très t o u r m e n t é e s  a v e c  présence  d e  repl is  internes.  Il appara î t  a lors  

d e s  co rps  granuleux don t  nous n'avons pu définir  l a  n a t u r e  et q u e  nous 

supposons ê t r e  des  a m a s  ribosomaux. 



Dans la zone III (Photo Dl, on observe les  cellules bactériennes to ta lement  

t ransformées  e n  bactéroides. On y cons ta te  la  présence de  membranes 

internes. Ces  s t ructures  se développent parallèlement à la  membrane 

cytoplasmique bactérienne avec laquelle el les ne semblent pas avoir  de  

contact .  Elles peuvent se dédoubler plusieurs fois. Elles res tent  toujours à la  

périphérie de  la cellule et en formations parallèles. 

Il est in téressant  d e  noter que ce même type d e  formations a été observé 

chez  d 'autres microorganismes unicellulaires t r ès  différents mais possédant en 

c o m m u n  l a  p r o p r i é t é  d ' u t i l i s e r  l e s  g a z  ( H O R N E 2  et al., 1974). 

II- - ROLE DES STRUCTURES BACTERIENNES DE SURFACE 

L e s  mécanismes d e  base, qui pe rmet ten t  l ' identification réciproque d e s  deux 

symbiontes puis la  progression séquentielle des différenciations cellulaires 

végétales et microbiennes, s 'apparentent à des  réactions du type "clé-serrure". 

L a  première hypothèse, expér imentalement  vérif iée par BOHLOOL et 

SCHMIDT (1974), propose l ' interaction spécifique e n t r e  une lectine d e  la 

plante-hôte et les  polysaccharides de  surface  des  Rhizobium compatibles. 

Poursuivant dans cette voie, DAZZO et HUBBEL (1975) démontrent une fo r te  

corrélation e n t r e  la  réaction avec  une lectine et l ' infectivité dans la symbiose 

R. l e g u m i n o s a r u m  , bv. t r i f o l i i - T r è f l e .  I ls  p r o p o s e n t  un m o d è l e  d e  

reconnaissance (fig. 16) reposant sur l 'existence d e  molécules à l a  su r face  des 

deux sy mbiontes, les "C.R. A." (Cross React ive  Antigens), présentant une 

aff in i té  pour une lec t ine  identif iée ultérieurement et nommée tr ifoli ine A 

(DAZZO et ai., 1978). Celle-ci se lie spécifiquement avec  les LPS et CPS d e  

l a  bactér ie  (DAZZO et al., 1976). C e t t e  première é t a p e  est suivie d 'une phase 

d'adhesion où interviennent des  microfibrilles cellulosiques (DAZZO et al., 

1984). 



POIL RHIZOBIUM 

Figure 16 - Modèle d e  reconnaissance Rhizobium-Trèfle, selon DAZZO et 
ai. (1975). 

A A : Cross React ive  Antigens 

Des  arguments viennent conforter  et affiner cette hypothèse. 

WOLPERT et ALBERSHEIM, en 1976, consta tent  l ' interaction e n t r e  les LPS, 

et part iculièrement l 'antigène 0, d e  B. japonicum, R. legurninosarurn, etc... et 

l e s  lectines isolées et purifiees des  graines des  Légumineuses homologues. 

KAMBERGER, en  1979, m e t  en  évidence l a  spécifici té en t re  LPS et l ec t ines  

dans  les symbioses R. leguminosarum-Pois et R. meiiloti-Luzerne, tandis que 

l a  lectine d e  Pois agglutine tous les EPS des  Rhizobium à croissance rapide et 

q u e  la l ec t ine  de Soja ne précipite qu'avec I'EPS de  B. japonicum. 
r 

HRABAK et ai., en 1981, montrent  que les LPS d e  R. legurninosarum bv. 

tr ifoii i  réagissent mieux a v e c  la trifoliine lorsqu'ils sont  ex t ra i t s  au débu t  d e  

l a  phase s ta t ionnaire  d e  croissance plutôt  qu'en phase exponentielle. 

D e  même, SHERWOOD et al., en  1984, précisent que  l 'apti tude des  CPS à se 

l ier  avec la  trifoliine dépend de  leur âge. De  plus, l e s  cellules bactér iennes  de  

3 ou 21 jours s ' a t t achen t  exclusivement d e  façon polaire aux racines tandis  



q u e  l e s  cel lules  d e  5 jours s ' a t t a c h e n t  a u  hasard et e n  plus grand nombre.  L a  

q u a n t i t é  et l a  local isat ion d e s  r é c e p t e u r s  d e  la  l ec t ine  va r i en t  et son t  re l iées  

à l ' a t t a c h e m e n t  aux racines.  Ainsi, DIAZ et ai. (1986) loca l i sent  l a  l e c t i n e  d e  

Pois  à l ' ex t r émi t é  d e s  poils r ac ina i r e s  nouvel lement  f o r m é s  ou e n  cro issance  

et sur  l e s  ce l lu les  local isées jus te  d e r r i è r e  les  jeunes poils. C e s  l ec t ines  ne  

s o n t  pas  un i fo rmémen t  r é p a r t i e s  mais  p lu tô t  c o n c e n t r é e s  e n  p e t i t s  a m a s  

d e n s e s .  C e s  z o n e s  r a c i n a i r e s  s o n t  s u s c e p t i b l e s  à l ' i n f e c t i o n  p a r  l e  

microsymbionte  a lors  que  ce l l e s  dépourvues  d e  l ec t ine  p ré sen ten t  t r è s  

r a r e m e n t  des  nodules. 

Toutefois ,  d e s  expér iences  con t r ed i sen t  l 'hypothèse d e s  lect ines.  HALVERSON 

et STACEY (1986) rappel len t  q u e  plusieurs e spèces  d e  Rhizobium se l i en t  à 
d e s  l ec t ines  i so lées  d e  p lantes  qu 'el les  n e  peuvent  p a s  i n f e c t e r  et q u e  d e s  

Légumineuses  sont ,  par  con t r e ,  i n f e c t é e s  et nodulées par  plus d 'une e s p è c e  d e  

Rhizobium, ce qui a toujours affaibl i  l a  défini t ion classique d e s  groupes  

d ' inoculat ion croisée.  

HANDELSMAN et al. (1984) m o n t r e n t  q u e  des  souches  d e  R. meiiloti, a y a n t  

une  a f f i n i t é  moindre  pour l 'agglut inine d e  Luzerne ,  son t  plus compé t i t i ves  et 

donnen t  une nodulat ion plus précoce.  Ils concluent  à l a  possibilité que  

l ' a t t a c h e m e n t  d e  R. meiiloti par  l a  l e c t i n e  ne  joue pas un rôle d a n s  la  

spéc i f i c i t é  ou l ' a t t a c h e m e n t  d e  l a  b a c t é r i e  à l a  racine.  L a  l ec t ine  pourra i t  

avoi r  une  inf luence  plus subt i le  dans  l 'écologie d e  R. meliloti et l a  baisse 

d ' a f f in i t é  a ide ra i t  l a  b a c t é r i e  à surv ivre  dans  la  rh izosphère  d e  l a  Luzerne .  

P a r  ailleurs, l ' a t t a c h e m e n t  r ac ina i r e  peu t  ê t r e  assuré  par  d ' au t r e s  processus  1 
qui pour t an t  n 'excluent  p a s  obl iga to i rement  l e s  lect ines.  

VESPER et BAUER (1986) d é m o n t r e n t  l ' implicat ion d 'une  adhésine f imbr i a l e  

dans  l ' a t t a c h e m e n t  d e  B. japonicum. Dans  ce dernier  cas, l e  t r a i t e m e n t  des  

b a c t é r i e s  par  un immunsérum anti-pili r édu i t  l ' a t t a c h e m e n t  aux r ac ines  d e  

Soja  d e  90 % et la nodulat ion d e  8 0  %. Des m u t a n t s  t ransposés  d e  B. 

japonicum, produisant  plus d e  ce l lu les  pi l iées q u e  l e s  parents ,  s ' a t t a c h e n t  

mieux et sont  responsables d 'une  mei l leure  nodulation (VESPER et al., 1987). 

SMIT et ai. (1987) m e t t e n t  e n  év idence  l e  rôle d e s  f ibri l les  d e  ce l lu lose  et 

d 'une  adhésine calcium.-dépendante lors d e  I ' a t t achemen t  d e  R. leguminosarum 



bv. viceae aux poils r a u n a i r e s  du Pois. C e t t e  adhésine est ident i f iée  comme 

une pet i te  protéine localisée à l a  surface d e  l a  bactér ie  (SMIT et al., 1989a). 

Eile intervient au premier s t ade  d'un processus d ' a t t achement  subdivisé en  

deux étapes,  dépendant des conditions nutritionnelles (fig. 17) (SMIT et al., 

1989b). 

Figure  17 - Modèle pour l ' a t tachement  de  R. legurninosarum bv. v iceae  
aux poils racinaires de  Pois, d'après SMIT et al. (1989b). 

Dans le cas d'une limitation en  source carbonée, l 'accumulation bactérienne 

est due aux fibres de cellulose, sans intervention d e  lectines. Dans le cas  

d 'une l imitation en  manganèse, lectines et fibres cellulosiques sont  impliquées, 

assurant une meilleure infection des cellules r a u n a i r e s  (KIJNE et al., 1988 ; 

SMIT et al., 1989b). C e  cation apparaî t  comme un fac teur  l imitant  d e  la 

croissance d e  R. legurninosarum. 

C e t t e  adhésine calcium-dépendante, commune parmi les Rhizobiaceae, est 

d é s i g n é e  r h i c a d é s i n e .  E l l e  e s t  c a p a b l e  d ' inh iber  l ' a t t a c h e m e n t  d e  R. 

l e g u m i n o s a r u m  248  aux r a c i n e s  d e  d i v e r s e s  p l a n t e s ,  i n c l u a n t  d e s  

non-légumineuses et des monocotylédones, ce qui suggère l 'existence c h e z  les 

p lantes  d'un récepteur  commun pour l a  rhicadhésine (SMIT et al., 1989b). 

Il apparaî t  donc que le modèle d e  DAZZO et HUBBEL (1975) n ' e s t  pas 

suffisant à lui seul pour expliquer l a  spécifici té de  la  reconnaissance e n t r e  les 



symbiontes de n ' importe quelle association. D'autres mécanismes viennent 

l ' a i d e r  ou le  s u p p l é e r  e n  f o n c t i o n  d e s  s y s t è m e s  et d e s  c o n d i t i o n s  

e n v i r o n n e m e n t a l e s .  De  plus,  cette l i a i son  physique d o i t  ê t r e  s u i v i e  

d ' interactions moléculaires e n t r e  les partenaires pour provoquer et contrôler 

l a  genèse des nodules et des bactéroïdes. En raison de  leur localisation, i l  e s t  

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

concernées  par cet échange d e  signaux e n t r e  la plante et la bactérie.  

Dans le cas du Trèfle,  les EPS et CPS bactériens sont indispensables à la  

nodulation. Les mutants  - nod- on t  des EPS anormaux (CAVIEDES et ai., 1982). 

Mais les  LPS d e  R. leguminosarum bv. t r i fo lü  ANU843 et des  mutants  nad- - 
sont  identiques (CARLSON et ai., 1987a) ainsi que ceux d e  la  souche AR5 et 

d e  ses dérivés formant  des  nodules abortifs  (GLOWACKA et al., 1986). 

Toutefois, RUSSA et ai. (1981, 1983) montrent  des différences en t re  les  LPS 

d e  souches nodulantes et non nodulantes, e n  particulier dans la  composition en 

sucres neutres. 

Si les symbioses R. leguminosarum bv. tr ifolü-Trèfle et RI legurninosarum bv. 

viceae-Pois nécessitent  des bactér ies  capables de  synthétiser des EPS acides, 

i l  semble que l 'association R. leguminosarum bv. phaseoh-Haricot n 'a  pas 

cette exigence (DIEBOLD et NOEL, 1989). P a r  contre,  les LPS d e  R. 

leguminosarum bv. phaseoh doivent ê t r e  en  quanti té normale et avoir des 

s t ruc tu res  complètes (CAVA et al., 1989, 1990). 

Chez R. meliloti, les  mutants - exo- forment  des nodules ineff ic ients  (LEIGH et 

ai., 1985) mais les  LPS n'ont pas  un rôle majeur ca r  i ls  peuvent présenter  un 

large degré  d 'al tération sans a f f e c t e r  la symbiose (CLOVER et ai., 1989). En 

outre,  GEREMIA et al. (1987) o n t  isolé des  mutants  qui ne synthétisent pas  de  

6 - 1,2 glycannes et induisent la  formation de  pseudo-nodules inactifs .  

L a  nodulation du Soja sera  re ta rdée  (28 jours au lieu d e  17) si l ' inoculation e s t  

e f f e c t u é e  à l 'aide d e  mutants  d e  B. japonicum ayan t  des  LPS a l t é rés  

(STACEY et al., 1982). De même, PUVANESARAJAH et ai. (1987) t rouvent  de  

grosses variations dans la composition des  LPS d e  B. japonicum USDAllO et 

d'un mutan t  non nodulant qui se ra i t  de  type R. La  composition osidique des 

EPS est identique. 



L e s  mutan t s  %- d e  Rhizobium NGR234, symbionte  d 'une  Légumineuse 

t r o p i c a l e  L e u c a e n a  l e u c o c e p h a l a ,  n e  p r o d u i s e n t  p a s  d e  nodu le s .  L a  

CO-inoculation a v e c  R. legurninosarum bv. t r i f o l ü  ANU265, producteur  d 'EPS 

abou t i t  à la f o r m a t i o n  d e  nodules e f f i c i en t s  dans  lesquels  on t rouve  
+ l e s  bac t é r i e s  mut- et - m u c  . L a  complémen ta t ion  s'est f a i t e  sans é c h a n g e  

géné t ique  d é t e c t é  e n t r e  les  deux souches. L'EPS est donc  e s sen t i e l  pour cette 

symbiose m ê m e  s'il ne  provient  pas  d e  l a  souche  homologue (CHEN et 

ROLF E, 1987). 

P a r  con t r e ,  i l  n'y a pas d e  co r ré l a t ion  e n t r e  l a  spéc i f i c i t é  d 'hôte et l a  

composit ion d e s  EPS et LPS d e s  Rhizobium isolés d e  Lo tus  sp. et Hedysarum 

coronar ium (BELLOGIN et al., 1984). KIM et al. (1989) puis K O  et GAYDA 

(1990) o n t  é g a l e m e n t  m o n t r é  q u e  ni l e s  EPS ni l e s  g lucannes  neu t r e s  n e  sont  

requis  pour l ' induction d e  nodules e f f i c i en t s  pour R. fredi i .  

S i  chaque  t y p e  d 'associat ion symbiot ique  semble  s ' é tab l i r  se lon  un mode  qui 

lui est propre,  l a  fonct ion  associée  à I'EPS pa ra i t  se s i tue r  a u  niveau d e  

l'invasion du t issu r ac ina i r e  (LEIGH et al., 1985) et d e  l a  s t imula t ion  d e  la  

fo rma t ion  du cordon in fec t i eux  (ABE et al., 1984 ; LEIGH et LEE, 1988). 

L e s  EPS d e  R. mel i lo t i  induisent  l a  production d e  polygalac turonase  p a r  les  

racines. C e t t e  e n z y m e  fac i l i t e  l a  péné t r a t ion  des  bac t é r i e s  par  digest ion d e  l a  

pec t ine  végé ta l e  (PALOMARES et al., 1978). L e s  m u t a n t s  - exo- d e  R. mel i lo t i  

SU47 f o r m e n t  d e s  nodules a typiques  n e  con tenan t  p a s  d e  bac téro ides ,  i n i t i é s  

s ans  c rosse  d e  be rge r  ni cordon infec t ieux .  Si l 'addit ion d 'EPS homologues à 
d e s  mutan t s  exo- d e  Rhizobium NGR234 et R. leguminosarum bv. t r i f o l ü  

r e s t a u r e  l a  symbiose  (DJORDJEVIC et al., 1987b1, i l  s e m b l e  q u e  l a  

supplémenta t ion  a v e c  I'EPS n e  so i t  pas  valable dans  l e  s y s t è m e  R. 

mel i lo t i /Luzerne  (MULLER et al., 1988). L e  polysacharide pour ra i t  a lors  jouer 

un rô le  é t r a n g e r  ou addi t ionnel  à l a  reconnaissance.  

L e s  mécanismes  d 'ac t ion  n e  semblen t  pas  impl iquer  l a  t o t a l i t é  d e  la  

macromolécule.  Ainsi, l e s  polysacchar ides  capsula i res  d e  R. leguminnsarum bv. 

t r i f o l u  p réc ip i t en t  a v e c  l a  t r i fol i ine t and i s  que  l e s  EPS n a t i f s  n 'ont  pas  

d 'a f f in i té .  



Par  contre ,  une dépolymérase phagique conver t i t  les CPS et EPS en  

oligosaccharides capables d e  se  lier à l a  lectine et de  st imuler l'infection. 

L'affinité pour la  lectine est également  dépendante du degré d e  substitution 

par des  acides organiques : pyruvique, acétique et 3-hydroxybutyrique (ABE et 

ai., 1984 ; SHERWOOD et al., 1984). Un hybride recombinant d e  RI 

leguminosarum bv. viceae,  contenant  des gènes d e  R. leguminosarum bv. 

trifoiii,  nodule l e  Trèfle et produit des EPS acides se liant a v e c  la tr ifoli ine 

tandis que la  souche sauvage en  est incapable. L a  di f férence entre  l e s  EPS 

réside dans une substitution en  groupements acé ty les  et 3-hydroxybutyriles 

plus importante  chez 1' hybride. L 'acylation de  I'EPS contribue à la spécifici té 

d 'hôte  d e  R. leguminosarum bv. trifoiii.  

L'EPS d e  R. rneliloti, un succinoglycanne, e s t  capable,  g r â c e  à ses liaisons 

8-1,3, d e  se lier au calcofluor obtenant ainsi, sous lumière de  WOOD, une 

fluorescence qui permet  d e  le m e t t r e  en évidence. 

Des mutants  - exoH de  R. meliloti Rm1021 synthétisent un EPS qui se lie au 

calcofluor mais les  nodules produits sont ronds, sans Iéghémoglobine donc 

inefficients,  contenant  très peu d e  bactér ies  et aucun bactéroïde. Les mutan t s  

exoH permet ten t  une courbure di f férée  du poil r a u n a i r e  (72 à 96 h au lieu de  - 
24 h) mais les cordons infectieux sont anormaux ou absents. De plus, i ls  

induisent la  formation d'une seule noduline au lieu d e  17. 

Il s 'avère  que les EPS excré tés  ont des oses et des liaisons osidiques . 
identiques à ceux de  l a  souche sauvage, mais i l s  ne sont  pas succinylés 

(LEIGH et al., 1987). 

S'appuyant sur d ' au t res  travaux, les  auteurs dégagent plusieurs possibilités 

quant aux mécansimes pouvant expliquer ces observations. 

- Une s t ructure  part iculière du polysaccharide sera i t  requise pour 

fonctionner cor rec tement  lors du développement du nodule.  altération du 

polysaccharide pourrait  a f f e c t e r  l a  reconnaissance des poils racinai res  

infectibles. C e t t e  déficience du mutant à reconnaî t re  les zones susceptibles 

d ' ê t r e  envahies expliquerait le re tard  de courbure du poil. L a  fin précoce des 

cordons infectieux résulterait  de  l ' incapacité d e  I'EPS non succinylé à servir  

d e  matr ice  adéquate dans le  cordon. 



L a  réduct ion  des  c h a r g e s  négatives,  d u e  à l 'absence d e  succinylat ion,  

abou t i r a i t  à un déf ic i t  d e  l a  concen t r a t ion  loca le  e n  enzymes  ex t r ace l lu l a i r e s  

impl iquées  d a n s  la  dég rada t ion  d e  l a  paroi ce l lu la i re  d e  l a  plante.  Enfin, l e  

d é f a u t  d'induction d e s  nodulines découlera i t  d e  l ' inapt i tude  à fournir  d e s  

oligosaccharides. En e f f e t ,  i l  est possible qu'il  so i t  nécessa i re  d e  dég rade r  l e  

polysaccharide durant  l a  nodulation, l e s  produits  d e  dég rada t ion  fonct ionnant  

c o m m e  d e s  signaux pour l a  plante.  L e s  m u t a n t s  - exoH n e  semblen t  pas  

c a p a b l e s  d ' e f f e c t u e r  cette o p é r a t i o n ,  s o i t  q u ' i l s  n e  p o s s è d e n t  p a s  

d'endoglycosidase, soit q u e  celle-ci est inac t ivée  pa r  l a  modif icat ion d e  son 

si te réact ionnel .  

Ainsi, une ou plusieurs déf ic iences  symbiotiques pourra ient  ê t r e  l e  r é s u l t a t  d e  

l ' inapt i tude  à scinder l e  polysaccharide non succinylé e n  o l igosacchar ides  

appropriés  ou encore  de  l ' absence  rédhib i to i re  d'un radica l  succinyle sur  un t e l  

f r agmen t ,  si l a  dégradat ion  peu t  s ' e f f ec tue r .  L ' impor t ance  d e  ces subs t i t uan t s  

non osidiques est c o n f o r t é e  par  l 'observat ion d e  MÜLLER et al. (1988) se lon  

laquelle  d e s  mutan t s  d e  R. meli lot i ,  induisant  d e s  pseudonodules sans co rdons  

infec t ieux  ni bac téro ïdes ,  produisent  e n  e x c è s  un EPS dépourvu d e  rés idus  

pyruvate. 

- L e  second modè le  reprend l e  p récéden t  ma i s  l a  succinylat ion c r u c i a l e  

commandée  ou régulée par  l e  g è n e  - exoH in t é re s se ra i t  d ' a u t r e s  molécules q u e  

l e s  EPS c o m m e ,  par  exemple ,  une  pa r t i e  d e s  B-1,2-glycannes cycl iques.  

- Selon l a  t ro i s i ème  hypothèse, l e  produit  d'exoH - jouerai t  un rôle d a n s  l a  

nodulation c o m p l è t e m e n t  indépendant  d e  son rô le  dans  l a  succinylat ion,  e n  

fonct ionnant  pa r  e x e m p l e  c o m m e  un récepteur .  

S i  ce dernier  modèle est moins considéré,  l e s  t ro is  mécan i smes  ne  s ' exc luen t  

p a s  et les  dé f i c i ences  symbiot iques  var iées  d e s  m u t a n t s  EH pourra ient  les  

impliquer  . 

L a  découve r t e  d ' au t r e s  EPS syn thé t i s é s  par  R. mel i lo t i  p e r m e t  d e  préc iser  ces 

spéculations. ZHAN et al. (1989) i so lent  une  souche  dé r ivée  d e  R. mél i lo t i  

SU47 qui sécrète un EPSb suscept ib le  d e  r emplace r  l e  succinoglycanne dans  

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



C e t  EPSb (fig. 18) c o n t i e n t  du glucose, ga l ac tose ,  acétate et py ruva te  ma i s  i l  

d i f f è r e  du succinoglycanne par  l a  longueur d e  l 'un i té  d e  répé t i t ion ,  l e s  

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

F i g u r e  18 - EPSb d e  R. meiiloti SU47. 

Cette synthèse  in t e rv i en t  dans  des  souches  con tenan t  une muta t ion  par  

inser t ion  du transposon Tn5 dans  le locus désigné - mucR.  L ' ac t iv i t é  d e s  g è n e s  

exoB et EC est requise. C e t t e  voie métabol ique  se ra i t  habi tue l lement  - 
m u e t t e  si - mucR fonct ionne  c o m m e  répresseur  d e  l a  synthèse  d 'EPSb et 

s t imu la t eu r  d e  c e l l e  du succinoglycanne. 

GLAZEBROUK et WALKER (1989) m e t t e n t  e n  év idence  l a  c a p a c i t é  c r y p t i q u e  

d 'une  souche d e  R. meiiloti Rm1021 (dér ivée  d e  Su47) à produire un EPSII 

(fig. 19) qui p e u t  supprimer l e s  dé fau t s  symbiot iques  d e s  mutan t s  dé f i c i en t s  e n  

EPSI. C e t t e  co r rec t ion  n 'es t  valable q u e  pour l ' infect ion d e  Medicago sat iva 

m a i s  pas pour d ' au t r e s  p l an te s  qui sont  no rma lemen t  l e s  hôtes d e  R. meiiloti 

102 1. 
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F i g u r e  19  - EPSII d e  R. meclot i  1021. 

L a  synthèse  d'EPSII néces s i t e  l e s  produits  d'au moins 7 gènes  s i t ués  sur  l e  

second mégaplasmide  symbiotique et indui t s  par  une  muta t ion  qui s t imu le  l a  

t ranscr ip t ion  d e  ces gènes. II est possible q u e  d ' a u t r e s  Rhizobium possèdent  



aussi l a  f acu l té  d e  produire l e s  EPS redondants et symbiotiquement 

importants. Ceci  pourrait  aussi expliquer des  conclusions contradictoires quant  

a u  rôle des  EPS dans  l a  nodulation. 

Il est intéressant d e  noter que tous les  EPS que nous venons d e  voir o n t  en  

commun un disaccharide glucose- f3 -1,3-galactose. On ne connaît  pas toujours 

l a  localisation e x a c t e  des  substi tuants acétyles  et succinyles mais si l'on 

imagine qu'ils sont si tués sur l e  glucose et le  galactose,  chaque polysaccharide 

aura i t  un é lément  commun consti tué d'un 6-O-acétylglucose lié par une liaison 

B -1,3 à un galactose por tant  un groupement acyle. L a  présence d'une te l le  

caractér is t ique s t ructura le  pourrait expliquer que deux EPS dif férents  peuvent 

se substituer l'un à l 'autre dans des  processus qui semblent pour tant  requérir 

une haute spécificité. Ceci  est le cas d e  l'induction d e s  nodulines par des  EPS 

d e  faible poids moléculaire agissant comme signaux. Cependant, i l  n 'est  pas 

exclus que les EPS jouent aussi d 'aut res  rôles beaucoup moins dépendants 

d'une configuration moléculaire aussi précise t e l s  que servir d e  matr ice  dans 

l e  c o r d o n  i n f e c t i e u x  ou d e  t r a n s p o r t e u r s  d ' e n z y m e s  e x t r a c e l l u l a i r e s .  

Enf in ,  l a  p r é c o c i t é  d e  l ' a c t i o n  d e s  EPS d a n s  l a  nodula t ion  s e m b l e  

caractér is t ique ca r  les  EPS sont parfois indésirables dans  les é t a p e s  

ultérieures. Chez R. leguminosarum bv. phaseoli, le  gène psi (polysaccharide 

inhibition), por té  p a r  le plasmide symbiotique, e s t  nécessaire à l a  fixation d e  

l ' azote  mais inhibe l a  production d'EPS dans les bactéroides (BORTHAKHUR 

et al., 1985). De même, un mutant  mut- d e  R. fredii a une ac t iv i t é  

nitrogénasique plus é levée que la  souche sauvage (BARBOUR et ELKAN, 

1989). 

Les  LPS semblent également  avoir une influence ubiquitaire au moment d e  

l 'établissement d e  la  symbiose. Au s tade  de  la reconnaissance, HRABAK et al. 

(1981) on t  consta té  que  les LPS d e  R. leguminosarum bv. trifolii,  en début  de 

phase stationnaire, réagissent mieux avec  la  trifoliine que des  LPS plus 

précoces. Ils ont  un poids moléculaire et une teneur en  quinovosamine plus 

élevés. L'influence d e  la phase de  croissance pourrait ref lé ter  un mécanisme 

d e  régulation. 

Dans un s tade  plus avancé d e  I'organogenèse du nodule, il apparaî t  que  les 

variations s t ructura les  des  LPS concernent surtout l 'antigène 0. Ainsi, des  



souches anodulantes d e  B. japonicum n'ont pas d'antigènes O (MAIER et 
BRILL, 1978). Des mutants de  R. ieguminosarurn bv. phasamfi, ne possédant 

que le lipide A, induisent un cordon infectieux anormal et abortif (CARLSON 

et ai., 1987). Des mutants fix- n'ont plus d'antigène O (CLOVER et al., 1989). 

De même, chez R. leguminosamm bv. viceae, ces  mutants arrêtent  le 

développement du nodule au s tade d e  la libération des bactéries dans le  

cytosol végétal. DEMAAGD et ai. (1989b) postulent que l'absence d'antigène 

O est reliée à l'augmentation de  l'hydrophobicité et la variation du potentiel 

électrique d e  la surface. Or, l'endocytose des bactéries dépend d'intéractions 

membranaires correctes. Plus que la  structure chimique, il semble que ce soit 

l a  quantité d e  LPS qui importe. Par contre, dans les nodules, la membrane 
i,' : "li. .p 

externe des bac térddes  de R. legumin>swm contient moins d e  LPS que dans wJj 
les bactéries (VAN BRUSSEL et ai., 1977). En fait, il semble que les $4 bactéroïdes possèdent l e  "cote" polysaccharidique mais les antigènes O sont $;;$ 
incomplets (BREWIN et al., 1986 ; DEMAAGD et al., 1989a). 

Pourtant, VANDENBOSCH et ai. (1989b), à l'aide d'anti-corps monoclonaux, 

on t  mis en  évidence, chez les bact6roïdes de R. hgurniriosarum bv. viceaie, un 
antigène d e  surface induit par le nodule, associé aux LPS. Ce t t e  forme de  

LPS n'est pas exprimee par les Rhizobium du cordon infectieux ni par les 

bactéries récemment r e l â c h k s  dans le  cytoplasme de  la cellule végétale. 

L'expression de cet antigène n'est pas en corrblation avez un s tade par&xiier 

d e  l'invasion bactérienne mais plut& associée avec  les tissus nodulaires les 

plus matures dans lesquels on peut suppaser une micro-aérobiose. A part i r  de 

ces coPisid&atlons, KANNENBERC et BREWIN (1989) potmient que ks LPS 
n'8tant pas  des s t ructures  invariables mais dépendantes des condtions 
physiologiques régulées par le nodule, I 'antigéniaté doit pouvoir dltre simulée 

e n  (=u~~wc. Effectivement, l'induction est réalis& par une faihte ~ m r  en 
oxygène et un pH bas. 



L'une des réponses des bactéroides au s t ress  acide  pourrait ê t r e  un 

changement dans la  s t ructure  des  LPS résul tant  en une adaptation des  charges 

superficielles. L'assimilation et le métabolisme d'acides dicarboxyliques ainsi 

q u e  l ' e x c r é t i o n  d ' a m m o n i a c  c o m m e  r é s u l t a t  d e  l a  f i x a t i o n  d ' a z o t e ,  

contribueraient également  à remonter le  pH. 

En conclusion, i l  apparaît  que le rôle d e s  polysaccharides d e  surface  est 

constant  lors d e  l a  genèse du nodule. EPS et LPS agissent d e  façon 

concomitante  et permanente  lors d e  la reconnaissance et de  l ' a t t achement  des 

bactér ies  sur les  racines. Puis leur rôle semble a l ternat ivement  dominant. Les 

oligosaccharides, dérivés de  I'EPS, commandent l'invasion et la format ion du 

cordon infectieux. Ils sont également les signaux inducteurs des  réact ions  de  

l a  plante. Les  LPS interviennent un peu plus tard,  comme régulateurs des 

conditions physico-chimiques pe rmet tan t  l a  formation, la  survie et le  

fonctionnement des  bactéroides. C e  schéma n e  saurait  pourtant  ê t r e  

généralisé sans précautions t a n t  les exceptions et cas particuliers abondent. 

Ainsi, les travaux d e  WILLIAMS et al. (1990) puis d e  PUTNOKY et al. (1990) 

suggèrent que l e s  EPS et LPS d e  R. meliloti peuvent accomplir les mêmes 

fonctions dans l e  développement nodulaire. 

En fa i t ,  la  symbiose é t a n t  obligatoire, t o u t  se passe comme si les symbiontes 

savent  adapter leurs potential i tés pour réussir l'association en  fonction des 

circonstances et conditions écologiques. Les  limites de l 'adaptabilité semblent  

plus aisées à cerner  chez les Rhizobium que pour l e s  Bradyrhizobium qui ont 

une spécifici té d'association avec  les hôtes végétaux beaucoup moins net te .  

Pa r  ailleurs, l ' information transportée par un polysaccharide d e  surface  n'est 

pas exclusive d'un a u t r e  type d e  molécule. D'autres composants peuvent avoir 

une fonction d'information équivalente, t e l  l'oligosaccharide NodRmI qui 

proyoque spécifiquement l a  déformation du poil racinaire d e  R. meliloti 

(LEROUGE et al., 1990). Il est consti tué d e  4-N-acétylglucosamines, Liées en 

f3 -1,4, dont  une est sulfa tée  et une au t re  N-acylée avec  l 'acide 

2,9-hexadécadiénoïque. 



C H A P I T R E  III 

LES BACTERIOPHAGES DES RHIZOBIACEAE 



1. - PROPRIETES GENERALES DES BACTERIOPHAGES 

A. - Taxonomie 

Les  virus sont les en t i t é s  les plus simples capables de  se reproduire g r â c e  à 
un mécanisme unique en  Biologie. En effe t ,  en  devenant fonctionnel dans  la 

cellule qu'il infecte ,  l 'acide nucléique viral provoque la  multiplication des 

virions. 

Il s 'agit donc du parasit isme le plus absolu. 

Découverts presque simultanément par TWORT (1915) et dtHERELLE (1917), 

les  bactériophages ou phages sont des  virus bactériens. Ils possèdent un acide  

nucléique, ADN ou ARN mono ou bicaténaire, en fe rmé  dans une coque 

protéique ou capside. L'ensemble, ou nucléocapside, peut  posséder une 

symétrie cubique, hélicoïdale ou mixte. D 'autres  é léments  : fibres, spicules, 

enveloppes peuvent s'y adjoindre (fig. 20). 

  près quelques t en ta t ives  taxonomiques, la classification de BRADLEY (1 9651, 

renfermant  6 groupes morphologiques, e s t  largement  admise. Elle décr i t  des 

phages à queue longue, contract i le  ou non, à queue cour te ,  des phages 

c u b i q u e s  à ADN ou  ARN et  d e s  p h a g e s  f i l a m e n t e u x  (fig.  21). 

En 1974, ACKERMAN et EISENSTARK é tenden t  le  schéma à 18 morphotypes 

e n  incluant notamment  des phages pléiomorphes (groupe G) (fig. 22). A 

p r é s e n t ,  l ' I n t e r n a t i o n a l  C o m m i t t e e  on Taxonomy of Vi ruses  (I.C.T.V.) 

reconnaît dix familles et huit genres  de  phages, en  relation avec  les  types  

morpholog iques  ( t ab .  3). R é c e m m e n t ,  ACKERM AN (1 987) a p r o p o s é  

d'adjoindre le groupe F consti tué d'un phage filamenteux, enveloppé, à ADN 3 
bicaténaire dont l 'hôte est une archaebactér ie  : Thermoproteus tenax. Les 

bactériophages représentent  le  groupe viral le plus important.  ACKERMAN et 

DUBOW, en 1987, on t  recensé 2857 descriptions morphologiques mais e l les  

sont cer ta inement  plus nombreuses ca r  i ls  sont abondants dans la nature.  

N'importe quel environnement contenant  des  bactér ies  recèle  des quant i tés  

importantes  de phages. Ainsi, ont  i l s  été isolés à partir  d'une grande diversi té 

d e  milieux : air ,  eaux douces ou salées, égouts, sols, plantes, produits 

a l i m e n t a i r e s ,  a n i m a u x  s a i n s  ou m a l a d e s  et  l e u r s  d é j e c t i o n s ,  etc.... 
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Figure 20  : Bactériophage T2 
à symétrie mixte. 

Morphotypes Familles Genres 

Al ,  A2, A3 
BI, 82, B3 
C l ,  C2, C3 
D 1 
D2 
D 3 
D4 
E l  
E2 
F 1 
F 2 
C 

Myoviridae 
Siphoviridae 
Podoviridae 
Microviridae 
Non classé . 
Corticoviridae 
T ecti viridae 
Leviviridae 
Cystoviridae 
lnoviridae 

Plasmaviridae 

- - - 
Microvirus - 
c ~ r r i ~ ~ n m  
Tectivints 
Lenvirus 
c y s t o n m s  
inovinis 
Plectrovinis 
Piasmavirus , 

Tableau 3 - Classification ICTV, 1982. 

Figure 21 : Types morphologiques 
des phages (BRADLEY, 1965). 

Figure 22 : Morphotypes phagiques 
(ACKERMAN et EISENSTARK, 1974). 
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B. - Nature d e  la relation phage-bactérie 

L' in terac t ion  phage-bactér ie  cons t i t ue  une  re la t ion  hau temen t  spéc i f ique  

m ê m e  à l ' in té r ieur  d 'une  espèce.  A une  souche ou un groupe  d e  souches  

bac t é r i ennes  donné  correspond un phage  ou un groupe d e  phages. Les  re la t ions  

in t e rgéné r iques  et m ê m e  in terspéc i f iques  s o n t  rares. 

I l  est c o m m o d e  d e  d i s t i n g u e r  d e u x  t y p e s  d e  v i r u s  b a c t é r i e n s  1 

L e s  phages v i ru lents  qui n e  peuvent  se reproduire qu 'en  dé t ru i san t  leur  hôte. 

Nous e n  é tud ie rons  u l t é r i eu remen t  l e  c y c l e  lytique. 

L e s  phages t e m p é r é s  qui sont  e n  plus capab le s  d e  se mult ipl ier  indéf in iment  

c o m m e  pa ras i t e s  in t race l lu la i res ,  i n t é g r é s  a u  chromosome, d a n s  l a  m ê m e  

l ignée  d e  ce l lu les  bactériennes.  Celles-ci son t  d i t e s  lysogènes et l e  v i rus  est 

un prophage qui a néanmoins g a r d é  l a  c a p a c i t é  d e  redevenir  v i ru lent  

n o t a m m e n t  sous l ' ac t ion  d 'agents  inducteurs .  S a  présence  a p p o r t e  t ou te fo i s  

une  immuni t é  e n v e r s  une sur infec t ion  pa r  un phage ident ique  ou é t r o i t e m e n t  

appa ren té .  L a  lysogénisation peu t  provoquer c h e z  l 'hô te  d e s  syn thèses  

nouvelles  d i r e c t e m e n t  re l iées  à l a  p ré sence  du prophage. C e t t e  convers ion  

lysogénique in t é re s se  essent ie l lement  l a  production d e  toxines et d ' an t igènes  

O. P a r  ailleurs, c e r t a i n s  phages peuvent  t r ans fé re r  d e s  gènes  d'un h ô t e  à 
l 'autre .  C ' e s t  l e  phénomène d e  transduction.  Elle  est d i t e  généra l i sée  

lorsqu'el le  s ' e f f e c t u e  a u  hasard. Elle  est spécial isée,  lorsque  r éa l i s ée  

uniquement  pa r  d e s  phages  t empérés ,  e l l e  i n t é re s se  un ou plusieurs  g è n e s  

d é t e r  minés. 

Que l l e  est l 'or igine d e s  phages  et c o m m e n t  ont-ils évolué  ? 

Il semble  admis  q u e  l 'origine d e s  phages est d e  n a t u r e  chromosomique  ou 

ex t r ach romosomique  bac tér ienne .  P o u r t a n t ,  l eur  abondance  dans  l a  n a t u r e  et 

l e u r  complex i t é  s t r u c t u r a l e  suggèrent  qu'ils o n t  ensu i t e  suivi une  évolu t ion  

p rop re  (CAMPBELL, 1961). L a  lysogénisat ion et l a  t ransduction,  p a r  les  

recombinaisons génét iques  qu 'el les  impliquent ,  peuvent  réconcil ier  ces poin ts  

d e  vue. En e f f e t ,  un  génome  phagique est un épisome d'un t y p e  par t icu l ie r .  A 

l ' é t a t  i n t ég ré ,  i l  se c o m p o r t e  c o m m e  un g è n e  bac t é r i en  et le  f a i t  qu'un phage  

p e u t  incorporer  un gène  bac tér ien  revient  à d i re  q u e  chaque  g è n e  b a c t é r i e n  



peut devenir un phage. Toutefois, chaque phage contient  un cer ta in  nombre de 

gènes intéressant des  fonctions purement phagiques comme la  lyse cellulaire, 

l a  production de  protéines capsidaires, etc... 

Il est inimaginable d'envisager qu'une combinaison fo r tu i t e  de  gènes dévolus à 
d 'autres  tâches  puisse aboutir à ce résultat .  C 'es t  donc' à ces gènes 

spécifiques que l'on doit  a t t r ibuer  une longue évolution commune acquise à la 

faveur de  mutations ponctuelles, d e  réarrangements génomiques et de  

recombinaisons (REANNEY et ACKERMAN, 1982). M a i s  aussi, un gène 

bactérien accidentellement acquis peut apporter une fonction utile au cycle  

lytique tout  comme des  gènes phagiques, qui s 'acquit tent  d e  fonctions non 

spécifiquement virales, peuvent ê t r e  uti les à la  bactérie-hôte e n  accroissant 

ses facul tés  d'adaptation. Chaque génome phagique peut  donc ê t r e  assimilé à 
une association symbiotique d e  "gènes phagiques" et d e  "gènes bactériens". 

Une sélection qui favorise exagérément  la  fonction virale donnera un phage 

virulent. A l'inverse, une évolution t rop favorable aux "gènes bactériens" 

about i ra i t  à la  disparition du virus par accumulation graduelle d e  prophages 

défectifs .  La survie prolongée d'une espèce  dépend d e  la présence, dans  la 

population, d'individus qui combinent les  deux fonctions (CAMPBELL, 1961). 

P a r  ailleurs, l'évolution du phage nécessite la capaci té  d 'établir  les conditions 

pour maintenir longtemps une stabil i té dans la tai l le et la  composition d e  - 

l 'échantillon. Or, e n  raison d e  leur mode d e  reproduction, l e s  populations 

virales et bactériennes sont in teract ives  et la relation bactérie-bactériophage 

in tervient  dans les  compéti t ions e n t r e  les microorganismes occupant une 

m ê m e  niche écologique. 

Le  phage peut se comporter  en simple prédateur. Lorsqu'il est en présence 

d'une bactér ie  homologue, leurs concentrations respectives a t te ignent  b ientôt  

une valeur d'équilibre. Si le  phage se multiplie t rop lentement,  il s 'éteindra,  

mais s'il croît  t rop rapidement, i l  maintiendra la population bactérienne à un 

niveau bas mais non nul. En absence d e  phages, l 'espèce bactérienne a y a n t  la 

croissance la plus rapide déplacera la plus lente. L e  seul cas dans lequel la 

présence du phage a un net  effet défavorable sur son hôte se s i tue  lorsque les 

taux de  croissance des  souches en  compéti t ion sont rigoureusement égaux. P a r  

contre ,  si l 'hôte possède un avantage sélectif ,  même minime, l 'autre 

compét i teur  n 'aura plus d ' e f fe t  sur l ' é t a t  d'équilibre avec  le phage prédateur. 



En fait ,  ce n'est pas  si simple car  les bactéries comme' les  phages présentent 

une variation continuelle par l'apparition d'abord d e  mutants  bactériens 

résistants au phage. C e l a  n'aboutit pas forcément  à l 'élimination d e  ce 

dernier c a r  il peut aussi muter  vers une nouvelle fo rme  à nouveau virulente. 

On peut ainsi envisager une série infinie d'infections d 'hôtes antér ieurement  

réfracta i res  suivies de  l 'émergence de  nouveaux phénotypes bactériens. 

Toutefois, si l'on considère que les  mutants résistants sont  généralement 

moins bons compéti teurs que la  souche parentale, i ls  n 'al tèreront pas  les 

équilibres initiaux. 

Enfin, i l  est évident que  c e s  é t a t s  peuvent ê t r e  bouleversés par des mutations 

t o t a l e m e n t  i n d é p e n d a n t e s  du phage ,  a f f e c t a n t  l 'un  ou l ' a u t r e  d e s  

compéti teurs.  

L e s  phages tempérés  off rent  un a u t r e  cas  de  figure c a r  la  lysogénisation est 

un moyen pour le phage d e  se perpétuer sans dét rui re  son hôte. Mais on peut 

aussi supposer que l a  présence du prophage, métaboliquement iner te ,  rend la 

bactérie-hôte moins compét i t ive  dans le sens qu'elle doit  utiliser de l 'énergie 

et des nutriments pour synthétiser un "poids mort". P a r  contre,  e l le  peut 

acquérir un avantage sélectif incontestable si le  résul ta t  d'une conversion 

lysogénique ou d'une transduction permet  la formation de  recombinants mieux 

adaptés  à l 'environnement. Enfin, les  phages tempérés  peuvent engendrer des 

phages redevenus virulents capables de  dét rui re  les  cellules lysogènes. Dans 

ces conditions, il va s 'établir  le  même type d'équilibre que celui évoqué 

auparavant,  intéressant e n  fait le phage t empéré  et l e  mutant virulent, 

dépendant des propriétés d e  croissance de  l'un et de  l 'autre et non d e  leur 

origine génétique commune. 

C. - Application des  bactériophages 

L e s  phages accompagnent toujours les bactéries là où e l les  se multiplient. 

Leur présence e s t  donc universelle et c e s  bactériophages sont impliqués dans 

un grand nombre d e  processus que l'on cherche à exploiter ou à évi ter .  

Dans le domaine médical, les  phages sont utilisés pour cer ta ins  diagnostics 

bactériologiques lorsque les méthodes d'identifications biochimiques classiques 

deviennent équivoques ou compliquées. La  lysotypie, ou typage phagique, e s t  



une extension d e  cette application. Principalem'ent utilisée pour les bactér ies  

pathogènes les  plus importantes  (Salmonella, Pseudomonas, Staphylococcus, 

etc...), e l le  pe rmet  des  investigations épidémiologiques importantes  et 

p réuses .  Récemment ,  BLOCK et al. (1989) on t  développé un système baptisé 

PHALISA ( P h a g e  l inked i m m u n o a b s o r b a n t  assay)  pour  l a  d é t e c t i o n  

i mmunologique d'antigènes immobilisés du virus Herpes  simplex (HSV). Enfin, 

l'utilisation des  bactériophages à des  fins thérapeuthiques et prophylactiques 

d e  maladies infectieuses a été plus ou moins abandonnée avec  l 'è re  des 

antibiotiques. Elle a pourtant des  potential i tés cer ta ines  vis-à-vis de souches 

bactériennes multirésistantes d'apparitions d e  plus en plus fréquentes. Un 

regain d ' in térê t  est survenu en  France  et sur tout  en  Pologne où SLOPEK et 

al. (1987) font  état d e  92 % d e  résultats  positifs sur des suppurations à 
Staphylocoques et à bactéries à Gram-négatif (Klebsiella, Escherichia, 

Proteus,  Pseudomonas). 

Dans le domaine des  Biotechnologies, le  Génie Génétique utilise ce r ta ins  

phages (1, M13, ... ) comme vecteurs de  clonage dans des souches bactériennes 

d e  gènes producteurs d e  molécules d ' intérêt  économique. Mais l 'aspect négatif  

est la  capaci té  des  phages d e  se développer dans les cul tures  microbiennes 

industrielles. Aucune fermentat ion bactérienne n 'est  à l 'abri d e  l ' a t taque des 

phages, les bactér ies  é t a n t  susceptibles d 'ê t re  lysogènes et d e  libérer des 

virus infectieux. Ainsi, NEL et al. (1987) o n t  isolé des bactériophages de  

Leuconostoc oenos qui perturbent la fermentat ion malolactique du vin. 

D 'autres  a r rê t s  d e  production on t  été observés dans la  fabrication du vinaigre 

d'alcool (TEUBER et al., 1987 ; STAMM et al., 1989 ; DEFIVES et al., 1990) 

et d e  l'acide gluconique (WERQUIN et al., 1984a). Toutefois, I ' industrie 

la i t ière  est l a  plus exposée et les  problèmes posés par le  rôle des t ructeur  des 

phages sont sans commune mesure avec les au t res  industries d e  fermentation.  

Les  ferments  lactiques des s t a r t e r s  indispensables à la  fabrication sont  des 

cibles privilégiées (MULLEN, 1986) et les phages seraient  responsables d e  98 

% des  avaries (MOSELEY et WINSLOW, 1959). L a  méthode la  plus répandue 

pour réduire les problèmes phagiques, dans I'industrie d'aliments fermentés ,  

est la  rotation des souches, associée à une hygiène t r è s  s t r ic te .  On utilise 

chaque jour une souche di f férente  insensible aux phages présents. Après 

environ 8 jours, les phages d e  la  première souche ont presque disparu ; on 

peut  donc la  réutiliser et le cycle recommence. Toutefois, les s t ra tégies  

modernes en  industrie lai t ière visent à la  construction de  souches possédant 



des  mécanismes de défense  au phage, le plus souvent codés par des plasmides 

(JARVIS et al., 1989), associant l a  restriction-modification, le dé fau t  

d'adsorption du phage (KL AENHAM MER, 19871, l'infection abortive (GAUTIER 

et CHOPIN, 1987 ; HILL et ai., 1989). 

Dans l'environnement, les  phages sont susceptibles d ' inter  venir dans les cycles  

biologiques où sont impliqués leurs hôtes. L e  rôle, difficile à cerner,  e s t  

controversé. D'aucuns tendent à lui donner t rop d'importane, d 'aut res  à le  

minimiser radicalement. Signalons pourtant  que OGATA et ai. (1980) ont 

consta té  une diminution du pouvoir purificateur des boues act ivées  d'une 

stat ion d'épuration e n  raison d'une perturbation d e  la f lore  bactérienne 

n o r m a l e ,  p r o b a b l e m e n t  c a u s é e  p a r  une  i n f e c t i o n  p h a g i q u e  a b o n d a n t e .  

Enfin, les bactériophages peuvent être utilisés comme marqueurs biologiques 

pe rmet tan t  d'évaluer l a  pollution microbienne (wHEELER et al., 19881, de 

s u i v r e  l ' évo lu t ion  hydrogéo log ique  d e  n a p p e s  a q u i f è r e s  (SKILTON et 

WHEELER, 1988, 1989), d'apprécier l ' e f f icaci té  du t ra i t ement  des  eaux sur  les 

virus en  postulant que  la présence d e  coliphages re f l è te  une contamination 

féca le  e t  donc la présence possible d e  virus d 'hépati tes et d e  gastro-entéri tes 

difficiles à m e t t r e  e n  évidence. L'inactivation des phages est un indicateur 

v a l a b l e  d e  l ' e f f i c a c i t é  du t r a i t e m e n t  d e  l ' e a u  (HAVELAAR, 1987).  

Nous discuterons, ultérieurement,  d e  l ' influence des phages sur la  rhizosphère 

des  Légumineuses et l a  symbiose. 

D. - Multiplication des phages : l e  cycle lytique 

L e  cycle lytique des  bactériophages virulents peut se  décomposer e n  trois 

phases : l 'adsorption et infection, l'éclipse, la  maturation et l a  libération des 

virions. En raison d e  la  nature d e  nos travaux, nous envisagerons plus 

précisément l a  phase d'adsorption. 

1 - Adsorption et infection 

L a  rencontre en t re  l e s  phages et les  bactér ies  se  fa i t  au hasard, mais plus 

leurs concentrations respectives sont élevées, plus les chances de  collisions 



sont  grandes. L'adsorption 'dépend aussi de  cofac teurs  variables selon les 

phages. Les cations, t e l s  que le calcium et le  magnésium, sont l e s  plus 

fréquents. C e t  a t t a c h e m e n t  est hautement spécifique grâce  à l a  concordance 

e n t r e  les s i tes  bactériens et viraux. L a  fixation, d'abord réversible, devient 

rapidement définitive en  raison de  la modification s t ructura le  des s t ructures  

réceptrices. 

a) L e s  sites d'adsorption 

a) Sur les phages 

L a  grande majori té d e s  phages caudés se fixent par l ' intermédiaire d e  leurs 

f ibres  caudales e t /ou des  crampons de  la  plaque basale. Les  phages sans queue 

s'adsorbent par leurs f ibres  apicales ou leur enveloppe. 

8) Sur les bactéries 

- Lipopolysacc harides 

Ils sont souvent impliqués dans l'adsorption à l a  surface  des  bactér ies  à 

Les  phages de  K. pneurnoniae C 3  (TOMAS e t  al., 1987 ; BENEDI et al., 1988) 

et le phage CP-Tl d e  Vibrio cholerae (GUDOLIN et MANNING, 1985) utilisent 

l 'antigène 0. P a r  contre ,  le  coliphage @ X I 7 4  utilise le "core" F E I G E  et 

STIRM, 1976). De même, d e  nombreux phages de  P. aeruginosa ont une large 

spécifici té d 'hôte et peu d 'af f in i té  avec l 'antigène 0, suggérant que leur  s i te  

d'adsorption se si tue dans le  "core" (TEMPLE et al., 1986). 

Les  LPS peuvent assurer à eux seuls la fonction réceptrice.  Toutefois, les 

phages les plus évolués d'E. coli exigent une association avec  des protéines. 

Ainsi, les LPS isolés d'El coli B inact ivent  le phage T4 alors que ceux d'E. 

coli K I 2  ne peuvent l e  f ixer qu'associés au polypeptide Ib d e  la membrane 

e x t e r n e  (MUTOH et al., 1978). On trouve encore une combinaison nécessaire 

a v e c  la  protéine Ompc  pour adsorber le  phage TuIb mais la to ta l i té  d e  la  

molécule de  LPS part icipe à l 'accrochage (YU et al., 1981). 



Les  phages caudés d 'Entérobactéries,  trouvant leurs récepteurs  dans l 'antigène 

0, ont  souvent une act iv i té  endolytique réalisée par des  enzymes associées à 
l a  p l a q u e  basa le .  L e  p h a g e  P 2 2  d e  S. t y p h i m u r i u m  possède  u n e  

endorhamnosidase (ERIKSSON et al., 1979) tandis que le  l(40) d e  S. 

johannesburg a une endo 1,3-N-acétylgalactosaminidase (CHABY et GIRARD, 

1980). Chez  le phage c341 d e  Salmonella, i l  s'agit d'une es té rase  qui enlève 

les  substi tants O acétylés  sans lesquels le phage n e  peut s'adsorber. C e t t e  

déacétylase,  localisée dans la plaque basale, est hautement spécifique d e  son 

subst ra t  (IWASHITA et KANEGASAKI, 1976). 

Dans tous les cas, la reconnaissance du s i te  récepteur  et l'adsorption se 

réaliseraient  par la  formation d'un complexe du type substrat-enzyme. 

- Polysaccharides capsulaires et extracellulaires 

Ils inact ivent  les bactériophages mais le plus souvent i ls  ne consti tuent pas  les 

véri tables récepteurs. En e f fe t ,  si les  mutants ne produisant pas  d e  

p o l y s a c c h a r i d e s  s o n t  r é s i s t a n t s  a u  phage ,  l ' i n t e r a c t i o n  i n  v i t r o  

phage-polysaccharide ne provoque pas l 'éjection d e  l'ADN. Il y a donc un 

a u t r e  récepteur  masqué par le polysaccharide. Pour l 'at teindre,  le phage a 

recours à une dépolymérase qui lui permet  d e  se  f rayer  une voie à t r avers  la 

couche osidique. Auparavant, il a reconnu I'EPS et s'y e s t  a t t a c h é  par  ses 

spicules caudales. 

Les  dépolymérases sont  donc f réquentes  chez les  phages infectant  des 

bactér ies  capsulées. Il s 'agit  d'endoglycannases exis tant  communément sous 

deux formes indifférenciables : l 'une liée au virus, l ' aut re  soluble. Par contre ,  

l a  dépolymérase de  la  capsule dlErwinia arnylovora e s t  produite pa r  la 

bactér ie  in fec tée  par le phage ERA IO3 et n'est pas  associée à la part icule 

virale (VANDENBERG et al., 1985). 

C e s  enzymes sont spécifiques d'un type de liaison. Aussi, une enzyme produite 

par un système phagelbactérie peut agir sur des subst ra ts  synthétisés par des 

bactér ies  d 'espèces différentes,  dans lesquelles le  phage n e  peut pas  se  

multiplier, pourvu qu'elle trouve un site enzymatique convenable. Par  
a-1 ,3  exemple,  l 'enzyme du phage K2 d e  K. aerogenes cl ive les liaisons gal -b 



gal (YUREWICZ et al., 1971), le coliphage 44 a une act iv i té  N-acétyl- 

fi -D-galactosaminidasique (DUTTON et al., 1988) et les phages @95 et @ 1092 

dégradent les  capsules d'El coli contenant  du KDO (ALTMANN et al., 1987). 

Les oligosaccharides libérés sont consti tués d'une ou plusieurs unités d e  

répétition du polymère. C e t t e  propriété e s t  utilisée pour l 'établissement d e  la  

séquence osidique (DUTTON et KARUNARATNE, 1985). 

- Proté ines  

L e  récepteur  du phage X est une protéine majeure de  la  membrane externe ,  

LamB, impliquée dans le  transport du maltose chez  E. coli K12 (SZMELCMAN 

et HOFNUNG, 1975) mais la  fonction réceptr ice  n 'est  complète  que lorsque 

l 'association des protéines avec les LPS confère une s t ructure  t r è s  ordonnée à 
l a  surface  cellulaire (YAMADA et al., 1981). La  protéine mineure TonA, 

part icipant au t ranspor t  du fer,  est utilisée comme récepteur  par les  

coliphages T2, T5 et @80 (BRAUN et al., 1973). Les  protéines d e  la couche S 

d e  Bau l lus  sphaericus fonctionnent comme l e  site d 'a t tachement  d e  

bactériophages (LEWIS et Y OUSTEN, 1988). 

Enfin, signalons le  virus P l  de  Mycoplasma pulmonis qui s 'adsorbe sur 

l 'antigène V-1 d e  surface  (DYBVIG et al., 1988). 

- Peptidoglycanne et molécules associées 

L a  muréine par ié ta le  est f réquemment  utilisée dans l'adsorption sur les  

bactéries à Gram-positif. Ainsi, sa  f ract ion osidique est é t ro i t ement  re l iée  à 
cette fonction chez Clostridium botulinum type A190L (TAKUMI et al., 1985). 

L'adsorption du phage 52A d e  Staphylococcus aureus  exige la muréine et les 

acides téic hoïques. L a  déacétylation d e  la  N-acétyl-glucosamine in te rd i t  sa 

réception (SHAW et CHATTERJEE, 1971). 

- Pili et flagelles 

L 'a t t achement  sur un pilus ou un flagelle n 'est  qu'une é t a p e  in termédiai re  

avant  l'adsorption finale sur un récepteur  de  la surface cellulaire. L a  



i-étraction du pilus amène  le  phage au s i t e  d'infection (ACKERMANN et 

DUBOW, 1987). L'accrochage sur un flagelle est suivi d'une descente  du phage 

jusqu'à l a  base. Ainsi, le  bactériophage PBSl d e  B. subtiiis enroule ses fibres 

caudales autour d'un flagelle fonctionnel ou non. C e t  a t t achement  n ' e s t  pas 

spécifique et peut se produire sur d 'aut res  espèces. La descente  rapide  du 

phage nécessite cependant le mouvement f lagellaire (WILSON et TAKAH ASHI, 

1978). 

b) L'infection 

L e  processus infectieux des bactériophages e s t  mal connu. Les premières  

é t a p e s  qui précèdent l ' injection de  l'ADN du phage T4 dans la  cellule d'E. coii 

sont  pourtant  bien ca rac té r i sées  : les  f ibres d e  la queue du phage s ' a t t achen t  

aux récepteurs,  la membrane ex te rne  est localement dés t ructurée  par  des 

enzymes phagiques, l a  queue se contracte ,  le  tube in terne  t raverse  l'enveloppe 

bactérienne dans cette zone d e  moindre résistance et l'ADN est éjecté d e  la 

capside. Chez  les phages non caudés, des  protéines apicales assurent  

l'adsorption et guident l a  pénétration de  l'ADN. 

L a  capside res te  à l 'extérieur d e  la  bactérie.  

Mais comment  une grosse molécule hydrophile comme l'ADN traverse-t-elle la 

membrane cytoplasmique ? 
- 4  

L'analyse des  flux potassiques au début de  l ' infection soutient  l 'hypothèse d'un 

transport  par un canal semblable à ceux utilisés pour le passage des ions. Le 

phage induit l 'ouverture d'un pore, le flux d'ions dépolarise la  membrane,  

pe rmet tan t  le  passage d e  l'ADN. C e t  état e s t  transitoire, le  pore se r e f e r m e  

après  l'introduction d e  l 'acide nucléique (BOULANGER et LETELLIER, 1988). 

C e  modèle pourrait aussi s 'adapter aux au t res  phages cubiques à queue non 

contract i le  dont les mécanismes d'infection sont obscurs. 

Toutefois, l e  cystovirus @6, à ARN bicaténaire,  présente un cas particulier. Il 

s 'accroche à un pilus d e  P. syringae dont la  ré t ract ion l 'amène au c o n t a c t  de 

l a  membrane externe. Celle-ci fusionne a v e c  l'enveloppe lipidique du phage 

(BAMFORD et al., 1987). Il semble ensuite que la nucléocapside t r averse  la 

membrane cytoplasmique par une invagination et formation d'une vésicule 



intracellulaire. La  pénétration demande une énergisation d e  la membrane. La  

nuclhocapside e s t  enfin dégradée pour pe rmet t re  la  libération d e  1'ARN . 

(ROMANTSCHUK et ai., 1988). 

2 - Phase d'éclipse 

C e t t e  période, d e  durée  variable selon les espèces  bactériennes, est 

ca rac té r i sée  par d e  nombreuses synthèses virales sans virions visibles.  près 
destruction du chromosome bactérien,  les s t ruc tu res  cellulaires res ten t  

fonctionnelles et sont utilisées pour l a  fabrication des é léments  du phage. 

Dans  le cas d'un phage à A D N ,  les premières  molécules à apparaî t re  sont  des 

ARN messagers correspondant à des protéines précoces nécessaires à la  

réplication du génome viral e n  de  multiples copies. Puis les  protéines de  

s t r u c t u r e  s o n t  s y n t h é t i s é e s .  L e s  c o n s t i t u a n t s  du  p h a g e  s ' a c c u m u l e n t  

séparément.  

Dans le  cas d'un phage à ARN, l'acide nucléique, dans un premier temps, se r t  

d e  messager pour la  synthèse d e s  enzymes qui produiront d e  nouvelles chaînes 

d'ARN, en  utilisant le génome initial comme matrice,  et les protéines d e  la 

capside. 

3 - Maturation et libération 

t .  

L a  maturation correspond à l a  morphogenèse des  virions. Celle des  phages 

T-pairs d'E. coli est la  plus connue. Ainsi, chez le  phage T4, l 'assemblage 

f inal  se réalise à partir  de sous-assemblages séquentiels intéressant les f ibres 

caudales, la  queue et la tête qui englobe l'ADN. au cours de  sa  construction 

(LAEMMLI et FAVRE, 1973). 

L'encapsidation de l'ADN bicaténaire ne se réalise pas de  façon désordonnée 

sinon il ne pourrait pas ê t r e  ensuite in jecté  à une bactér ie  sans se nouer. 

L'emballage par enroulement toroïdal (EARNSHAW et HARRISON, 1977) ou 

par pliage alternatif  du chromosome (SERWER, 1986) ne  sont pas des modèles 

to ta lement  satisfaisants. Ainsi, LEPAULT et al. (1 987), à partir  d'observations 

microscopiques sur le phage A ,  pensent qu'au fur et à mesure de  son en t rée ,  

l'ADN subit un réarrangement  continuel pour aboutir  à l a  formation de 

c r i s t a u x  l iqu ides  n é m a t i q u e s  o r i e n t é s  par  l e s  p a r o i s  d e  l a  c a p s i d e .  



L e s  t ê t e s  ainsi remplies  n e  sont  pas stables. Chez l e  phage P22,  l 'adjonction 

d e  l'appareil d ' inject ion stabi l ise les  molécules. En son  absence,  l e s  caps ides  

peuvent  pe rd re  leur ADN (STRAUSS et KING, 1984). 

Enfin, les phages  sont  l ibérés  par lyse d e  l a  cel lule-hôte c h e z  les  phages  

caudés  et cubiques, p a r  extrusion chez  les  phages  f i lamenteux et par  

bourgeonnement  chez  l e s  plasmovirus. Dans ces deux de rn ie r s  cas, l 'hô te  

su rv i t  à l ' infection. 

E. - U n e  a l t e r n a t i v e  au c y c l e  ly t ique  : la restr ict ion-modificat ion 

1 - Défini t ions 

L ' é t u d e  de  l a  relat ion bac tér ie -bac tér iophage  a condu i t  à l a  d é c o u v e r t e  du 

p h é n o m è n e  d e  R e s t r i c t i o n - M o d i f i c a t i o n  c o n t r ô l é e  p a r  l ' h ô t e  (R.M.). 

L a  R.M. a été déc r i t e  pour l a  p remiè re  fo is  par  LURIA et HUMAN (1952) 

pour les  phages  T-pairs et par  BERTANI et WEIGLE (1953) pour les  phages  

X et P2. 

L e s  c r i t è r e s  o n t  été p r é u s é s  par  LURIA (1953). Ils s o n t  s chémat i sées  d a n s  l a  

f i g u r e  23. 

Bac té r i e  

III 

F i g u r e  23 - S c h é m a  d e  l a  d é m o n s t r a t i o n  d e  l a  R.M. d ' u n  p h a g e .  



Si un lysat  d'un bactériophage <PA provenant d'une souche bactérienne A, es t  

utilisé pour infecter  une au t re  souche B d e  la  même espèce, l ' e f f icaci té  d e  la 

croissance sur cette seconde souche peut ê t r e  t r ès  inférieure à ce qu'el le es t  

sur la souche A. Ceci  se concrétise par l'obtention d e  plages d e  lyse beaucoup 

moins nombreuses (fig. 23, 1). Les phages survivants @ B peuvent se multiplier 

abondamment sur l a  souche B tandis que leur croissance e s t  cette fois 

res t re inte  par la bactér ie  A (fig. 23, II). L e  cycle peut  recommencer (fig. 23, 

III). La restr ict ion d e  la croissance du phage dépend donc de  son dernier hôte 

et elle disparaît ap rès  un cycle d e  croissance sur le nouvel hôte. Il ne  s 'agit  

pas d'un processus d e  nature  génétique mais d'une a l téra t ion de l'ADN du 

bactériophage comme il  a été ini t ia lement  démontré pour les phages T l  

(CHRISTENSEN, 1961), A (ARBER et DUSSOIX, 1962) ou encore  E l 5  d e  S. 

anatum (UETAKE et al., 1964). 

L a  dégradation de  l'ADN du virus in fec tan t  est l'oeuvre d'une endonucléase 

bactérienne spécifique (restriction). La  modification, qui pe rmet  la survie d'un 

pet i t  nombre de phages, résulte d e  l 'action d'une méthylase qui protège les 

si t e s  de  restr ict ion (BOY ER, 1971). 

Evidemment, ce phénomène n ' a f fec te  pas uniquement le génome phagique 

mais i l  concerne tou t  ADN étranger  introduit  dans une bactérie,  par 

conjugaison ou transformation. Le  sys tème R.M. peut ê t r e  considéré c o m m e  . 
un mécanisme de  défense et d e  reconnaissance du "soi", c'est-à-dire du 

patrimoine génétique d e  l'espèce. 

2 - Distribution d e s  sys tèmes R.M. 

L e s  sys tèmes R.M. sont, jusqu'à maintenant,  l 'exclusivité des  Procaryotes  où 

i l s  sont d'ailleurs toujours naturellement présents. Ainsi, i ls  ont  été mis  en 

é v i d e n c e  non s e u l e m e n t  c h e z  d e  t r è s  n o m b r e u s e s  E u b a c t é r i e s  m ê m e  

d'identification récen te  tel les que l es  Legionellae (CHEN et al., 1988) mais 

aussi chez des  Archéobactéries comme Methylophilus methylotrophus (BOYD 

et al., 1986) et Sulfolobus audoca ldar ius  (PRANGISHVILI et al., 1985), des 

bactéries phototrophes tel les que Anabaena flos-aquae (WHITEHEAD et 

BROWN, 1985) et Spirulina platensis (KAWAMURA et al., 19861, des 

mycoplasmes (SLADEK et al., 1986). 



Une compilation complète  d e s  endonucléases et méthylases connues, réalisée 

e n  1986 par  KESSLER et HOLTKE, regroupait. 658 enzymes dont  82 

méthylases. Mais plus d e  500 nouvelles endonucléases ont  été répertoriées,  

uniquement e n  1989 et 90 (ROBERTS, 1989, 1990). 

Les  sys tèmes R.M. peuvent ê t r e  dé tec tés  par les c r i t è res  biologiques que nous 

venons d'évoquer mais aussi par des  méthodes biochimiques d e  purification des 

enzymes  d e  restr ict ion (GREENE et ai., 1 9 7 8 ,  de  digestions enzymatiques et 

d 'électrophorèse en gel d'agarose (AAIJ et BORST, 1971). 

L'information génétique des  systèmes R.M. est por tée  par des  gènes 

chromosomiques mais souvent aussi par des  épisomes tels  que les f a c t e u r s  R 

des  Enterobacter iaceae (W AT AN ABE et al., 1966) et d e  Pseudomonas 

(JACOBY et SUTTON, 1977, 1982), les plasmides des  Streptocoques lactiques 

(KLAENHAMMER, 1987) ou des  virus tempérés  comme le  coliphage P l  

(LEDERBERG, 1957) et le rhizobiophage @ M 11 (SAHIM, 1983). Une bactér ie  

peut  donc posséder plusieurs systèmes dont l e s  e f f e t s  sont additifs. 

3 - L e s  enzymes 

a) Générali tés 

. * 
L e s  enzymes d e  restr ict ion sont  des endodéoxyribonucléases qui coupent des 

ADN b i c a t é n a i r e s  a p r è s  r e c o n n a i s s a n c e  d e  s é q u e n c e s  n u c l é o t i d i q u e s  

spécifiques. L a  coupure se  f a i t  par rupture  d'une liaison phosphodiester à 
l ' intérieur d e  chaque. brin d'ADN. La première  endonucléase de  restr ict ion a 

été isolée par MESELSON et YUAN (1968) chez E. coli  K mais rapidement de  

nombreuses enzymes on t  été ca rac té r i sées  appartenant à d 'autres  souches d'El 

coli (ESKIN et LINN, 1972 ; CHEN KAN et ai., 1979) et d'Haemophilus 

(SMITH et WILLCOX, 1970 ; BRZEZINSKI et PIEKAROWICZ, 1982). 

L e s  enzymes d e  modification sont  des méthyl-transférases qui agissent sur des 

b a s e s  n u c l é i q u e s  i n c l u s e s  d a n s  l a  s é q u e n c e  d e  r e c o n n a i s s a n c e  d e  

l'endonucléase. Les  bases communément méthylées sont l'adénine qui f o r m e  la 

N-méthyladénine (6-M AP) ou la  cytosine qui fo rme  la  Fméthylcytos ine  

(5-MC). C e s  enzymes produisent deux résidus méthylés par site. Dans tous  les 



cas, la  S-adénosylméthionine (SAM ou AdoMet) fournit les radicaux méthylés 

(NATHANS et SMITH, 1974). 

Par  immunomicroscopie électronique, les  endonucléases ont  été localisées dans 

l 'espace périplasmique et les rnéthylases dans l e  cytoplasme d'El coii 

(KOHRING et al., 1985, 1987). 

b) Nomenclature 

En raison d e  la  multi tude d e  microorganismes possesseurs d e  ces enzymes, il a 

vite paru nécessaire d'établir des  règles générales d'identification des 

sys tèmes R.M. 

En 1973, SMITH et NATHANS o n t  proposé les bases d'une nomenclature 

universellement adoptée  : 

- la première  l e t t r e  du genre, e n  majuscule, et les deux premières l e t t r e s  

d e  l 'espèce, e n  italiques, identif ient  la bactérie.  L'indication de la souche 

suit cette abréviation : 

ex. : E. coii K : EcoK 

H. influenzae d : Hind . . 
- si le sys tème est génétiquement relié à un phage ou un plasmide, l e  nom 

abrégé d e  celui-ci suit  les  trois l e t t r e s  : 

ex. : EcoRI pour l e  plasmide RI 

EcoP 1 pour le  phage P l  

- si la souche cont ient  plusieurs sys tèmes R.M., ils sont identif iés pa r  des 

chif f res  romains : 

ex. Hindi, HindII, HindIII 

- t o u t e s  l e s  e n z y m e s  d e  r e s t r i c t i o n  o n t  pour a p p e l a t i o n  g é n é r a l e  : 

endonucléaseR, et les enzymes d e  modification : m é t h y l a s e ~  ; additionnés 

du nom du système : 



ex. endonucléase R.EcoB, e n  abrégé, endo R.EcoB 

méthylase M.EcoB, en  abrégé, méth M.EcoB 

On distingue actuel lement  trois groupes d'enzymes d e  R.M., en fonction de  

leurs propriétés. 

c) Enzymes d e  t y p e  1 

Historiquement, ce sont les premiers sys tèmes qui on t  été caractérisés.  Les 

enzymes de  type 1 forment  un complexe multifonctionnel combinant le  clivage 

d e  I'ADN, l'hydrolyse d e  I'ATP, la  rnéthylation d e  I'ADN et des act iv i tés  

topoisom~rasique's. Elles exigent des cofacteurs  : ATP, magnésium, SAM 

(YUAN, 1981). L e  site reconnu n'a pas de  symétr ie  apparente,  i l  e s t  

discontinu, formé par deux séquences spécifiques de  3-4 paires de  bases (p.b.) 

séparées  par une région non spécifique de  6-8 p.b. : 

Ex. EcoB : 

5' -- TGA* (NI8 TGCT -- 3' 
31 -- ACT (N)8x ACGA -- 5' 

* bases méthylables . 
Après avoir reconnu le s i te  spécifique, le complexe d e  type 1 coupe I'ADN à 
une distance d e  400 à 7 000 p.b. Pour une même enzyme, le  lieu d e  la  

coupure est donc aléatoire.  Il semble qu'il se forme u n e  boucle d'ADN, ce qui 

expliquerait  que le  clivage s ' e f fec tue  loin du site d e  fixation (BICKLE, 1982). 

Les  sys tèmes d e  type 1 sont codés par trois gènes : MS, U R ,  H M .  W S  

e s t  responsable d e  la  reconnaissance du si te,  MM et - hsdS sont nécessaires 

pour l a  modification, les trois gènes sont  nécessaires pour la restriction. 

Sur des  cr i tères  génétiques et immunologiques, ils on t  été divisés e n  deux 

familles distinctes, type IA et type IB. Pius récemment ,  une troisième 

famille,  type IC, codée par le  plasmide R124 et son dérivé RI2413 a été mise 

e n  évidence chez E. coli (PRICE et al., 1987). 



d) Enzymes d e  type  II 

C e s  enzymes sont largement  employées e n  Génie Génétique pour construire 

d e s  ADN hybrides c a r  el les coupent l'ADN bicaténaire, non modifié, à des  

positions déterminées.  

L e  seul  co fac teur  exigé est l e  magnésium. L a  majori té d e  ces  enzymes 

reconnaissent  des  s i tes  caractér isés  par une symétr ie  rotationnelle. C e  sont 

d e s  palindromes de  4 à 6 p.b. l e  plus souvent mais aussi d e  8 p.b. pour des 

enzymes  découver tes  r écemment  : 

ex. : EcoRI : 5'-CTT AAG 

3'-GAT ! T C C  

BsuR : 5'-CC GG 

3'-GG C C  

NotI .: 5'-GCGG C C G C  

3'-CGCC GGCG 

Toute  séquence tétranucléotidique se  produit,  au hasard, une fois pour 256 . , 
p.b. et u n e  s é q u e n c e  h e x a n u c l é o t i d i q u e ,  u n e  f o i s  pour  4096 p.b. 

Un cer ta in  nombr,e d e  séquences comportent  des zones ambigües où quelques 

bases ne  sont pas  exac tement  définies. 

Enfin, ce r t a ines  enzymes reconnaissent d e s  palindromes interrompus par 1 à 6 

nucléotides quelconques, où encore  d e s  séquences non palindromiques : 

ex. : BglI : 5'-GCC(N)5GGc 

3'-EGC(N)5CCG 

BsmI : 



Le s i t e  de  cl ivage e s t  si tué dans la  séquence de  reconnaissance ou 

immédia tement  à côté. Les  coupures peuvent s 'effectuer au même niveau sur 

les  deux brins, au cen t re  de  la séquence, donnant des  extrémités  f ranches  : 

ex. : HindII: + 5'-CAA TTC 

3'-GTT AAC 
t 

Lorsque les coupures sont décalées dans les deux brins, par rapport  à l ' axe  de 

symétrie,  on obt ient  des  ex t rémi tés  d i t es  cohésives car chaque f ragment  

possède une cour te  séquence monocaténaire qui peut  faci lement  s 'apparier 

avec  une séquence complémentaire,  les liaisons covalentes é t a n t  ré tabl ies  par 

l 'action d'une ligase : 

ex. : EcoRI : f 5'-CTTAA G 

3'-G AATTC 
t 

Toutefois, les enzymes d e  la  classe IIS sont  un peu di f férentes  c a r  el les 

coupent les ADN à une distance précise d e  la  séquence de  reconnaissance. Le 

nombre de  nucléotides n'est pas obligatoirement identique sur chaque brin, 

c r é a n t  ainsi des ex t rémi tés  cohésives : 

ex. : FokI 
1 .  

5'-GGATG NNN NNN NNN + 
3'-CCTAC NNN NNN NNN NNN N 

t 
Une nouvelle classe, IIQ, comporte  deux enzymes de  Bacillus cl ivant  à 
l ' intérieur de  séquences non-palindromiques (DEGTY AREV et al., 1990). 

Cer ta ines  enzymes sont des isoschizomères. Provenant dte'spèces bactériennes 

différentes,  .el les ont  le  même s i te  de  reconnaissance mais ne produisent pas 

les  mêmes coupures ou bien ont  des  sensibilités variables à l a  méthylation. 

D'autres  enzymes reconnaissent des s i tes  différents mais engendrent des 

ex t rémi tés  cohésives identiques. On peut ainsi les  classer en  familles. 

Le  déterminisme génétique des systèmes R.M. de type II est re la t ivement  

simple puisque deux gènes codent pour deux protéines : l 'endonucléase et la 

m é t  hylase. 



e) Enzymes  d e  t y p e  III 

On n e  connaî t  a c t u e l l e m e n t  que  t ro i s  e n z y m e s  d e  t y p e  III codées  p a r  l e  

prophage P l  d'E. coli (HABERMAN, 19741, l e  p lasmide  P l 5  d'El coii (YUAN 

et REISER, 1978) et l e  ch romosome  d'H. i n f luenzae  Rf (BRZEZINSKI et 

PIEKAROWICZ, 1982). 

C o m m e  l e s  e n z y m e s  d e  t y p e  1, ce son t  d e s  p ro t é ines  mult i fonct ionnelles  

pouvant  ca t a lyse r  à l a  fo is  l e  c l ivage  d e  l'ADN et l a  méthylat ion.  Elles  

r equ iè ren t  I'ATP et l e  magnésium, l a  SAM a un rôle d ' e f f ec t eu r  al lostér ique.  

C e s  e n z y m e s  d e  t y p e  III reconnaissent  une séquence  d e  5 à 6 p.b. et coupen t  

l 'ADN 25 à 27 p.b. plus loin vers  l ' ex t r émi t é  3' du si te .  

Ant i res t r ic t ion  

L e s  bac tér iophages  o n t  su développer d e s  s t r a t é g i e s  d e  dé fense  c o n t r e  l a  

r e s t r i c t i o n  d e  l ' h ô t e  ( K R Ü G E R  et BICKLE,  1983) .  D e s  m é c a n i s m e s  

d 'an t i res t r ic t ion  o n t  été t rouvés  c h e z  p ra t iquemen t  chaque  phage é tudié .  

Toutefois ,  les  plus connus, ut i l isés  par  les  phages d'E. coii et B. subtilis,  sont  

l e s  su ivants  : 

- i n h i b i t i o n  d e s  e n z y m e s  d e  r e s t r i c t i o n  p a r  d e s  p r o t é i n e s  v i r a l e s  ; 

- l e  phage  produit  une  e n z y m e  d e  modificat ion ; 

: l e  phage  s t imule  l a  modif icat ion con t rô l ée  par  l ' hô t e  ; 

- l 'ADN phagique c o n t i e n t  d e s  bases inhabi tue l les  ; 

- l e  p h a g e  C O - i n j e c t e  s o n  ADN et d e s  p r o t é i n e s  d ' a n t i r e s t r i c t i o n  ; 

- l e  phage  i n j e c t e  son  ADN e n  deux temps.  

P a r  ai l leurs ,  une  évolut ion molécula i re  du bac tér iophage  tend à e f f e c t u e r  une 

sé l ec t ion  c o n t r e  l e s  s i t e s  d e  reconnaissance  des  e n z y m e s  d e  r e s t r i c t i on  d e  

l ' hô t e  (SHARP, 1986). 



II. - LFI PHAGES DE RHIZOBIACEAE 

A. - Caractér isa t ion 

En 1987, ACKERMANN et DUBOW ont  recbnsé 101 phages d e  Rhizobiaceae. 

Tous sont caudés, appar tenant  aux groupes A, B, C d e  BRADLEY. Ils 

contiennent un ADN bicaténaire. Il en  est de  même des phages décr i ts  

e n s u i t e ,  p a r a s i t e s  d e s  m i c r o s y m b i o n t e s  du P o i s  c h i c h e  (DHAR et  

RAMAKRISHNA, 1987), du Soja (WERQUIN et al., 1987) et de  Légumineuses à 
croissance rapide (DHAR et al., 1987 ; STANIEWSKI, 1987). 

Les  propriétés générales d e  ces phages, adsorption, résistance aux agents  

physico-chimiques, etc. .., ne présentent pas d e  singularités essentielles. Pour 

ce qui concerne R. meliloti,  KRSMANOVIC-SIMIC et WERQUIN, en 1973, ont  

isolé 8 phages telluriques, répart is  en  qua t re  morphotypes. Simultanément,  

MARANTZ et al. (1973) décrivent 17 phages dont 11 proviennent de  cul tures  

bactériennes lysogènes. En 1988, WERQUIN et al. é tudient  32 bactériophages 

d e  R. meliloti. 21 sont isolés de  champs d e  Luzerne du Nord d e  la  France ,  les 

12 autres  sont  obtenus par induction aux rayons ultra-violets ou à la  

mitomycine C d e  46 souches bactériennes. Les  cinq morphotypes distingués 

appartiennent aux Myoviridae, Siphoviridae et Podoviridae. 

Les  profils d e  restr ict ion et l'hybridation ADN-ADN montrent que  les 

génomes des trois genres ne  sont pas apparentés. 

L e  type NM 1 (Siphoviridae) présente une morphologie in habituelle par la  

présence de  barres  transversales sur la queue non contracti le,  tandis que-  le 

phage M 11s (Siphoviridae) ne  correspond à aucun a u t r e  phage d e  Rhizobium 

décr i t  et représente une nouvelle espèce. 

Il est remarquable de  consta ter  que tous les phages du sol possèdent une 

queue contract i le  et une large spécifici té d'hôte, tandis que la  plupart des 

t empérés  ont une longue queue non contract i le  et une spécifici té re la t ivement  

é t roi te .  

Enfin, cinq au t res  phages apparentés à NM1 ont été étudiés ul tér ieurement  

(WERQUIN et al., 1989). 



B. - Adsorption et activités enzymat iques  associ&s 

L e s  récepteurs  usuels à l a  surface d e s  bactér ies  à G r a m  négatif sont utilisés 

par les rhizobiophages, e n  fonction des  espèces. 

Chez  R. legurninosarum bv. tr ifolu,  ATKINS et HAYES (1972) on t  cons ta té  

d e s  al térations dans les LPS et les lipoprotéines des souches sur lesquelles les 

phages s'adsorbent peu. ZAJAC et ai. (1975) on t  montré  que les LPS d e  la  

souche 24SM consti tuent l e s  récepteurs  du phage 1P. Les  macromolécules 

doivent être intactes ,  l a  f ract ion polysaccharidique et le  lipide A séparés sont 

inac t i f s  (ZAJAC, 1987). P a r  ailleurs, les  groupements O-acétylés sont  

indispensables et l e  phage 1P déacétyle  l e  récepteur  durant  son act ion 

(ZAJAC et LORKIEWICZ, 1983). Les  EPS bactériens n'inactivent pas le  phage 

(ZAJAC, 1988). GLOWACKA et ai. (1989) on t  également  mis en  évidence des  

mutants  "rough" d e  la souche AR182, résistants aux phages. 

Chez  R- meliloti,  UGALDE et al. (1986) o n t  observé que l a  sensibilité au 

phage @16B est associée à un polysaccharide antigénique contenant  du 

galactose  et d e  l 'acide galacturonique. 

L e  phage 16-12-1 d e  B. sp. (lupini) est pilus-dépendant.  près l 'a t tachement ,  

l e  pilus se ré t rac te ,  amenant  le  phage vers un récepteur  spécifique (LOTZ et 

PFISTER, 1975). Quant  au phage @7-7-1, il réalise une adsorption spécifique 

mais  réversible sur un flagelle puis i l  descend le long de  celui-ci jusqu'à un 

récepteur  final s i tué  près du site d'insertion flagellaire (LOTZ et al., 1977). 

B. japonicum D211 et son phage Ml s 'a t tachent  par l ' intermédiaire des 

e x o p o l y s a c c h a r i d e s .  U n e  dépo ly  m é r a s e ,  c o m p o s a n t e  du p h a g e ,  s e m b l e  

impliquée dans l ' interaction avec  le récepteur  (DANDEKAR et MODI, 1978). 

P a r  contre,  STACEY et al. (1 984) ne  consta tent  aucune inactivation du phage 

TN1 par les CPS d e  B. japonicum 3 1 l b  110. Leurs résul ta ts  suggèrent q u e  les 

récepteurs  sont localisés dans les LPS. 

Même s'ils ne  const i tuent  pas  de  véri tables récepteurs,  les EPS d e  Rhizobium 

peuvent aussi part iciper à l a  relation phage-bactérie. Ainsi, des  enzymes 

associées aux bactériophages CT3 et NT1 d e  R. legurninosarum bv. t r i fo iü  



peuvent dépolymériser les  EPS d e  la  majori té des  souches d e  cette espèce  

mais, e n  général, el les ne  peuvent pas  a t taquer  les EPS d e  R. meliloti et de  

Bradyrhizobium. Le calcium et le magnésium sont indispensables à l ' ac t iv i té  

enzymatique. La  dépolymérisation d e  I'EPS semble nécessaire mais pas 

suffisante pour le processus d'infection (BARNET et HUMPHREY, 1975). La  

dépolymérase du phage 4 s  d e  R. legurninosarum bv. trifofi est induite dans la  

cellule bactérienne à l a  suite de  l'infection par le  phage virulent. Elle ne  peut 

pas hydrolyser les  EPS de  Rhizobiaceae qui ne contiennent pas d 'acide 

glucuronique. La  réact ion est inhibée par I'EDTA mais cet e f f e t  est abrogé 

par le  calcium ou l e  magnésium. Il est donc raisonnable d e  considérer que 

cette enzyme, PDI, appar t ient  au groupe des métalloenzymes. Elle a un poids 

moléculaire d e  440 000, un pH optimum à 6,8 (HIGASHI et ABE, 1978). 

Une seconde enzyme, PDII, a été mise e n  évidence dans le  lysat du phage 

BY 15. Ses  caractér is t iques  sont voisines de  la précédente  mais el le a un poids 

moléculaire un peu plus élevé (540 000) et un pH optimum d e  5,4. Elle e s t  

inhibée réversiblement par le  magnésium et 1'EDTA. 

Les  deux enzymes sont des lyases qui agissent par B -élimination d'un résidu 

d 'acide uronique avec  per te  concomit tante  de  l'ose substi tuant le  carbone 4. 

PD1 peut  dépolymériser complètement  les EPS et CPS de  R. leguminosarum 

bv. trifolu mais PD11 ne peut dégrader complètement  que  des subst ra ts  

déacétylés.  Pa r  ailleurs, l'analyse des  produits de  dépolymérisation montre  que 

PD1 clive le  substrat  e n  des sites proches des ex t rémi tés  d e  l a  chaîne tandis 

que  PD11 réalise des coupures in te rnes  au hasard (HOLLINGSWORTH et al., 

1984). 

L e s  oligosaccharides produits par c e s  dépolymérases sont plus aisés à utiliser 

que  les  macromolécules pour l 'analyse s t ructura le  (A MENURA et al., 1983) 

mais i ls  ont  aussi une ac t iv i t é  biologique l iée à l a  symbiose (SHERWOOD et 

al., 1981 ; ABE et al., 1984). 



C. - Rôles des rhizobiophages 

1 - Transduction 

Réalisée pour l a  première  fois chez  R. meliloti par KOWALSKI (19671, la  

transduction a sur tout  été utilisée pour l'analyse génétique d e  cette espèce.  

Elle a permis le t ransfer t  de  genes d'auxotrophie et d e  c a r a c t è r e s  de 

résistance (KOWALSKI, 1970 ; HASSANI, 1983 ; FINAN et ai., 1984 ; MARTIN 

et LONG, 1984). L a  cotransduction d e  la capaci té  d e  fixer l 'azote n ' a  été 
réussie qu'une fois, en  1972, par KOWALSKI et DENARIE. 

Du point de vue de  l ' é tude et du t ransfer t  des  gènes symbiotiques, la méthode 

semble infructueuse. Un cas de  transduction spécifique du marqueur Cys,  à 
l 'aide du phage 16-3 a été mentionné (SVAB et ai., 1978). Chez d 'autres  

Rhizobiaceae, la transduction a été utilisée pour l 'établissement de la  c a r t e  

génétique de  R. legurninosarum (BUCHANAN-WOLLASTON, 1979). et le 

t r ans fe r t  de résistance aux antibiotiques chez  B. japonicum D211 (SHAH et 

al., 1981) dans le  but d'une é tude génomique. 

Toutefois, la transduction pourrait  ê t r e  utilisée en  Génie Génétique. DORGAI 

et al. (1981, 1986) o n t  étudié l e  génome du phage tempéré  16-3 d e  R. rneliloti 

pour obtenir un vecteur d e  clonage. P a r  ailleurs, WERQUIN (1989) a cons ta té  

que cer ta ins  phages tempérés  de  RI meliloti possèdent des ADN de  30-50 Kb 
6 (PM : 20-35.10 daltons). Ces  valeurs sont proches de  cel les  des phages 

transducteurs connus et permet ten t  d'espérer l'utilisation de  ces virus c o m m e  

vecteurs  de  segments d'ADN. 

L a  lysogénisation d e  25 souches d e  R. meliloti a modifié l a  sensibilité aux 

phages des bactéries-hôtes. C e s  variations ne sont pas dues au phage 

lysogénisant mais au mode de  simple ou double infection (STANIEWSKI et 

KOWALSKI, 1965). BARNET et VINCENT (1970) o n t  aussi démontré  qu'une 

conversion lysogénique intéresse l 'apti tude à adsorber les phages c h e z  R. 

legurninosarurn bv. trifolii SU297. L a  modification d'un antigène somatique ne 

pe rmet  plus l 'accrochage. Enfin, une souche de  R. legurninosarum bv. trifoiii 



est devenue anodulante, par per te  d e  son plasmide symbiotique lors d e  la 

lysogénisation (UCHIUMI et ai., 1989). Le mécanisme moléculaire du curage 

p l a s m i d i q u e  n ' e s t  p a s  c o m p l è t e m e n t  é luc idé .  II p o u r r a i t  s ' a g i r  d ' u n e  

incompatibil i té e n t r e  les deux ADN. 

La  lysotypie a été utilisée depuis longtemps pour tenter  d e  distinguer les 

bactéries infectant  les  d i f férentes  Légumineuses (STANIEWSKI, 1980) mais 

également  pour séparer  les biotypes et mutants  divers au sein d'une m ê m e  

espèce, e n  part iculier  après réisolement à partir  d e  nodosités racinaires, 

principalement chez  R. leguminosarum bv. trifolii (STANIE WSKI et al., 1 973) 

et R. meliloti (LESLEY, 1982). C e s  systèmes de  typage peuvent s 'avérer uti les 

dans les contrôles expérimentaux d e  souches indigènes ou sélectionnées pour 

l a  nodulation des plantes  (BROMFIELD et al., 1987). 

4 - Les phages et la symbiose 

L a  détection des rhizobiophages dans le sol et leur rôle dans l a  symbiose sont 

l 'objet d e  résultats  contradictoires et donc d ' interprétation controversée.  

GOLEBIOWSKA et al. (1976) indiquent que les phages de R. meliloti n e  se 

trouvent que  dans l a  rhizosphère de  la Luzerne tandis qu'ils sont  absents d e  la I 

rhizosphère d 'aut res  plantes. P a r  contre ,  DHAR et al. (1979) d é t e c t e n t  des 1 
rhizobiophages dans  30 sols indiens étudiés, même dans les r izières.  

Apparemment, le  maintien d'un phage spécifique n'est pas en relation a v e c  la 

persistance de la Légumineuse mais ces auteurs  pensent que cette discordance 

peut s'expliquer par des  conditions climatiques. Les  pluies violentes puis les 

t empêtes  d e  poussière, en  Inde, faci l i tent  la dispersion des Rhizobium et de  

leurs phages. Les  températures  leur pe rmet ten t  d e  survivre longtemps, en 1 

absence d e  la plante-hôte. 1 

Il e s t  f réquemment  rapporté que le nombre de  phages dans le sol prés(-nte des 

f luctuations saisonnières marquées. En Inde, l e s  t i t res  d e s  populations 

phagiques spécifiques de  R. leguminosarum sont peu élevés au cours des  mois 

secs et chauds (mai-juillet) et relat ivement hauts à partir d'octobre, pour 



a t t e indre  leur apogée en  décembre-janvier. Les phages isolés l'hiver son t  plus 

thermosensibles que ceux isolés l ' é té  (DHAR et ai., 1980). Les mêmes 

évolutions ont été consta tées  dans la rhizosphère du Pois chiche (DHAR et 

RAMKRISHNA, 1987). Dans une luzernière expérimentale du Nord d e  la 

France,  le  t i t r e  des  phages virulents pour R. meliloti est dix fois plus faible 

au printemps qu 'à  l a  fin de  l'automne. Après l'hiver, un nouveau semis  de 

graines d e  Luzerne accompagné d'une inoculation bactér ienne augmente  les 

t i t r e s  phagiques qui, ensuite, r e s ten t  stables durant l 'été. Aucun phage n 'a  été 
d é t e c t é  dans des  champs incultes, mais ceci peut ê t r e  dû également  aux 

conditions cl imatiques (DEFIVES et WERQUIN, 1984). La s t ruc tu re  du sol peut 

éga lement  intervenir. Ainsi, en  Australie, LAWSON et ai. (1987) no ten t  une 

réduction du nombre d e  phages, virulents pour R. legurninosarum bv. tr ifoii i ,  

dans un sol argileux par rapport à un sol sableux. 

La présence des bactériophages dans les  sols suggère évidemment qu'ils 

exercen t  une influence réductrice sélective sur la population bactér ienne mais 

auss i  q u ' i l s  se c o m p o r t e n t  c o m m e  v e c t e u r s  d ' é c h a n g e s  d ' i n f o r m a t i o n s  

génétiques. Ceci n e  sera i t  pas sans e f f e t  sur la nodulation et la f ixation de 

l 'azote. 

Si DEMOLON et DUNEZ (1935) a t t r ibuen t  aux phages l a  fa t igue des 

luzernières, DHAR et ai. (1979) ne trouvent aucune corrélation e n t r e  la 

présence d e  phages et la  qual i té  et l ' importance d e  l a  cu l tu re  de  

~ é g u m i n e u s e s  diverses. 

In vitro, les  expériences montrent que les phages peuvent influencer l a  tai l le 

et la  na tu re  d e  l a  population d e  leur(s) hôte(s). Ainsi, l a  présence d'un 

bactériophage virulent dans la zone racinaire de  plantules d e  Trèfle rédMt la 

densité d e  R. legurninosarum bv. t r i fo lu  et favorise l 'apparition de variants 

rés is tants  au phage mais aux propriétés symbiotiques t r è s  a l t é rées  (EVANS et 

al., 1979a). 

L ' e f fe t  est identique sur la souche sensible lorsque le phage est additionné à 
une population mixte  comportant e n  outre  une souche rés is tante  jouant l e  rôle 

d e  compéti teur.  



Cependant, le nombre de  nodules et les poids secs végétaux ne  sont pas  ou 

peu modifiés c a r  il e s t  probable que la densité d e  bactér ies  eff ic ientes  est 

suffisante au début de  l 'expérience pour entraîner la format ion d'une quant i té  

convenable d e  nodules f ixateurs d 'azote (EVANS et al., 1979b ; BARNET, 

1980). 

En revanche, la  nodulation, le poids des t iges  d e  Soja ainsi que la réduction de 

l 'acétylène par les bactéroïdes d e  B. japonicum USDA 117 sont  sérieusement 

a f f e c t é s  par la  présence d'un phage virulent. C e s  e f f e t s  sont abrogés si l'on 

inocule les  plantes avec  une combinaison d e  souches susceptibles et 

résistantes. L'occupation des  nodules s e r a  essentiel lement réalisée par  les 

bactér ies  insensibles au phage (HASHEM et al., 1986 ; HASHEM et ANGLE, 

1988). 

Les phages ne semblent donc pas en  mesure d'influencer notablement  le 

rendement d'une culture de  ~ é g u m i n e u s e s  mais i ls  peuvent modifier l a  balance 

écologique des souches en  compétition. 

L'inoculation d e  phages dans le sol pourrait  offrir un moyen pour réduire la 

nodulation par une souche indésirable et la  remplacer par une souche 

concurrente  plus eff ic iente  mais moins compétitive. 



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



1. - ORIGINE ET CULTURE DES SOUCHES BACTERIENNES 

A. - origine 

Les souches utilisées et leur origine sont répertoriées dans le  tableau 4. 

Souches Origines 

Rhizobium meliloti 

M2S, M3S, M9S, Université de s  Sciences et 
MllS, M12S, M13S, Techniques de Lille Flandres-Artois 

M14S, M18S, M19S, M5Nl Laboratoire d e  Microbiologie 

Rhizobium legurninosarum 
biovar phaseoii 

Bradyrhizobium japonicum Faculté des  Sciences 
Agronomiques de 

5 5 Gembloux (Belgique) 

Klebsiella pneumoniae 0 1 K2 NCTC 5055 

Tableau 4 - Souches bactériennes utilisées et leur origine. 

Pour ce qui concerne les souches de notre Laboratoire, l a  nomenclature 

Suivante a été adoptée : M pour meiiloti, P pour p k o l i ,  S pour phénotype 

sauvage. La souche M5N1 correspond à un clone non muqueux de la souche 

M5S lorsqu'il est cultivé sur milieu RC glucosé à 1 %. 

Toutes ces souches, ainsi que B. japonicum J5, sont capables d'assimiler 

l ' a z o t e  a tmosph6r ique  e n  symbiose  a v e c  d e s  p l an tu l e s  d e  leur  

Iégumineuse-hôte, en culture hydroponique aseptique. 



B. - Conditions d e  culture et d e  conservation d e s  bactér ies  

En milieu liquide, les bactér ies  sont  cult ivées en  aérobiose, sous agitation. Les  

conditions usuelles sont  résumées dans le  tableau 5. 

Bactérie Milieu Température  
d'incubation 

Rhizobium R C  fructosé (1 %) 30°C 
ou RHBl fructosé (1 %) 

Bradyr hizobium Y .E.M. 30°C 

Bouillon nutritif 37°C 
ordinaire 

Tableau 5 - Milieux liquides et températures  d'incubation usuels. 

Les géloses correspondantes sont utilisées pour les  cul tures  sur milieu solide. 

Les  souches sont conservées dans leur milieu d e  cul ture  liquide additionné d e  

glycérol (10 % final) et congelé à - 20°C. 

II. - ORIGINE ET OBTENTION DES BACTERIOPHAGES 

A. - Origine 

Tous les  bactériophages d e  Rhizobiaceae, étudiés dans ce travail,  o n t  été 
isolés du sol d e  champs d e  Luzerne .ou de  Soja du Nord de  l a  France par M. 

WERQUIN. Ils font  par t ie  d e  l a  collection du Laboratoire mais ce r ta ins  

d 'ent re  eux sont répertoriés au C e n t r e  d e  Réfé rence  pour Virus Bactériens 

"Félix cllHérelle" c r é é  par H.W. ACKERMAN à l 'Université Laval de ~ u é b e c  

(Canada). Le phage 2 d e  K. pneumoniae provient de  no t re  collection. 

Le  tableau 6 présente les phages utilisés et leurs souches bactériennes 

propagatrices. 



Souches propagatrices Phages 

R. meliloti 

B. japonicum 

K. pneumoniae 

Tableau 6 - L e s  bactériophages et leurs souches propagatrices. 

NM : phages d e  R. meliloti à queue non contract i le .  
CM : phages d e  R. meliloti à queue contracti le.  

B. - Obtention d e s  bactériophages 

1 - Réalisation d'un s tock  d e  phages (ADAMS, 1959) 

0,3 ml d'une cu l tu re  bactérienne e n  phase exponentielle d e  croissance sont 

in fec tés  par 0,l ml d'une suspension phagique pure. L e  mélange es t  laissé à la  

t empéra tu re  ambiante,  sans agitat ion pour pe rmet t re  aux phages de  s'adsorber 

convenablement sur les bactéries. On a jou te  3 ml d e  gélose bactériophage 

maintenue liquide à 45°C et l'ensemble est coulé à l a  surface  de la  gélose 

nutri t ive adéquate, e n  boîte de Petr i .  

Un témoin sans phages e s t  réalisé dans les mêmes conditions. Après 

incubation à 30°C, pendant une nuit, l 'observation du témoin montre un tapis 



bactérien continu tandis que l es  au t res  boîtes montrent généralement ;ne lyse 

confluente se t raduisant  par  l 'absence t o t a l e  de  bactéries. L a  double couche, 

contenant  les phages, est prélevée, por tée  dans un tube, homogénéisée et 

centrifugée. Le  surnageant, débarrassé d e s  débris bactériens par f i l trat ion sur 

membrane MILLIPORE d e  porosité 0,22 Fm, const i tue  le s tock d e  phages. 

2 - Dénombrement des phages (ADAMS, 1959) 

La suspension phagique (stock d e  phages, etc ... ) est diluée jusqu'à 1 0 - ~ .  Des 

aliquots d e  0,l ml des  dilutions appropriées sont mis en  con tac t  avec  0,3 ml 

d e  cul ture  bactér ienne e n  phase exponentielle d e  croissance. L'ensemble e s t  

t r a i t é  comme précédemment.  Les  plages de  lyse, qui correspondent, à 
l'origine, à un seul phage, sont  comptées. Le  t i t r e  de  l a  suspension e s t  

exprimé e n  nombre d e  part icules phagiques infectieuses par millilitre, encore  

appelées unités fo rmant  plages ou UFP. 

3 - Conservation d e s  bactériophages 

Les  stocks de  phages destinés à ê t r e  utilisés f réquemment  sont  conservés à 
+ 4OC. 

Pour une conservation plus longue, en souchier, les  stocks sont conservés à 
- 20°C sous fo rme  d e  lysats filtrés, glycérolés à 50 % (v/v). Ainsi, la 

suspension phagique n e  se solidifie pas, ce qui évi te  l ' éc la tement  des  phages. 

III. - MILIEUX DE CULTURE ET SOLUTIONS 

A. - Milieu R C  (Rhizobium complet)  d e  LAIRD (1932) modifié par 

DELATTRE (1 97 1) 

............................ - MgS04, 7 H 2 0  072 g 

................................ - K 2 H P 0  4.... 1 g 

- Extra i t  de  levure ....................... 1 g 
- Eau distillée - q.s.p. ................... 1 1 

- pH ............................................. 7,2 à 7,5 

- Stéri l isation ............................... 121°C, 20 min 



Ce milieu est complété  extemporanément  par une source d e  carbone. L e  

fructose,  en  concentration finale d e  1 %, a été choisi ca r  sa dégradation 

métabolique par R. meliloti ne provoque pas, contra i rement  au glucose, 

d'acidification du milieu préjudiciable à l a  croissance bactérienne (HORNE2 

et al., 1976). Il peut ê t r e  solidifié (RCG) par adjonction d e  15 g/l d'agar. 

B. - Milieu Y.E.M. (Yeast Extract Mannitol) de  FRED et al. (1932) 

modifié par BAL et al. (1978) 

K2HP04 .................................... O,5 g 

MgS04, 7 H 2 0  ............................ 0,2 g 

Extra i t  d e  levure ....................... 1 g 
......................................... NaCl Q I  g 

Manni fo l  .................................... 10 g 

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

............................................. pH 7,2 

Stéri l isation ............................... 121°C, 20 min 

L e  milieu gélosé cont ient  15 g/l  d'agar. 

Milieu R (Rhizobium) ou RHBl (DUATTRE, 1971) 

Il s 'agit  d'un milieu minimum synthétique. 

- MgS04, 7 H 2 0  ............................ 0,2 g 

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

NH4N03 1 - .................................... g 

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

- Stérilisation ............................... 121°C, 20 min 

L e  milieu est additionné extemporanément  de  f ructose  (10 g/l), d e  biotine ou 

v i t a m i n e  H (10 pg/ l )  et  d e  t h i a m i n e  ou v i t a m i n e  B I  (500 pg/ l ) .  



D. - Bouillon et gélose nutritives ordinaires 

C e s  mi l ieux  s o n t  r e c o n s t i t u é s  à p a r t i r  d e  poud re s  d é s h y d r a t é e s  

commercialisées par DIAGNOSTICS PASTEUR. 

E. - Gélose bactériophage à 7,5 %, d'agar 

Elle est utilisée pour la confection des  stocks et le  dénombrement des phages 

(KRSM ANOVIC-SIMIC et WERQUIN, 1973). 

Mannitol .................................... 
Agar Difco ................................ 
Eau distillée - q.s.p. ................... 

Stérilisation ............................... 105OC, 20 min 

F. - TNP (Tampon d e  Non Prolifération) d e  COURTOIS (1984) 

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

- MgS04, 7H20  ............................ 0,2 g 

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

stéri l isation 120°C, 20 min - ............................... 

G .  - Solutions 

1 - Fructose 

Solution aqueuse à 40 % - Stérilisation 105OC, 20 min. 



2 - Vitamines 

Solutions aqueuses d e  biotine (10 mg/l) et d e  thiamine (500 rng/l) - 
Stéri l isation 105OC, 20 min. 

3 - Bactopeptone DJFCO 

Solution aqueuse à 10 % - Stéri l isation 105"C, 20 min. On ajoute 0,l ml  de  

chaque solution par  flacon de  100 ml d e  milieu R. 

4 - Cations 

Solutions aqueuses d e  CaC12, 2 H 2 0  à 0,6 % et MgC12, 6 H 2 0  à 1 % - 
Stérilisation 105OC, 20 min. On ajoute 1 ml de  chaque solution par f lacon de 

100 ml d e  milieu pour obtenir une concentration d e  4 .10-~  M en CaC12 et 

5.10-$ M en M~CI* .  
L* 

IV. - METHODES RELATIVES A L'ETUDE DES PHAGES 

Paramètres de  lyse 

Les expériences relat ives à l ' é tude  des  paramètres  de  lyse o n t  été réalisées 

e n  erlenmeyers d e  300 ml, sous un volume de  50 ml  d e  cul ture  de  R. meliloti 

dont on connaît l a  concentration cellulaire grâce  à l a  mesure de la  densi té  

optique à 600 nm repor tée  sur une courbe d e  croissance standard. Les 

bactér ies  sont in fec tées  par des  phages provenant d e  stocks t i trés.  L'ensemble 

est placé  en agi ta t ion rota t ive  (85 périodes/min). La  lyse est suivie par 

mesure d e  la sur des  prélèvements de  2 ml. Le  cas échéant ,  des 

dénombrements d e  phages sont effectués.  

B. - Cinétiques de lyse 

1 - En biophotomètre 

Le biophotomètre d e  BONET, MAURY, JOUAN e s t  équipé d e  cuves d e  7 ml 

dans lesquelles nous avons placé 5 ml d e  cultures d e  R. meliloti in fec tées  ou 



non par ks bactériophages. L'agitation pendulaire (85 mouvements/min) est 
réalisée par un barreau aimanté. Les abswbances à DOaoo des  cultures sont 

mesurées et enr@str&s en continu. 

2 - En fermenteur (WERQUIN et ai, 1989b) 

L'appareil utilisé est un fermenteur F-7T de SETRIC GENIE INDUSTRIEL 

(Toulouse). La  cuve d e  4,5 1 a un volume utile de 3 1. Elle est chargée de 

2,7 1 de milieu RC. Après stérilisation à 121°C, pendant 20 min, on ajoute : 

- 80 ml d'une solution stérile de fructose à 40 %, 

- 75 ml d'une solution stérile de  bactopeptone (DiFCO) à 10 %, 

- 30 ml d'une solution stérile d e  MgC12, 6H20 à 1 %, 

30 ml d'une solution stérile d e  CaCl*, 2H20 à 0,6 %, 

300 ml de précultures bactériennes réalisées en milieu R ntctosé à 1 %, 

en agitation rotative à 30°C durant au moins 18 h. 
",qy!yf. * =* , . ' 2 "  Q. . 5 .. 
*, ,,,< -,., iP' ..{ '; * . , 1h"$;$2 < " 

' %f7f '<  ,G , , , * c , q t ,  h f i  

k~ i* &Y, *, 7 w . *W 5 ' 8- . . .* % - ,  d 

es paramètres de fermentation sont les suivants : 
8 

$ 1  t". krL$i,: y< b - ' -  température ................................... ,., ................................ 30°C 
$ '.: 
i .  vitesse d'agitation .. ............................................................. 300 t /mm 

&bit d'air .......................... e.......................... 1 Ilmin 

- pourcentage d'oxygène dissous au départ de la fermentation . 90 % 

- mesure de l'oxygène dissous cn reg i s t rk  en continu 

- mesure de k DO600 sur des &haritillonr prClevCs 

Le stock ck phages injecté est de l'ordre de 120 ml t i trant environ 

10' UFPlml. 

Il n'est pas n k c e d r e  d'utiliser la r6~ulat3.m âe pH, celui-ci ne variant 

pratiquement p. Les mousm n'appw&swnt qu'an fin e9e f~rnmtatim, au 
m o m e n t  de l a  lyse  Bactér ionne,  l'anti=rnousscr est &gaiement  inu t i le .  



C. - Multiplication en une seule étape 

L a  technique uti l isée a été mise au point par ELLIS et DELBRÜCK (1939). 

Elle a été adap tée  à R. meliloti par ANDRIANTSIMIAVONIA (1981) de  te l le  

façon que : 

- 80  % des  phages sont adsorbés en  5 min ; 

- les  phages non adsorbés sont neutralisés à 90 % pour évi ter  leur adsorption 

ultérieure, par un immunsérum correspondant, e n  dilution adéquate  ; 
7 - l a  cul ture  bactér ienne contient  8.10 bactéries/ml ; 
7 - la  suspension phagique cont ient  8.10 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  7. 

Temps e n  Tubes Mode opératoire 
minutes 

O no 1 
(adsorption) 

5 no 2 
(sérum) 

10 no 3 
(dilution) 

0,l ml  suspension d e  phages 
+ 

'0,9 ml cul ture  d e  bactér ies  

0 , l  ml  tube nOl  
+ 

0,9 ml immunsérum dilué 

0,l  ml tube n02 
+ 

0,9 ml R C  

0,l ml tube n03 
+ 

3,9 ml R C  

0,l ml tube n04 
+ 

9,9 ml R C  

Tableau 7 - Protocole  de  la m u l t i p l i c a t i o ~  en  une seule étape.  

F G T  : Firs t  Growth Tube. 
SGT : Second Growth Tube. 



Toutes l e s  20 min, on prélève a l ternat ivement  dans les  tubes FCT et SCT un 

échantillon d e  O, 1 m l  dans lequel on dénombre les phages. 

DI - Adsorption des phages - Mesure de l'adsorption sur les bactéries 

. 
1 - Cinétiques et constantes d'adsorption 

Une cul ture  de R. meliloti, en  phase exponentielle d e  croissance, est diluée 

dans du R C  fructosé,  additionné d e  CaC12 et MgC12, pour obtenir une DOGo0 

correspondant à une concentration cellulaire donnée. 

En fonction de  son t i t re ,  la suspension phagique est ajoutée sous un volume 

qui procure une multiplicité d'infection proche d e  1. ~ m m é d i a t e m e n t  a p r è s  le 

contact ,  après  5 min et ensuite tou tes  les 10 min, on prélève 0,I ml du 

mélange que l'on por te  dans un tube contenant  9,5 ml de  R C  additionnés de  

0,4 ml d e  chloroforme et maintenu à + 4OC. Le chloroforme t u e  t o u t e s  les 

b a c t é r i e s  y c o m p r i s  c e l l e s  s u r  l e s q u e l l e s  l e s  p h a g e s  s o n t  a d s o r b é s  

irréversiblement mais épargne les phages Libres. L e  tube est centr i fugé à 
12 000 g pendant 10 min. ~ e ' c u l o t  cont ient  les  bactér ies  tuées  et les phages a 

adsorbés .  L e s  p h a g e s  l i b r e s  s o n t  d é n o m b r é s  d a n s  l e  s u r n a g e a n t .  

L e  c a l c u l  du p o u r c e n t a g e  d e  p h a g e s  a d s o r b é s  e s t  l e  s u i v a n t  : 

Po - P t  
% phages adsorbés = x 100 

P o  

P o  = nombre d e  phageslml mis e n  présence des bactér ies  au t e m p s  O. 

P t  = nombre de  phages libreslm1 au temps t. 

L a  constante  d'adsorption est représentée  par la  formule  : 

2,3 P o  
k =  - log - 

Bt P t  



k = constante  d'adsorption en  ml/min. 

B = nombre de  bactéries/ml. 

t = t emps  en  minutes. 

P o  = nombre de  phageslml au t emps  O. 

P t  = nombre de phages non adsorbés/ml au temps t. 

2 - Quantité de phages pouvant s'adsorber sur une bactérie 

Le culot, lavé par du TNP, d'une cul ture  de  R. meliloti Ml lS est r e m i s  en 

suspension dans du R C  fructosé  additionné d e  CaC12 et MgCIZ, de façon  à 
obtenir une concentration d e  107 bactéries/  ml. Dans di f férents  tubes,  on 

mélange les  bactér ies  (0,l ml) et les phages (0,l ml) de  t e l l e  sorte q u e  l'on 

obtienne une gamme d e  multiplicité d'infection. Si nécessaire, on uti l ise des 

dilutions. Après 20 min de  contact ,  l 'adsorption est arrê tée ,  par dilution, en 

complétant  le volume de  réaction à 1 ml. Après centrifugation à 12 000 g 

pendant 15 min, les  phages non adsorbés sont dosés dans le  surnageant. 

3 - Inhibition par les lectines 

Les lectines utilisées' sont récapitulées dans le  tableau 8. 1 

Affinités Origine 

Con A cx -D-Man > a-D-Glc > a-D-GlcNac Canavalia ensiformis 

RCA B -D-Gal-(1-4)-D-GlcNac Ricinus communis 

SBA Ga1 > GalNac Glycine max 

LPA ANAN Limulus polyp hemus 

Tableau 8 - Les lectines utilisées. 

Les  bactéries,  cult ivées sur R C  fructosé,  sont récupérées  e n  phase 

exponentielle de croissance, lavées par centrifugation avec du TNP et remises 
9 e n  suspension dans ce tampon (DO - 1 soit 3.10 bactéries/ml). Les 600 - 

solutions d e  lec t ines  dans l e  TNP sont  additionnées aux suspensions 



bactériennes de  façon à obtenir  des concentrations f inales d e  5 - 2 - 1 - 0,5 

et 0,25 mg de lectine/ml. 

On laisse en incubation à 37OC, 5 min, puis les phages sont ajoutés à raison de  
5 10 UFP/ml, ainsi que les ions ca2+ et M ~ ~ ' .   près 20 min d e  contact ,  on 

centr i fuge à 12 000 g pendant 10 min et on dose les  phages libres dans  le  

surnageant. 

4 - Inhibition par les oses 

Les  oses utilisés pour t en te r  d e  sa turer  les sites d'adsorption si tués sur les 

phages sont : glucose, galactose,  mannose, glucosamine, N-acétylglucosamine, 

ANAN, KDO. Ils sont employés à la  concentration finale de  2,5 mg/ml. Ainsi, 
5 on mélange 0 , l  ml d e  la suspension d e  QNM8.MIlS t i t r an t  10 UFP/ml et 

0 , l  ml d e  solution d'oses à 5 mg/ml dans du TNP. Après une incubation de  

30 min à 30°C, on a joute  0,l ml d'une cul ture  d e  R. meliloti M 1 lS  e n  phase 

exponentielle d e  croissance, complémentée  en  cations. On laisse en  c o n t a c t  

30 min à t empéra tu re  ambiante  et on complète  le volume à 1 ml avec  du RC. 

Les  phages non adsorbés sont  dosés dans le surnageant de  centrifugation 

(12 000 g, 10 min). I 

5 - Rôle  d e s  EPS 

Les  phages NM8.MllS sont additionnés aux échantillons d e  cul ture  d e  R. 

meliloti Ml 1s  e n  R C  fructosé  (m.0.i. - 1) et laissés e n  con tac t  durant 1 h. 

Puis l 'ensemble est centrifugé à 12 000 g, 15 min. En raison de  la  viscosité 

due aux EPS, i l  peut  ê t r e  nécessaire d e  diluer au préalable. Les  phages l ibres 

sont  dosés dans l e  surnageant. 

6 - Rôle d e s  LPS 

Généralement,  les LPS, ou les  f ract ions  dérivées, sont utilisés à la  

concentration de  5 mg/ml et les phages à raison de  l o 5  UFP/ml. On mélange 

0,l  ml  d e  chaque suspension, on ajoute les  cations et on laisse en con tac t  1 h. 

On complète  à 1 ml avec  du R C  pour a r rê te r  l'adsorption par dilution.  près 
centrifugation,  les phages non adsorbés sont dosés dans le  surnageant. 



a) Action du déoxycholate d e  sodium (DOC) 

On mélange 0,5 ml  d'une solution d e  DOC 10 mM et 0,5 ml d'une solution d e  

LPS à 10 mglml. Après 5 min, on a joute  0,l ml de  l a  suspension d e  
6 NM8.MllS à 10 UFPIml ainsi que  10 pl des  solutions d e  CaC12 et MgC12 

pour obtenir les concentrations f inales respectives d e  0,4 mM et 0,5 mM. On 

laisse e n  con tac t  1 h et on dose les phages libres. 

On e f f e c t u e  l a  m ê m e  mesure d'adsorption sur un échantillon LPS + DOC 

dialysé con t re  d e  l'eau distillée pendant 12 h à 4OC. 

b) Action d e  1'EDTA 

On mélange 0,5 ml d e  la  solution de  LPS à 10 mg/ml et 0,5 ml  d'une solution 

d'EDTA 10 mM. Deux a u t r e s  échantillons sont en  o u t r e  additionnés d e  10 pl 

d e  CaC12 ou MgC12 pour obtenir une concentration finale d e  2 mM. Après 
5 5 min, on introduit  les phages (10 UFP/ml). On laisse en c o n t a c t  1 h et on 

dose les  phages libres. 

E. - Restr ic t ion - Modification 

1 - Calcul d e s  coeff ic ients  d 'efficacité d 'é ta lement  

On e f f e c t u e  des  dénombrements du bactériophage é tudié  e n  utilisant d 'une 

par t  l a  souche indicat r ice  A sur laquelle le phage vient de  se multiplier avec  

une act iv i té  lytique maximale et, d 'aut re  par t ,  la  souche B c h e z  laquelle on 

recherche une ac t iv i t é  d e  restr ict ion d e  la croissance du virus. L e  coeff ic ient  

d 'efficacité d 'é ta lement  est donné par le rapport : 

t i t r e  du stock d e  phages sur la souche B 
C.E.E. = 

t i t r e  du stock de  phages sur la souche A 

Le  t i t r e  obtenu sur la  souche indicat r ice  correspond à C.E.E. = 1. 



2 - Facteurs influençant la Restriction-Modification 

a) Milieu d e  cul ture  et t emps  d e  croissance 

R. meliloti M5N1 est cult ivé sur R C  fructosé  et RHBl fructosé,  en agi ta t ion 

à 30°C. La croissance est suivie par mesure d e  l a  Des par&es 

aliquotes des cultures sont prélevées à différents temps et infectées  par  les 

phages Q NM8.MllS.  près 10 min d e  contact ,  les  phages sont t i t r é s  en 

utilisant la  souche M5Nl. Le  coeff ic ient  d 'ef f icaci té  d 'é ta lement  est calculé  

par rapport  au titre du stock de  phages QNM8.M 11s mesuré sur R. meliloti 

M 11s. 

b) C hloramp hénicol 

2 ml d e  culture d e  R. meiiloti M5Nl e n  phase exponentielle d e  croissance en  
8 milieu R C  fructosé (10 bac té r iedml)  sont additionnés d e  chloramphénicol 

(50 pg/ml). Après 15 min, le  chloramphénicol est éliminé par centrifugation. 

L e  culot  cellulaire, remis  en  suspension dans 2 ml  d e  R C  fructosé,  e s t  i n f e c t é  

par QNM8.M11S, à des  temps différents après  le t ra i tement .  Les  coeff ic ients  

d 'ef f icaci té  d 'é ta lement  sont calculés comme piécédemment.  

c)  Température  

Les  cellules de  R. meliloti M5N1, cult ivées en  milieu R C  fructosé (10 8 

bactéries/ml), sont chauffées  au bain-marie à 45°C pendant 1, 2, 3 min, 

refroidies à 30°C et in fec tées  par QNM8.MllS. L e s  coefficients d 'ef f icaci té  

d 'é ta lement  sont déterminés. 

3 - Détection des nucléotides libres dans l e  lysat 

Des cul tures  d e  R. meliloti M l  1 s  et M5N 1, en  milieu RHBl f ructosé  + ca2+ + 

M ~ ~ ' ,  sont infectées  à l 'aide des phages Q NM8.MllS et incubées à 30°C e n  

agi ta t ion douce. Toutes les 5 min, des  échantillons d e  2 ml sont prélevés et 

centr i fugés  à 12 000 g pendant 15 min. Les  surnageants sont  dialysés con t re  

l 'eau distillée à 4°C pendant 1 nuit et on mesure . lfabsorbance à 260 nm sur  la 

f ract ion dialysable. Des témoins, consti tués d e  cultures bactériennes non 

infectées ,  sont t r a i t é s  de  façon identique. 



V. - METHODES DE DOSAGE 

A. - Protéines totales 

Elles sont  dosées selon la  méthode d e  LOWRY et al. (1951). 

B. - Oses totaux 

L a  méthode au phénol sulfurique d e  DUBOIS et al. (1956) est utilisée. 

C. - Acides sialiques libres 

La technique d'AMINOFF (1961), utilisant l 'acide thiobarbiturique, a permis  le 

dosage d e s  acides sialiques libres. 

D. - Acides nucléiques 

L a  quant i té  d'acides nucléiques contenus dans les LPS a été déterminée par 

mesure d e  la densité optique à 260 nm. Une égale  à 1 correspond à 
50 pg d 'acides nucléiques. 1 

VI- - ETUDE DES EXOPOLYSACCHARIDES 

A. - Production 

1 - Croissance non régulée 

Les  EPS s 'accumulent dans les cul tures  de  R. rneliloti en  RC fructosé  à 30°C 

e n  agitat ion rotative.  Après 4 à 5 jours, le  milieu devient visqueux. 

2 - Croissance en fermenteur 

Nous avons utilisé un fermenteur  "NEW BRUNSWICK", d'une capac i t é  u t i l e  de  

10 1, pour obtenir d e s  EPS e n  quant i tés  importantes  dans des conditions bien 

définies, e n  part iculier  de  Kla. Il s 'agit d'un coeff ic ient  d'absorption 

volumique d e  l'oxygène qui t radui t  la  capaci té  d'oxygénation du milieu dans  le 



f e rmen teu r .  11 s ' exp r ime  e n  mM d102 / l /h  mais, par  s implif icat ion,  on l 'ut i l ise  
1 e n  h- . 

Nos p a r a m è t r e s  d e  f e rmen ta t ion  son t  l e s  su ivants  : 

- Volume d e  c u l t u r e  : 5 1 d e  R C  f r u c t o s e  1 %. 

- Tempéra tu re  : 30°C. 

- Au d é m a r r a g e  d e  l a  f e r m e n t a t i o n  

. d é b i t  d'air : 3 Ilmin. 

. ag i t a t ion  : 180 t /min.  

. K l a  1 : 40 h- . 
- Inoculation à : 1 % a v e c  une  p récu l tu re  d e  1 6  h e n  

R C  fructosé.  

-  urée d e  f e rmen ta t ion  : 72  à 96 h. 

B. - Extraction des EPS 

L a  c u l t u r e  est d i luée  par  l 'eau dist i l lée pour e n  diminuer l a  viscosi té  d e  te l le  

façon q u e  l'on puisse obtenir  un su rnagean t  l impide ap rès  cen t r i fuga t ion  à 
10 000 g ,  15 min. On y a j o u t s  du NaCl à l a  concent ra t ion  mola i re  par  r appor t  

a u  volume final et d e  l 'é thanol  absolu v/v (concent ra t ion  f ina l e  d e  50 %). L e  

préc ip i té  qui se f o r m e  est récupé ré  à l ' a ide  d'une b a g u e t t e  d e  verre. Il peu t  

ê t r e  l avé  dans  d e s  bains d 'é thanol ,  e n  concen t r a t ions  c ro issantes ,  a v a n t  

s échage  à l ' é tuve  à 40°C. 

C. - Mesures viscosimétriques 

On p r é p a r e  des  échant i l lons  d e  10 ml d e  solution d'EPS à 1,5 m g / m l  e n  

tampon t r i s -ma léa t e  con tenan t  d e  I 'azide d e  sodium à 0,02 %. On a jou te  
9 1,2 ml d e  lysat  d e  phages t i t r a n t  d e  10 à 10" UFP/ml  et CaC12 1,3 mM. 

L e s  t émoins  sont  réa l i sés  e n  r emplaçan t  l e  lysa t  par  1,2 ml d e  RC. 

On m e s u r e  les  t e m p s  d 'écoulement  d'un volume connu d e  ces solut ions à l 'a ide 

d'un v iscos imètre  à t u b e  capi l la i re  t ype  OSTWALD (PROLABO). Les  mesures  

o n t  été e f f e c t u é e s  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  c a r  nous n'avons pas besoin d e  

valeurs  préc ises  d e  viscosi té  qui, e l les ,  son t  très sensibles aux éca r t s ,  m ê m e s  

faibles, d e  t empéra tu re .  Nos r é su l t a t s  son t  expr imés  e n  viscosi té  r e l a t ive  : 



t e m p s  d 'écoulement  au te'mps t 
- 

"R - t e m p s  d ' écou lemen t  a u  t e m p s  O 

Nous avons ainsi é tud ié  l ' e f f e t  d e  modif icat ions du tampon t r i s -ma léa t e  sur  

l ' a c t iv i t é  dépolyméras ique  du lysa t  phagique : 

- rô l e  du pH : 5 à 8  

- rô l e  d e  l a  concen t r a t ion  mola i re  : 0,025 M à 0,2 M 

- rô l e  d e  1'EDTA : 0 , l  mM à 10 mM 

D. - Analyse des produits de dépolymérisation 

1 - Préparation des échantillons 

Nous  avons p répa ré  500 ou 1 000 ml  d e  solut ion d 'EPS à 1,5 mg/ml  e n  t ampon  

t r i s -ma léa t e  0 , l  M, pH 6, con tenan t  0,02 % d ' az ide  d e  sodium. On a j o u t e  
9 10  % d e  lysa t  phagique t i t r a n t  10 UFP/ml.  On laisse à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  

jusqu'à  obtent ion  d 'une viscosi té  r e l a t ive  in fé r i eu re  à 50 %. 

O n  e f f e c t u e ,  pa r  précaution,  une  préf i l t ra t ion  sur  une  membrane  MILLIPORE 

(porosi té  0,5 pm) a v a n t  l 'u l t ra f i l t ra t ion  sur  membrane  AMICON XM100. 

3 - Analyse de  la fraction retenue (Pl) 

a) Hydrolyse sulfurique 

L e s  EPS son t  hydrolysés par  H2S04  pendant  4 h à 100°C. L'hydrolysat ,  

neu t r a l i s é  p a r  du b icarbonate  d e  sodium, est f i l t r é  su r  buchner et c o n c e n t r é  

p a r  évapora t ion  sous vide à 40°C. L e  résidu,  repr i s  d a n s  0,5 m l  d 'eau dist i l lée,  

est f i l t r é  sur  membrane  MILLIPORE (porosi té  0,45 pm). 

b) Chromatographie  Liquide à H a u t e  P e r f o r m a n c e  (CLHP) 

L e  f i l t r a t  est in t rodui t  par  un in j ec t eu r  universel U 6 K  dans  un sys t ème  C L H P  

composé  d 'appare i l s  WATERS couplés à un d é t e c t e u r  réf r ac tomé t r ique  R401. 



L a  f r a c t i o n  est Gluée sur  une colonne  méta l l ique  "sugar pak WATERS" sous 

f o r m e  ~ a + + .  L e s  p r o f i l s  d ' é l u t i o n  c o r r e s p o n d e n t  a u x  oses n e u t r e s .  

Les  d é t e c t i o n s  sur  l e s  échanti l lons,  a v a n t  et ap rès  l 'act ion du  phage, sont  

réa l i sées  sur  un appare i l  BRUCKER WP 1 O0 équipé  d'un ca l cu la t eu r  ASPET 

2000 d e  8 k mémoires. 

L e s  r é s u l t a t s  sont  ob tenus  par  ana lyse  d e  100 passages  consécutifs .  Les  

dosages d e s  subs t i t uan t s  o n t  été réa l i sés  à l a  t e m p é r a t u r e  d e  358°K. 

4 - Analyse de la fraction non retenue (P2) 

a) Biogel P 4  

-2 
L a  colonne  a été Gluée par  une solut ion sa l ine  d e  n i t r a t e  d e  sodium 5.10 M. 

L a  d é t e c t i o n  du m a t é r i e l  g l u u d i q u e  se f a i t  e n  continu par  r é f r ac tomé t r i e .  

4 

VII. - ETUDE DES LIPOPOLYSACCHARIDES 

A. - Extraction par la technique de WESTPHAL ET JANN - (1965) 

Les  b a c t é r i e s  sont  cu l t i vées  dans  une  f iole à tox ine  c o n t e n a n t  1 1 d e  milieu 

R C  f r u c t o s é  à 1 %, sous ag i t a t ion  à 30°C pendant  18 h. L e  c u l o t  de  ' 

cent r i fugat ion  est l a v é  dans  du TNP puis r emis  e n  suspension dans  5 m l  d 'eau  

dist i l lée auxquels  on  a jou te  5 ml  d 'eau  phénolée (90 ml d e  phénol + 10 ml 

d 'eau distillée).  L e  t o u t  est p o r t é  a u  bain-marie à 70°C pendant  3 0  min. 

Après cent r i fugat ion ,  on r écupè re  l a  phase aqueuse  et on réa l i se  une deux ième  

e x t r a c t i o n  sur  l a  phase  insoluble (résidu). 

Une nouvelle  cent r i fugat ion  rassemble  les  d i f f é ren te s  f r ac t ions  et on laisse 

décan te r  une  d iza ine  d 'heures  à + 4°C (phase phénolique - phase  aqueuse et le  

résidu). 



Pour  éliminer les ac ides  nucléiques et les  exopolysaccharides (EPS), la  phase 

aqueuse est additionnée d e  2 volumes d'éthanol, puis centrifugée à 5 000 g 

pendant 15 min. Le surnageant est additionné d e  4 volumes d'éthanol et de  

6 ml d'éthanol sa tu ré  e n  acétate d e  sodium, les LPS sont récupérés par 

centrifugation. Le  culot  (LPS) est remis  en suspension dans 2 ml d'eau 

distillée. 

L a  fraction phénoiique, l e  résidu et les LPS sont dialysés con t re  l'eau distillée 

à + 4°C pendant 24 h puis lyophilisés. 

B. - Purification d e s  lipopolysaccharides 

1 - Tra i tement  à la DNase, RNase et pronase (OKUDA et ai., 

1975) 

a) Tra i t ement  à la  DNase 

L e s  LPS sont  dissous dans le  tampon phosphate 0,01 M (pH = 7) contenant  

MgC12 0,Ol M auquel on a joute  la DNase à l a  concentration finale de 

10 pg/ml. Le  mélange e s t  laissé à 37OC pendant 1 h. L a  solution est 

centrifugée à 3 500 g pendant 5 min. Le  surnageant e s t  dialysé c o n t r e  20 

volumes d'EDTA 2 mM pendant une nuit. 

b) Tra i tement  à la  RNase 

L e  dialysat est mis dans le  tampon acétate 0,04 M (PH 5) (v/v), la RNase e s t  

additionnée à une concentration finale d e  10 pg/ml. L e  tout  est laissé à 37OC 

pendant 3 h. Le  mélange est centrifugé à 78 000 g pendant 4 h. 

c )  Digestion par la pronase 

L e  culot obtenu à l ' é t ape  précédente est remis en suspension dans le tampon 

t r i s  (hydroxyméthyl) aminométhane-HCI 0,1 M (pH = 7,8) contenant  la  pronase 

E (0,5 mg/ml). p près incubation à 30°C, pendant 2 h, le mélange est 

c e n t r i f u g é  à 10 000  g p e n d a n t  5 min. On g a r d e  l e  s u r n a g e a n t .  



d) Ultracentrifugations 

L e  surnageant ainsi récupéré  est centrifugé à 78 000 g pendant 4 h. L e  culot  

est remis en  suspension dans l'eau distillée et centrifugé une deuxième fois 

dans  les mêmes conditions. L e  culot  final est dissous dans l 'eau distillée puis 

lyophilisé. C e s  ultracentrifugations doivent ê t r e  évi tées  dans l e  cas d e  LPS 

t r è s  hydrophiles, donc solubles, et qui ne  sédimentent  pas (ex. : R. meliloti  

M 11s). 

2 - Purification de l 'extrait  phénol/eau par chromatographie d e  

ge l  filtration 

L'extra i t  phénol/eau d e  R. meliloti MllS,  t r a i t é  à la DNase, RNase et 

pronase, est purifié sur Séphadex G50 (1,5 x 130 cm)  ; éluant  : eau distillée, 

débi t  : 10 ml/h, f ract ions  d e  2 mlltube. L e  matér ie l  glucidique est repéré  par 

l e  réactif au phénol sulfurique. 

3 - Chromatographie Liquide de H a u t e  Performance (CLHP) 

(KOL et al., 1987) 

L a  chromatographie liquide d e  haute  performance est réalisée à l 'aide d'un 

chromatographe liquide d e  haute' pression (SPECTRA PHYSIC APPARATUS) 

sur  une colonne d'échange anionique (250 x 4,6 mm D.1) (BROWNLEE LABS 

Inc., S a n t a  Clara, CA, USA). 

L a  fraction contenant  les LPS (2,5 mg), dissous dans 1 ml de tampon 

phosphate 50 mM, pH 6,5, est in jectée  en  CLHP. 

L a  colonne est lavée avec  l e  même tampon pendant 10 min puis un gradient  

linéaire d e  NaCl d e  O à 500 mM est appliqué pendant 15 min suivi d'une 

élution isocratique avec  le  même tampon pendant 20 min. 

L e  débit  est de  1 mllmin. 



C. - Caractérisation des iipopolysaccharides 

1 - Test au lysat d'amoebocytes de Limule 

Nous avons ut i l isé  l e  c o f f r e t  ACCU-GEL d e  M.A. BIOPRODUCTS, d is t r ibué  

pa r  0.21.1. (Paris),  comprenan t  : 

- l e  lysa t  (LAL) lyophilisé d ' amoebocy te s  u r c u l a n t s  d e  Limulus polyphemus 

s tandardisé  pour d é t e c t e r  0,25 ng/ml  d 'endotoxine ; 

- un con t rô l e  positif c o n s t i t u é  d e  LPS d'E. coli O1 1 l:B4 c o n t e n a n t  3 % d e  

sé rum ; 

- un con t rô l e  d'inhibition, con tenan t  l e  lysa t  LAL addi t ionné  d ' l  mg/ml  

d e  LPS d'E. coii O1 ll:B4. On y a j o u t e  l a  solution é tud iée  a f in  d e  vér i f ie r  

qu 'e l le  n e  con t i en t  p a s  d1inhibiteur(s) d e  la  coagula t ion  ; 

- l ' eau  apyrogène  des t inée  à r econs t i t ue r  les  r é a c t i f s  et l a  solut ion à 1 mg/ml  

d e  LPS lyophilisés d e  R. meliloti M 11s. 

Tou t  l e  ma té r i e l  e n t r a n t  e n  c o n t a c t  a v e c  l 'échanti l lon ou l e s  r é a c t i f s  est 

rendu apyrogène  par un chauf fage  d e  4 h à 180°C. 

2 - ~lectrophorèse en gel de  polyacrylarnide - dodécylsulfate de 

sodium (SDS - PAGE) 

Pour  l a  migra t ion  des  LPS, nous nous s o m m e s  r é f é r é  au  s y s t è m e  d e  LAEMMLI 

(1970).  L e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  d i s s o u s  d a n s  un t a m p o n  c o n t e n a n t  : 

- e a u  dist i l lée : 4,7 ml  

- t r i s  HCI 0,5 M pH 6,8 : 1,O ml  

- glycérol  : 1,O m l  

- dodecyl s u l f a t e  de  N a  (SDS) : 1,O m l  

- 2-mercaptoethanol  : 0, l  ml 

- bleu de  bromophénol : 0,2 ml  



On dépose les échantillons à raison d e  30 pg d e  LPS par puits creusé dans la 

plaque d e  polyacrylamide consti tuée de  : 

- un gel de. concentration à 4 %, 

- un gel d e  séparation à 12,5 %. 

L e  tampon trisiglycine, pH 8,3, additionné d e  SDS 0, l  %, est utilisé pour la  

migration sous une in tensi té  d e  35 mA jusqu'à ce que le  témoin (bleu de  

bromophénol) a t te igne l e  bas du gel (24 h). 

L a  procédure d e  coloration du gel, utilisant l'oxydation périodique suivie d'un 

t ra i t ement  au ni t ra te  d'argent ammoniacal  et d'une révélation par une 

solution d 'acide citrique-formaldéhyde, est celle d e  TSAI et FRASCH (1982) 

adap tée  par HITCHCOCK et BROWN (1983). 

3 - Epreuve à I'acriflavine et au chlorure de  sodium (KROPINSKI 

et CHADWICK, 1976) 

Les  cellules de  R. meliloti, cult ivées durant 18 h en milieu R C  fructosé,  sont 

récupérées  par centrifugation (5 000 g,  15 min). Les  culots sont r emis  en 

suspension dans une solution d'acriflavine 0,2 % ou d e  chlorure d e  sodium 

4 %. Les  souches bactériennes "ROU GH" agglutinent rapidement tandis que 

les  "S MOOTH" n'agglutinent pas. 

D. - Analyse des sucres et des acides gras du LPS de  R. meliloti M l  lS 

1 - Chromatographie de  Partage e n  Phase Gazeuse (CPG) 

[méthode de  ZANETTA et al. (197211 

Un mélange d e  1 mg d e  LPS d e  R. meliloti M l l S  et 1 ml d'une solution 

aqueuse d e  mésoinositol à 100 pg/ml (témoin interne) sont lyophilisés. Le  

lyophilisat subit ensuite les t r a i t ements  suivants : 

- addition de  1 ml d e  m é t h a n o l / ~ ~ l  0,5 N et passage au four à 80°C, 24 h ; 

- extract ion à l 'heptane : on obtient  une fraction méthanolique (monosaccha- 

r i d e s )  et u n e  f r a c t i o n  h e p t a n i q u e  ( m é t h y l e s t e r s  d ' a c i d e s  g r a s )  ; 

- évaporation sous un courant d 'azote des deux phases ainsi obtenues. 



A l a  f ract ion méthanolique contenant les sucres  : 

on ajoute un mélange d e  dichlorométhane/anhydride tr if luoroacétique 

(v/v) et on in jec te  en  CPG sur une colonne d e  verre  (0,3 x 300 cm)  

remplie d e  silicone OV210 à 5 %, sur Chromosorb W-HP 80  à 100 mesh. 

L a  t e m p é r a t u r e  est p r o g r a m m é e  d e  100  à 220°C (2"CImin).  

L e  débit  du gaz  vecteur  (hélium) est d e  7,5 mllmin. 

L a  détection s 'ef fectue  par ionisation de  flamme. 

A l a  fraction heptanique contenant  les  méthylesters d'acides g ras  : 

on ajoute 200 pl d 'heptane et 10 pg d'un méthylester  d'acides g ras  en 

C l 9  (témoin) et on in jecte  en  CPG sur une colonne à capillaire CP-SIL 

5CB (25 m x 0,32 mm). 

L a  t e m p é r a t u r e  est p r o g r a m m é e  d e  100 à 240°C ( 2 " ~ I m i n ) .  

Pression du gaz  vecteur  (hélium) : 0,4 bar. 

. L e s  méthylglycosides tr if luoroacétylés et les méthylesters d'acides g ras  sont 

d é t e c t é s  p a r  i o n i s a t i o n  d e  f l a m m e  à l a  s o r t i e  d e  l a  c o l o n n e .  

On exprime les résul ta ts  en  rapports molaires. Pour les monosaccharides, i ls  

sont  obtenus en  divisant le nombre de  micromoles 'de chaque ose par  le 

nombre de  micromoles d e  glucose. 

Concernant les acides gras, les rapports molaires sont calculés de  la  m ê m e  

façon en  considérant la  surface  du pic et non sa hauteur. Le  coeff ic ient  

propre à chaque acide gras est égal à 1. 

2 - Caractérisation des acides sialiques 

a) Hydrolyse part iel le de  l 'acide sialique par la  méthode d e  

VARKI et DIAZ (1984) 

Les  LPS sont  soumis à une hydrolyse par l 'acide acét ique 2 M à 80°C pendant 

3 h afin d e  libérer les acides sialiques. L e s  acides gras  sont extra i ts  par le 

chloroforme et la  phase aqueuse est séchée sous azote .  



b) Identification des  acides  sialiques en  spectrométr ie  de  

masse  

L a  phase aqueuse ainsi obtenue est triméthylsilylée par l'addition de  pyridine 

et bis-(triméthylsily1)trif luoroacétamide (BSTF A) (v/v). 

 près 2 h à la  t empéra tu re  ambiante,  le  produit est analysé par couplage 

CPG-SM : 

- sur une colonne à capil laire CP-SIL 5CB (50 m x 0,32 mm) à la  t empéra tu re  

programmée de 150 à 280°C (li°C/min) ; 

- sur un spec t romèt re  d e  masse RIBER-MAC 10-10 : ionisation par i m p a c t  

électronique (IE) (potentiel d'ionisation 70 ev) e t /ou  par ionisation chimique 

(IC) à l 'aide d e  l'ammoniaque. 

L'ionisation électronique (IE) pe rmet  d'obtenir des f ragments  qui conduisent à 
l ' identification d e  l a  molécule. 

L ' i o n i s a t i o n  c h i m i q u e  (IC) p e r m e t  d ' o b t e n i r  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l ' ion  

moléculaire pe rmet tan t  d e  déterminer la  masse moléculaire du produit 

analysé. 

Les  monosaccharides, libérés par méthanolyse, on t  également  été analysés 

après  leur méthylsilylation (pyridine, BSTFA v/v) par couplage CPG-SM par 

ionisation chimique c o m m e  précédemment décrit.  
+ 

c) Action de  la  neuraminidase 

10 mg d e  neuraminidase type V d e  Clostridium perfringens (SIGMA) sont 

dissous dans 1 ml d e  tampon a c é t a t e  pH 5 contenant e n  outre d e  la 

sérumalbumine bovine à 0,3 mg/ml, pour empêcher  l ' ac t iv i té  protéolytique 

associée de  s 'exercer con t re  l 'enzyme, et un antiseptique, I 'azide de sodium à 
0,01 %, car  les manipulations ne  sont pas e f fec tuées  en milieu aseptique. 

L a  solution finale cont ient  18 unités enzymatiques lorsque le  substrat est le 

N-a~étylneuramin~l-lactose (fiche technique SIGMA). On ajoute  0,5 ml d e  LPS 



à 1 mg/ml en tampon acétate pH 5 et on incube à 37°C durant 72 h. Un 

témoin est réalisé en  incubant également une part ie aliquote d e  la solution de  

LPS à 1 mglm1 en tampon acétate pH 5 pour suivre l'hydrolyse spontanée 

éventuelle. 

On e f fec tue  le  dosage des  acides sialiques libérés, selon AMINOFF (19611, 

dans les prélèvements aux t emps  O,  24 et 72 h. Le  produit final est f ract ionné 

par gel f i l trat ion sur Séphadex G50 c o m m e  décr i t  précédemment. L e s  LPS 

digérés sont repérés g r â c e  à leurs osamines par spectrophotométrie en 

ultra-violet à 206 nm tandis que les protéines heuraminidase) sont d é t e c t é e s  

à 2 8 0  nm. L e s  p i c s  s o n t  c o n c e n t r é s ,  lyoph i l i sés  e t  a n a l y s é s  e n  

c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d é j à  d é c r i t e .  

VIII. - TECHNIQUES DE MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

A. - A transmission 

1 - Sur coupes ultra-fines 

a) Nodules d e  ~ u z e E n e  

Les  nodules sont  sectionnés et fixés par l 'acide osmique à 1 % puis l ' a c é t a t e  

d'uranyle à 1 %, en  tampon véronal-acétate pH 6, selon RYTER et 

KELLENBERGER (1958). 

La  déshydratation se f a i t  à l ' acétone et le matér ie l  est inclus dans l ' a ra ldi te  

selon les techniques habituelles (GLAUERT et GLAUERT, 1958). Les coupes 

sont réalisées sur "Porter Blum" et colorées sur grille par le c i t r a t e  d e  plomb 

(REYNOLDS, 1963) ou l ' a c i d e  périodique-thiosemicarbazide-protéinate 

d 'argent  (THIERY, 1967). L'observation a été f a i t e  au microscope électronique 

HITACHI HU12, 75 kv. 



b) Cel lu les  bac t é r i ennes  

Quelques  mil l i l i t res  d e  cu l tu re s  bac t é r i ennes  sont  cent r i fugés ,  les ce l lu les  

l avées  a v e c  du TNP. L e  culo t  est t r a i t é  selon LUFT (1971). Il est r e m i s  e n  

suspension dans  l e  f i xa t eu r  cons t i tué ,  à p a r t s  égales,  d e  : 

- t ampon cacody la t e  

- glu tara ldéhyde  

- rouge  d e  ruthénium 

Après  5-6 h à + 4OC, l e  ma té r i e l  est lavé  pa r  l e  liquide d e  r inçage  : t a m p o n  

cacody la t e  - rouge d e  ruthénium - e a u  (1:l:l). On e f f e c t u e  ensui te  une 

post-f ixat ion d e  1 nuit  à + 4OC dans  un mélange  à p a r t s  éga les  d e  : 

- t ampon  cacody la t e  

- rouge d e  ruthénium 

- t é t roxyde  d 'osmium 

L a  déshydra ta t ion  se f a i t  dans l 'é thanol  puis l 'oxyde d e  propylène et 

l ' inclusion dans  l 'épon (LUF T, 196 1). 

Si l a  f r iab i l i té  d e s  cu lo t s  g ê n e  les  opérat ions,  i l  est possible d e  procéder  à une 

inclusion préa lable  d e s  ce l lu les  dans  une gé lose  à 2 % d 'agar .  On t r a i t e  

ensu i t e  d e s  port ions d e  1 à 2 mm3 découpées  ap rès  sol idif icat ion de  l a  gé lose  

sur  une  l a m e  d e  verre.  

L e s  coupes  c o n t r a s t é e s  sur  gri l le  par  l e  c i t r a t e  d e  plomb (REYNOLDS, 1963) 

son t  observées  au  microscope é lec t ronique  JEOL 120CX, 80  k. 

2 - Après coloration négative 

Une  g o u t t e  d 'une  solution d e  LPS (1 mg/ml) est déposée sur  une gr i l le  

r e c o u v e r t e  d 'une membrane  d e  parlodion carbonée.  Après  2 min, l e  liquide est 

absorbé  et r emplacé  par  1 g o u t t e  d ' a c é t a t e  d 'uranyle 2 % d u r a n t  1 min. On 

é l imine  le colorant  et on s è c h e  à t e m p é r a t u r e  ambiante .  



L'observation est réal isée  au microscope électronique JEOL 120CX, 80 kv. 

b) Phages  

L a  technique précédente est également  adoptée. L e s  colorants sont l ' a c é t a t e  

d'uranyle 2 % pH 4,5 ou le phosphotungstate d e  potassium 2 % pH 7,2, seuls 

ou additionnés de 50 pg/ml de  bacitracine comme agent  mouillant (GREGORY 

et PIRIE, 1973). 

c) Cellules d e  R. meliloti productrices d'EPS 

(Technique d e  MUTAFTSCHIEV et al., 1982) 

On place une goutte d e  suspension bactérienne sur une grille recouverte d'une 

membrane d e  parlodion carbonée et on laisse sédimenter environ 2 min. On 

absorbe l e  liquide et on dépose l a  grille pendant 2 min, c ô t é  à observer, sur 

une gout te  d'un mélange (v/v) : 

- glutaraldéhyde 1 % e n  tampon cacodylate 0,2 M, pH 7 ; 

- rouge d e  ruthénium 1 % dans l'eau distillée. 

On absorbe 1'exCès d e  colorant puis la  grille est posée sur une g o u t t e  

d ' acé ta te  d'uranyle à 0,05 % durant  1 min. Après élimination d e  l ' excès  de 

colorant et séchage à t empéra tu re  ambiante, on observe au microscope JEOL 

120CX, 80 kv. 

B. - A balayage 

(Technique dérivée d e  SEN et al., 1986) 

L e s  nodules entiers son t  f ixés par la  glutaraldéhyde 3 % e n  tampon phosphate 

0,l M pH 7,2 à 4°C durant  24 h.  près trois lavages dans le  tampon, i ls  

subissent une post-fixation par le  tétroxyde d'osmium 2 % dans l e  m ê m e  

tampon phosphate, à 4"C, 1 nuit. On déshydrate les échantillons dans  d e  

l'éthanol e n  concentrations croissantes : 30 % - 50 % - 70 % - 100 % à raison 

d e  30 min dans chaque bain. On e f fec tue  une seconde déshydratation dans  des 

solutions d ' acé ta te  d'isoamyle à 30 % - 50 % - 70 % et 90 % dans l 'éthanol 

a v e c  des temps de passage de  30 min. 



L e s  échanti l lons peuvent  ê t r e  ga rdés  dans  l e  bain à 90 % jusqu'au t r a i t e m e n t  

d e  2 x 30 min dans  l ' a c é t a t e  d ' isoamyle pur suivi du séchage  pa r  point 

c r i t i que  en  a t m o s p h è r e  d e  g a z  carbonique. 

L e s  nodules, e n t i e r s  ou sect ionnes,  sont  co l lés  sur  les  pon te t s  à l ' a ide  d e  

bandes  co l l an te s  à double f a c e  et méta l l i sés  par  une  couche  d'or-palladium 

(environ 40 nm d'épaisseur).  

L 'observat ion est réa l i sée  au  microscope é lec t ronique  JEOL 120 CX, équipé  

du sys t ème  ASID-4D. 



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



C H A P I T R E  1 

DEVELOPPEMENT DES PHAGES DE RHIZOBIUM MELILOTI 



1. - DESCRIPTION DES PHAGES ET CHOIX DES SOUCHES BACTERIENNES 

PROPAGATRICES 

L'isolement et l a  caractérisation primaire des  bactériophages o n t  été 
e f fec tués  à l 'aide d e  milieux solides gélosés sur lesquels la multiplication des 

phages se traduit  par l'apparition d e  plages d e  lyse dans un tapis  bactérien. 

C 'es t  ainsi que nous avons sélectionné l e  phage NM8 pour entreprendre  nos 

premiers travaux c a r  i l  se multiplie aisément en  donnant des  plages d e  lyse 

claires d ' l  mm d e  d iamèt re  (Annexe 1, Planche 5, Photo G). 

Ultérieurement,  le  phage CM1 a révélé des  propriétés intéressantes et nous 

l 'avons utilisé. En culture,  il produit des plages d e  lyse plus pet i tes  (0,4- 

0,6 mm d e  diamètre),  claires mais parfois aussi entourées d e  zones troubles 

irrégulières (Annexe 1, Planche 5, Photo  H). 

Nous décrirons donc plus part iculièrement les propriétés biologiques d e  ces 

bactériophages. Toutefois, nous avons été amené à utiliser un échantillonnage 

viral beaucoup plus important  afin d e  déterminer des  paramètres  généraux de  

développement, adaptables au plus grand nombre. Aussi, a-t-on employé 17 

phages appar tenant  à 3 types morphologiques décr i ts  par WERQUIN (1989) 

(Annexe 1, Planche 5, Photos A à FI. 

L e  morphotype NM8 (Siphoviridae, groupe B d e  BRADLEY) est représenté  par 

trois phages : NM8, NM4, NM9. Il est consti tué d e  phages à queue rigide et 

eff i lée  d e  8 nm d e  diamètre,  montrant  24 str iat ions d e  4 nm d e  périodicité. 

L 'extrémité  d e  la  queue est pourvue de  trois crampons de  17 x 2,5 nm. La 

tête est icosaédrique de  37 nm d e  c ô t é  et d e  64 nm d e  diamètre .  

Les  phages NM2, NM3, NM6, NM7 appartiennent au  morphotype NM1. Ils 

montrent une tête icosaédrique d e  33 nm d e  c ô t é  et de  70  à 72 n m  de 

diamètre  selon la coloration. Les  queues, d'un d iamèt re  de 8 nm, présentent  

12 à 13 barres transversales de  dimension 14 x 3 nm, apparaissant a v e c  une 

périodicité moyenne d e  11 nm.  extrémité d e  la  queue est pourvue d e  6 

crampons d e  14 x 8,5 nm. 



Les  phages du morphotype CM (Myoviridae, groupe A de  BRADLEY) sont 

identiques. Ils possèdent une tête icosaédrique d e  57 nm d e  côté  et d'un 

d iamèt re  de  98 nm ou 107 nm selon qu'il s 'agit  d'une coloration à l ' a c é t a t e  

d'uranyle (AU) ou au phosphotungstate (PT). Tous les phages montrent une 

queue contract i le  pourvue d'un cou d e  8 nm, d'un manchon d e  102 x 18-25 nm 

présentant  des striations, d'une plaque basale de  34 x 3 nm supportant 6 

crampons en  fo rme  de  massue mesurant 12 x 7 nm, et au moins deux fibres 

c a u d a l e s  d e  6 4  x 2 nm p a r f o i s  r e p l i é e s  l e  long d e  l a  q u e u e .  

Tous ces phages ont été isolés du sol. Lors d e  la constitution d e  la collection 

d e  virus, la  souche bactérienne propagatrice est choisie en fonction de  sa plus 

grande sensibilité au phage concerné,  c'est-à-dire pe rmet tan t  l 'obtention du 

plus grand nombre d e  plages de  lyse. 

Lorsqu'il est nécessaire de  préciser l ' identi té du dernier hôte bactérien d'un 

phage, on utilise la  nomenclature proposée par ARBER et LINN (1969). Ainsi, 

le  phage NM8 venant d 'ê t re  multiplié sur R. meliloti M l l S  s e r a  noté 

QNM8.M 11s. 

Par  ailleurs, l'emploi fréquent des  souches d e  bactéries d'une collection 

engendre la nécessité d e  contrôles bactériologiques. La reconnaissance des 

R h i z o b i a c e a e  a e n t r a î n é  l ' a d a p t a t i o n  d e s  t e c h n i q u e s  c u l t u r a l e s ,  

immunologiques et moléculaires utilisées en  identif ication bactérienne. 

Beaucoup de  ces  méthodes sont peu compatibles avec  la nécessité temporai re  

d e  vérifier les souches utilisées au laboratoire. Il nous manquait une méthode 

d'identification présomptive simple et rapide du genre Rhizobium et, en 

part iculier ,  de R. meliloti. Utilisant le principe de l ' identification numérique 

d e s  b a c t é r i e s ,  l e s  m i c r o g a l e r i e s  API o n t  r épondu  à cette e x i g e n c e .  

Notre  adaptation d e  la méthode est décr i te  en Annexe II. 



II. - ETUDE GENERALE DU CYCLE LYTIQUE 

A. - Paramètres de lyse 

Une  c u l t u r e  bac t é r i enne  e n  phase logar i thmique  d e  cro issance  est i n f e c t é e  

a v e c  d e s  phages. Ordina i rement ,  ceci condui t  à l a  des t ruc t ion  d e s  b a c t é r i e s  et 

à l ' éc la i rc i ssement  du milieu. C e s  variat ions d e  turb id i té  peuvent  ê t r e  

f a c i l e m e n t  mesurées  a v e c  un spec t ropho tomèt re ,  à u n e  longueur d 'onde  d e  

600 nm. 

C e t t e  technique  s imple  nous a permis  d 'é tudier  quelques  f a c t e u r s  i n f luençan t  

l a  lyse liquide e f f e c t u é e  par  quelques bac tér iophages  d e  R. meliloti. Une  

cu l tu re  d e  phages e n  milieu liquide est appe lée  un lysat .  

1 - Milieu de culture et cations divalents 

L e s  CO-facteurs  l e s  plus f r é q u e m m e n t  requis  pour une  lyse phagique e f f i c a c e  

son t  l e s  ions  ca l c ium et magnésium (ADAMS, 1959). WERQUIN et al. (1977) 

ava ien t  dé j à  ut i l isé  l a  dépendance  e n  ca2+ et M~~~ pour c lasser  l e s  

bac tér iophages  d e  R. meliloti mais i l  était nécessa i re  d e  mieux c o n n a î t r e  

l ' inf luence d e  ces ions. 

D i f f é ren t s  phages a p p a r t e n a n t  aux Myoviridae ( type CM) et Siphovir idae ( type  

NM) o n t  été a jou té s  à u n e  cul ture ,  e n  phase  exponentiel le ,  d e  leur souche  

bac t é r i enne  propagat r ice .  

2 + 2+ Des  concen t r a t ions  e n  C a  et Mg , r e spec t ivemen t  d e  O à 0,40 mM et d e  O 

à 0,50 mM, on t  été é t u d i é e s  et les  dens i tés  optiques à 600 nm mesurées  a p r è s  

1 5  h d ' incubation à 30°C. C e t t e  d u r é e  a été choisie  dans  un souci 

d 'uniformisat ion b ien  q u e  nous ayons cons t a t é ,  au cour s  d'essais prél iminaires ,  

q u e  l a  lyse  est souven t  plus rapide. D e  plus, nous n 'avons pas d i v o c i é  l ' a c t ion  

d u  ca l c ium et du  magnés ium c a r  les  rhizobiophages é t u d i é s  ex igen t  soit les  

deux ions,  so i t  plus par t icu l iè rement  l e  ca l c ium (WERQUIN et al., 1977). 

L a  f igu re  24 m o n t r e  les  cou rbes  ob tenues  pour les  phages  NM8, NM3, CM1, 

CM2 lorsque l a  lyse  est e f f e c t u é e  e n  milieu c o m p l e t  R C  f ruc tosé .  



Figure  24 - Lyses d e  cul tures  de  R. meliloti en  mMeu RC fructosé,  par 
les phages NM& NM3, sy 1, CM2, en  fonction d e  la concen- 
t ra t ion e n  C a  et Mg , après 15 h d'incubation à 30°C. 



Il s 'avère que tous les  phages lysent les bactéries mais que les concentrations 

en  ions divalents, nécessaires à une lyse maximale, varient largement. Ainsi, 

NM3 et CM1 demandent de  faibles teneurs en cat ions  tandis que C M 2  et 

surtout NM8 sont plus exigeants. Afin d e  ne  pas risquer d e  se trouver en 

dessous du seuil indispensable, nous avons décidé d'utiliser u l tér ieurement  les 
2+ concentrations finales d e  0,40 mM en  C a  et 0,50 mM en M ~ ~ + .  

Par  ailleurs, pour les phages CM3 et CM4, l'utilisation d'un milieu de cu l tu re  

synthétique minimal donne des résultats  proches d e  ceux obtenus a v e c  le 

milieu complet  (fig. 25). 

Figure 25 Lyses d e  cul tures  d e  R. meliloti en milieu RHBl paf+ies p h a 4 ~ s  
CM3 et CM4, en  fonction d e  la  concentration en  C a  et Mg , 
après  15 h d'incubation à 30°C. 



Or, l e  milieu complet  RC présente  l'inconvénient d e  contenir  d e  l ' ext ra i t  de  

levure, produit de  composition complexe et plus ou moins constante.  Il se ra i t  

donc intéressant de  pouvoir utiliser un milieu synthétique qui a pour avantage 

d e  rendre plus rigoureuse et plus aisée la  reproductibilité d e s  travaux. Mais, 

pour cer ta ins  phages tels que CM1 et NM2, l 'act ivité lytique est f o r t e m e n t  

diminuée. Ainsi, les courbes  de  la figure 26 montrent que la  densité optique 

d e  l a  suspension bactérienne init iale n'est abaissée que d e  moitié e n  15 h 

lorsque nous employons l e  milieu synthétique RHBl f ructosé  même si les 
2+ 2+ concentrations en ions C a  et Mg sont respectées. 

I I f I I b 
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Figure 26 - Lyses d e  cultures d e  R. meliloti,  e n  milieu RHBL, pa r  les 
phages CM1 eI+ NM2, après  152+h d'incubation à 30°C, en 
présence de C a  (0,4 mM) et Mg (0,5 mM). 



Afin d'obtenir des  lyses importantes  et rapides, nous avons, en conclusion, 

préféré  l'emploi du milieu complexe R C  fructosé  additionné d'ions ca2+ et 

M ~ ~ +  aux concentrations finales respectives de  0,40 mM et 0,50 mM. 

2 - ~ u l t i p l i a t é  d'infection 

L a  rencontre e n t r e  les  phages et les bactér ies  relève du hasard. ~ é a n m o i n s ,  l a  

probabilité pour que cet événement  se produise e s t  évidemment influencée par 

l e  nombre de  phages et d e  bactéries en  présence, dans un volume donné. Le  

rapport  phageslbactéries consti tue la multiplicité d'infection. En principe, plus 

l e  rapport est élevé,  plus i l  y a de  bactér ies  infectées,  mais ce la  ne signifie 

pas que la multiplication du virus sera  aisée. En e f fe t ,  si un grand nombre de  

phages s ' a t t achen t  sur chaque bactérie,  celle-ci peut  ê t r e  dé t ru i t e  avan t  la  

multiplication des virions. C 'es t  le phénomène d e  lyse ex te rne  ou lyse par 

l 'extérieur C'lysis f rom without") (DELBRUCK, 1940), du à des enzymes 

lytiques phagiques te l le  que la  protéine gp5 du bactériophage T4, qui causerai t  

des  trous dans la paroi d'El coh (KA0 et McCLAIN, 1980). 

P a r  ailleurs, HAAR et ai. (1981) ont rapporté une inhibition du développement 

du phage T7, sans lyse des  bactér ies  E. coli B, lorsque le phage es t  à f o r t e  

concentration. BARBE et ai. (1982) on t  également  observé la  mort  cellulaire, 

sans  destruction, induite par des phages à haute multiplicité d'infection chez 

S. typhimuriurn. Ils a t t r ibuent  ces f a i t s  à des a l téra t ions  de la  paroi e t l o u  de  

l a  membrane de  te l le  façon que la réplication et la  division cellulaire sont 

gravement  perturbées. 

Nous avons donc recherché l a  multiplicité d'infection la plus favorable pour 

un développement rapide et important  d e  nos phages. Nous rapportons ici les 

résul ta ts  obtenus lors de  l ' infection d e  R. meliloti M l l S  par le  phage NM8, en 

présence de  ca2+ (O,4O mM) et M ~ ~ +  (0,50 mM). 



La lyse est suivie par mesure de  la  densité optique à 600 nm durant 15 h. L a  

figure 27 montre les courbes correspondantes aux six multiplici tés d'infection 

choisies. Dans tous les  cas, après  l'infection a u  temps O, les bactér ies  

continuent à croître,  la  DOGo0 augmente puis, lorsque les  phages se sont  

multipliés à l ' intérieur des  cellules, celles-ci é c l a t e n t  et l a  chute.  

Enfin, la  remonte  à nouveau, met tan t  en  évidence la culture d e  

mutants naturels résistants au phage. 

Le  tableau 9 donne les résultats  des  dénombrements de  phages e f fec tués  en  

fin d'expérience. Ils sont confrontés avec  les  concentrations phagiques 

init iales ( temps O). Le  rapport é tabl i t  un rendement qui peut  ê t r e  comparé  

puisque le nombre de  bactéries infectées  au temps O est identique (cf. courbes  

d e  la figure 27 - DOGo0 = 0,35 correspond à environ 4 . 1 0 ~  bactéries/ml). 

O l 1 1 1 I b 
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Figure  27 - Cinétiques d e  lyse d'une cul ture  d e  R. meliloti MllS  par  le 
p h a g e  NM8 e n  f o n c t i o n  d e  l a  m u l t i p l i c i t é  d ' i n f e c t i o n .  



Multiplicité 
d'infection 0, 1 0,2 1 5 1 O 2 O 

m.0, i. 

Nombre de 
phages/ ml 1 . 1 0 ~  2.10 8 . 1 0 ~  2,5.10 Io  2 . 1 0 ~  8,5.10 8 

après  15 h de lyse 

Nombre de 
phages/ ml 5 . 1 0 ~  108 5 . 1 0 ~  2,5.10 5 . 1 0 ~  1 . 1 0 ~ ~  

au t e m p s  t = O 

Rendement  2 O 2 0 16 1 O 0,4 0,085 

Courbe d e  lyse 
correspondante 1 2 3 4 5 6 

(Fig. 27) 

Tableau 9 - Concentrations phagiques obtenues après  15 h de lyse, en 
fonction de  la  multiplicité d'infection (R. meliloti MllS ,  
ONM8). 

Toutefois, i l  ne doit pas ê t r e  confondu avec  le  rendement individuel d e  tou te  

cellule infectée ,  celui-ci é t a n t  largement  variable. - 

L'analyse d e  ces  résul ta ts  indique que la  multiplicité d'infection influence la 

lyse des bactér ies  et l a  concentration en phages obtenue. 

Pour les multiplicités d'infection les plus basses (0,l ; 0,2 ; l), l a  lyse est plus 

lente  et moins importante  mais les rendements en  phages sont les plus élevés. 

A l'inverse, les multiplicités d'infection plus élevées ( 5 ,  10, 20) fournissent 

des  rendements faibles en  phages mais des lyses rapides et importantes.  

La  chu te  d e  la semble indiquer une lyse due au développement du 

phage, peut-être accompagnée d'une lyse ex te rne  plus ou moins importante.  

Les  phages libérés sont alors neutralisés par adsorption sur des débris 

bactériens, leur prolifération é t a n t  ainsi freinée. 
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Pour la  suite de  nos travaux, nous avons donc évi té  les  multiplicités 

d'infection trop élevées ou trop faibles. Nous avons l e  plus souvent adopté  un 

compromis e n t r e  l 'efficacité d e  la  lyse et le  t i t r e  du s tock de phages en 

choississant des multiplicités d'infection e n t r e  0,2 et 5 phages par bactérie. 

B. - Cinétiques de lyse 

1 - En biophotomètre 

Nous avons appliqué l es  résultats  précédents à une é tude  systématique,  en 

biophotomètre, d e  la lyse liquide de  16 bactériophages de  notre  collection. 

Les  souches bactériennes propagatrices sont  cult ivées en milieu RC fructosé  
8 jusqu'à une - 0,3 (4.10 bactérieslml). Puis on ajoute, seul  ou 

ensemble, les ions ca2+ et M ~ ~ +  (O,4 mM et 0,5 mM en  concentrations f inales 

respectives) et on in fec te  par les phages avec une multiplicité d ' infection 

égale  à 3. Les  témoins sont consti tués par la  culture de  la  souche 

propagatrice, avec  et sans phages. L'évolution des cultures est suivie durant  

10 h dans un biophotomètre. 

La  figure 28 donne les courbes obtenues pour les phages NM8 et C M l .  La 

présence simultanée du calcium et du magnésium est indispensable à une lyse 

to ta le ,  rapide dans le  cas de  CM 1, beaucoup .plus lente  ( >  10 h) pour NM8. Le 

calcium seul autorise une lyse partielle tandis que le  magnésium seul  ou 

l 'absence de  cations rend l ' infection phagique inopérante. 

Le  tableau 10 exprime les durées des  phases de  lyses pour les 16 phages, dans 

les d i f férentes  conditions expérimentales. La  durée d e  la  lyse dépend du 

phage. Elle s 'étend d e  3 h (phage CM4) à 10 h (phage NM9). L a  présence des 
2+ ions C a  est indispensable dans tous les cas. On consta te  même que  pour 

cer ta ins  phages (NM9, NM2, CM6, CM21), la seule présence du calcium 

permet  une lyse aussi complète  que lorsque les deux ions sont ajoutés 

ensemble. Toutefois, dans la majori té des  exemples, la  présence conjointe de 

ca2' et M ~ ~ '  amène  les lyses les  plus importantes  et les plus rapides. Le 

magnésium seul n'a permis qu'une lyse tardive par le phage CM4. D'ailleurs, 

les  témoins "bactéries + phages" ne montrent pas de  lyse bien qu'ils 
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Figure 28 - Lyses de R. meliloti .par ly+ phageitM 1 et NM8, en fonction 
de la présence des ions Ca et  Mg . 

Témoin : culture de la s2yche prfpagatrice. 
Phages + Bactéries + Ca2+ + Mg 

A Phages + Bactéries + Ca2+ 
O Phages + Bactéries + Mg 
A Phages + Bactéries 



Témoin : . Phages  Phages  Phages Phages  
cul ture  d e  + b a c t r e s  + b a c t 9 j e s  + bact$r-es + bac té r i e s  

Phages la souche . + C a  + Mg 
+ Ca2+ propagatrice + Mg 

M 9 s  

M 9 s  

MI lS  

M l l S  

M 11s 

M l l S  

M l l S  

M 12s  

M 13s  

M 11s  

M13S 

M 18s 

M12S 

M12S 

M12S 

Tableau 10 - Du* d e  la phase  de  lyse (en heures) e n  fonction des  ions ca2+ et 
Mg 

- : pas  de  lyse. 



contiennent du magnésium, provenant du milieu RC, mais e n  concentrat ion 

t rop fa ib le  (0,l mM). 

II ressort  de  cette é tude  que si l 'optimisation de  l a  lyse demande d e s  ions 

calcium et magnésium, ce qui conf i rme l e s  résultats  précédents,  l e  calcium 

seul est presque toujours suffisant. Il est possible qu'il soit I 'act ivateur majeur 

d e  l a  lyse phagique, l e  magnésium agissant  sur tout  sur l a  physiologie 

bactérienne.  Or, on sait que R. meliloti voit sa  croissance favorisée par l e  

magnésium (VINCENT, 1962) et que  les phages se multiplient d 'autant  mieux 

que les  bactér ies  sont  e n  bon état physiologique. 

2 - En fermenteur 

Il est connu que l a  multiplication phagique es t  d 'autant  plus aisée q u e  la 

croissance d e  l a  bactér ie  propagatr ice  e s t  favorisée. Une croissance 

bactérienne rapide diminue l e s  t emps  d e  la tence  et d e  lyse et p e r m e t  un 

rendement  maximal en  virions. Or, les  conditions de  cul ture  uti l isées 

précédemment  peuvent ê t r e  amél iorées  par une meilleure aéra t ion du milieu. 

En e f f e t ,  les appareils  d 'agitat ion de  cultures liquides produisent une 

oxygénation faible qui ne pe rmet  pas une croissance opt imale  de bac té r i e s  

aérobies te l le  que R. meliloti. P a r  contre,  l e  t ransfer t  d'oxygène es t  beaucoup 

plus important  e n  fermenteur.  Nous avons donc réalisé des  lysats  par cette 

technique. 

L a  lyse bactérienne est suivie par l a  mesure de  l'oxygène dissous et la densi té  

optique à 600 nm. 

L a  f igure  29 donne un exemple des  résul ta ts  obtenus. 



Figure  29 - Variations, e n  fonction du temps, du pourcentage d'oxygène 
dissous et d e  l a  densité optique lors d e  la  production du 
phage NM8.M11S, e n  fermenteur.  - 

addition du phage. 

L a  préculture d e  R. meliloti est placée dans le fermenteur  pour obtenir une 
8 DOGo0 = 0.2 (2.10 bactériesfml). L e  débi t  d'air, maintenu constant durant  

l 'expérience, est te l  qu'il fournit  au temps O un pourcentage d e  90  % 

d'oxygène dissous. Les  bactér ies  proliférantes consomment de  l'oxygène 

dissous dont le  pourcentage diminue. L a  phase exponentielle d e  croissance est 

a t t e i n t e  après  environ 3 h d e  fermentation.  La  suspension d e  phages est 

a joutée  à ce moment (multiplicité d'infection = 0,2). Agitation et aéra t ion 

sont  a r r ê t é e s  durant 20 min pour pe rmet t re  l'adsorption des  phages. Le 



métabolisme bactérien entra îne  une diminution t r è s  importante  d e  l'oxygène 

dissous dont  la  valeur du pourcentage, au  moment  d e  l'addition du phage, est 

approximativement res taurée  lorsque l 'aération et l 'agitation sont rétablies. 

L a  consommation d'oxygène va se poursuiv;e durant  environ 2 h accompagnant 

l a  multiplication d e s  bactéries. Enfin, la lyse bactérienne se produit. Elle se 

traduit  par  la chute  d e  l a  densité optique. A = 0.05, la lyse est 

complète  et le  milieu devient presque limpide. Durant ce temps, l e  

pourcentage d'oxygène dissous remonte  à s a  valeur maximale puisqu'il n'y a 

plus assez de bactér ies  pour l e  consommer d e  manière significative. 

C e t t e  méthode présente  l 'avantage d e  fournir des  volumes importants  d e  

suspensions virales contenant  d e  10 12 à 1013 UFP/ml. C e s  lysats peuvent 

auss i  ê t r e  c o n c e n t r é s  e n  f in  d e  c u l t u r e  (WERQUIN et al., 1984).  

CI - Développement intracellulaire 

1 - Adsorption 

L'adsorption est la  première  é t a p e  du cycle infectieux. Elle peut ê t r e  définie 

comme l 'a t tachement  d e s  phages sur les surfaces  bactériennes d e  telle façon  

qu'ils sédimenteront ensemble (ADAMS, 1959). Nous l 'étudierons en dé ta i l  

dans le chapi t re  suivant. 

2 - Production d e s  virions 

a) Multiplication en  une seule é t a p e  

L e  développement viral  comprend plusieurs é t a p e s  jusqu'à l a  libération des  

phages produits dans l a  cellule infectée .  Deux paramètres  sont ici  in téressants  

pour caractér iser  un sys tème  phage-bactérie : 

- la période de  la tence qui est le  temps e n t r e  l ' infection d e  la  bactér ie  et 

l 'apparition des nouveaux phages libres. Elle dépend du phage, de  l ' é t a t  

physiologique bactérien,  du milieu mais sur tout  du temps d e  génération d e  

l'hôte. En général, chez  des bactér ies  à taux de  croissance élevé,  le 

temps d e  latence pourra ê t r e  d'environ 20 min. Dans le cas contraire,  i l  



peut  être très long, 5 à 17 h, voire 30-40 h chez des  Cyanophyc&s (FOX 

et al., 1976) ; 

- l e  rendement individuel d e  tou te  cellule in fec tée  C'burst sizey') dépend des  

mêmes paramèt res  sauf du temps d e  génération d e  l'hôte. Il est calculé  

pour des populations bactériennes mais en  f a i t  i l  varie e n t r e  de  larges 

limites, d'une cellule à l 'autre, sans raisons apparentes  : d e  20 à 1 000 

pour le phage TI  (DELBRuCK, 19451, d e  500 à 10 250 chez  des  phages à 
ARN (WATANABE et WATANABE, 1970). 

C e s  paramètres  peuvent ê t r e  mesurés par l a  m ê m e  expérience d i t e  de  

multiplication e n  une seule é t a p e  t 'one s tep  growth") dont nous rapportons 

deux exemples in téressant  les rhizobiophages NM8.M 11s et CM 1.M 12s (fig. 

30). 

1 
O' 1 2 3 4 5 6  
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Figure  30 - Multiplication en une seule é t a p e  des phages NM8.MIlS (A) et 
CMl.Ml2S (BI. 



Sur le tableau 11, nous avons repor té  la  durée  de la  phase d e  la tence et le 

rendement individuel moyen pour quelques phages. L e s  résul ta ts  , sont  

homogènes en  ce qui concerne les  phages à queue non contract i le  d e  type 

NM : l e  temps d e  la tence est d e  l 'ordre d e  2h15 min, le nombre d e  phages 

produits par bactér ie  est faible dans tous les  cas. Chez  les  phages à queue 

contract i le  CM1, CM20, CM21, le  rendement moyen est ne t t ement  plus élevé 

et identique pour les trois phages. On observe des f luctuations dans l a  durée 

des phases d e  latence.  P a r  contre,  le phage CM3 a une phase d e  l a tence  

cour te  et le  nombre de phages l ibérés es t  le  double de  celui observé c h e z  les 

phages du même morphotype. 

Phages et Durée d e  la Rendement 
hôtes période d e  la tence individuel moyen 

Tableau 11 - Temps d e  la tence et rendement individuel moyen de quelques 
phages de  R. meliloti. 

b) Etude en microscopie électronique 

La  morphogenèse du phage @CMl.M12S a été observée e n  microscopie 

électronique à deux périodes du cycle  lytique. La première se situe dans  la 

phase d e  la tence ( lh45  après  l'infection), la  seconde au cours d e  la libération 

des phages néoformés (4h45 après  l'infection). Les  microphotographies sont 

consignées dans la 'p lanche 6 de  l'Annexe 1. 



Au cours d e  la  phase d'éclipse, les  têtes du phage apparaissent e n  trois 

principales densité d e  coloration (photos A et B) : 

- les s t ructures  blanches sont des  capsides au début de leur biosynthèse ; 

- les  part icules grises sont  des têtes qui se remplissent. L'ADN s'y trouve 

à différentes  concentrations, ce qui donne une gamme de gris, du plus clair 

au  plus foncé  ; 

- les part icules noires sont peu nombreuses. Il s 'agi t  de capsides possédant 

déjà  beaucoup d'ADN. ~ é a n m o i n s ,  à ce stade,  si des  têtes peuvent ê t r e  

remplies, l e  phage n'est cer ta inement  pas terminé. On remarque également  

que le  nucléoplasme des  bactér ies  in fec tées  semble plus ou moins 

désorganisé (photo C). 

 près 4h45, l a  plupart des  cellules sont  lysées, des phages libres sont observés 

e n  grandes quanti tés ainsi que d e  nombreux débris cellulaires : membranes 

enroulées, ribosomes, résidus cytoplasmiques (photo D). L e s  phages sont 

l ibérés par éc la tement  de  la bactérie,  sous l ' e f fe t  de  l 'accumulation des 

phages e t  probablement d'enzymes lytiques associées. Les  s t ructures  ex te rnes  

bactériennes restent  i n t a c t e s  jusqu'à la  lyse, comme c 'es t  généralement l e  cas 

chez  les bactér ies  à Gram-négatif (BRADLEY, 1971 ; LICKFELD et al., 1976). 

L e s  cellules intactes,  bourrées d e  virions, ne montrent pas d e  distribution 

topographique part iculière des  phages (photo El. Les  queues d e  phages sont 

rarement  visibles, l e  plus souvent à l a  fin du cycle lytique (photo F). 

D. - Restriction-Modification 

I - Mise e n  évidence 

L'utilisation d e  plusieurs souches d e  R. meliloti et d e  rhizobiophages nous a 

rapidement mis en présence de  variations de  la  spécifici té d 'hôte  des virions. 

L a  nature phénotypique d e  ces modifications a déjà été observée c h e z  six 

souches de  R. leguminosarum (SCHWINGHAMER, 1965). Elles se concrétisent 

par des différences importantes  dans les  dénombrements des plages de lyse  et 



i l  s ' a g i t ,  l e  p lus  s o u v e n t ,  d e  l a  m a n i f e s t a t i o n  d e  s y s t è m e  d e  

Restriction-Modification (R/ M). 

L e  tableau 12 indique les  ef f icaci tés  d 'é ta lement  "En obtenues pour le phage 

O NM8 multiplié sur d i f férentes  souches d e  R. meliloti. Ainsi, l e  phage 

ONM8.MllS voit son e f f i cac i t é  d 'é ta lement  réduite à 1 0 - ~  et 10'1° lorsque 

R. meliloti M5N1 et M19S sont respectivement utilisés comme hôtes, 

indiquant que ces souches restreignent l a  multiplication du phage. C e t t e  

restr ict ion disparaît ap rès  un cycle  d e  croissance sur ces bactér ies  où l'on 

obt ient  une concentration maximale e n  phages (E = 1) maintenant nommés 

O NM8.MSN1 et ONM8.M 19s. Il s 'agit  donc bien d'un phénomène d e  R/M selon 

les  cr i tères  définis par LURIA (1953). 

R. meliloti Ml1S M5Nl M19S M l l S  M5N 1 M 19s  

Tableau 12 - Eff icaci té  d 'é ta lement  (El du phage NM8 sur diverses souches 
d e  R. m e l i l o t i  et  e n  f o n c t i o n  d e  son d e r n i e r  h ô t e .  

De plus, ces différences d 'ef f icaci té  d 'é ta lement  ne peuvent pas provenir d'un 

défau t  d'adsorption puisque nous avons montré,  par ailleurs, que, par exemple,  

le  phage Q NM8 s'adsorbe aussi bien sur R. meliloti Ml lS que sur M5N l (cf. 
fig. 33, p. 158). 

Si  Q NM8.Ml9S es t  à nouveau fo r tement  restreint  par R. meliloti M5N1, il 

s 'exprime pleinement sur R. meliloti M 1 1S (E = 1). Dans ce cas, i l  est possible 

que  l'ADN de  ce phage n'ait pas d e  séquences nucléotidiques reconnaissables 

par les  enzymes de  restr ict ion de  R. meliloti Ml lS  ou encore  que cette 

bac té r ie  soit génétiquement déficiente vis-à-vis d e  la  restriction. Mais i l  est 



aussi envisageable que cet ADN phagique possède des  modifications appor tées  

par R. meliloti M19S, s i tuées  sur les s i tes  d'action des  enzymes de restr ict ion 

d e  R. meliloti M11S. Dans ce cas, i l  exis tera i t  une similitude e n t r e  des 

sys tèmes R/M possédés par les bactéries M l l S  et M19S. Nous pouvons fa i re  

les  mêmes remarques pour ce qui concerne ces bactér ies  et le  phage 

@NM8.M5Nl. 

Il apparaî t  donc que plusieurs systèmes R/M pourraient rendre  compte  du 

comportement  des  bactér ies  vis-à-vis des  phages. L'éventuali té d e  la  

coexistence de  quelques sys tèmes au sein d'une même souche peut d'ailleurs 

ê t r e  envisagée. En e f fe t ,  R. meliloti possède généralement des  plasmides et 

parfois un phage lysogène susceptibles de  contenir  l ' information génétique 

pour des  systèmes R/M dont les e f fe t s  s 'additionneraient aux e f f e t s  des 

sys tèmes B/M d'origine chromosomique. 

Il nous a donc paru in téressant  d'étudier la  répart i t ion de systèmes R/M dans 

un échantillon d e  souches bactériennes. 

2 - Répartition des  systèmes R/M 

L'étude de la répart i t ion des  systèmes R/M a été abordée de  deux façons  

d'ailleurs complémentaires : la  mesure d i rec te  d e  l ' e f f icaci té  d ' é ta lement  et 

l'utilisation d'un modèle mathématique. 

Pour un pet i t  nombre d e  souches bactériennes et virales, l'exploitation des  

coeff ic ients  d ' e f f i c a u  té d 'é ta lement  (E) permet  d e  proposer une répart i t ion 

plausible de  systèmes R/M communs ou di f férents  au sein des bactéries.  

Prenons l 'exemple rappor té  dans le tableau 13. 



Phages 
RI meliloti 

M l l S  1 3,2. loe5 

Tableau 13 - Coefficients d'ef f i c a u  té d 'é ta lement  (E) des phages N M8, 
NM4 et C M 8  s u r  R. meli lot i  M l l S ,  M5NI e t  M14S. 

Si on considère R. meliloti Ml IS, i l  accep te  la  multiplication d e  phages dont 

I'ADN a été modifié par  la  souche M5N1 (E = 1) mais pas par M14S (E = 

3,2.10-~). P a r  contre, l e s  souches M5Nl et Ml4S appliquent une f o r t e  

restr ict ion sur I'ADN du  phage NM8.MIlS. Un te l  phénomène peut  s'expliquer 

si R. meliloti MllS  et M5N1 possèdent un système R/M commun, que nous 

appelons A, et que chacune des souches M5N1 et M14S possèdent au moins un 

système, nommé B, d i f férent  du précédent. C e t t e  répart i t ion est schémat isée  

dans le tableau 14. 

Systèmes R/M 
R. meliloti 

A B 

Tableau 14 - Schéma d e  répart i t ion d e  deux systèmes R/M dans les 3 souches 
d e  R. meliloti M i l s ,  M5Nl et M14S. 



Le système B, commun aux souches M14S et M5N1, permet  au phage 

NM4.M5Nl d'avoir une e f f i cac i t é  to ta le  sur R. meiiloti M14S. De plus, le 

sys tème  A est celui qui provoque la restr ict ion du phage CM8.Ml4S par R. 

rneliloti M5NI (E = 1,8.10-~). Ainsi, les  deux systèmes A et B d e  R/M 

suffisent à expliquer les  relations e n t r e  les trois souches bactériennes et leurs 

phages. 
Q 

Une au t re  façon d'aborder le problème est d'appliquer une adaptation d e  la  

m o d é l i s a t i o n  m a t h é m a t i q u e  p r o p o s é e  p a r  SOUROUILLE (1 978)  e t  

BOUSSEMAER et al. (1980) pour étudier la  distribution de  multiples systèmes 

R/M chez  les Streptocoques lactiques. 

Pour celà,  i l  f au t  que les coefficients d 'efficacité d 'é ta lement  E, rappor tés  

dans le  tableau 13, expriment le  fonctionnement des systèmes R/M, à 
l ' e x c l u s i o n  d e  l a  non-adsorp t ion  d e s  p h a g e s  et d e  l a  lysogén ie .  

Nous avons donc pris la  précaution d'utiliser les résultats  d'expériences où i l  y 

a eu effect ivement  un développement d e  phages modifiés. L a  proportion de  

phages qui échappent à l 'act ion simultanée d e  plusieurs sys tèmes d e  

restr ict ion est le produit des taux d e  restr ict ion de  ces systèmes. Par souci de 

simplification, nous admettrons,  pour tous les systèmes, un taux de  restr ict ion 

(tp) constant dont l 'ordre de  grandeur moyen es t   IO-^. C e t t e  valeur signifie 

que l'ADN du phage a 999 chances  sur 1 000 d ' ê t re  détruit .  Etant  donné la  

concentration des suspensions virales utilisées, environ 1 0 ' ~  phageslml, on ne  

peut  pas m e t t r e  en évidence plus de  trois systèmes R/M différents e n t r e  deux 

souches bactériennes. 

Enfin, en raison de  la  na tu re  des mesures du tableau 13, entachées  

d ' incert i tudes importantes,  c'est le cologarithme décimal du coefficient  

d 'ef f icaci té  d 'é ta lement  qui est le  pa ramèt re  utilisé : de  ce fa i t ,  les er reurs  

deviennent additives plutôt  que multiplicatives. 

Nous obtenons ainsi l e  tableau 15, dont chaque é lément  d.. expr ime la 
11 

destruction du phage homologue de  j par l 'action additive des p systèmes RIM 

d e  la  bactér ie  i et que  ne possède pas j puisque, évidemment,  des sys tèmes 

communs s'annulent. E t a n t  donné que chaque système p a un coefficient  de  



restr ict ion Cp  = log d.. est la  somme des coefficients d e  restr ict ion Cp  10 tp> 1) 
d e  tel le façon que : 

- la  bactér ie  i possède l e  système R/M p, 

- la bactér ie  j n e  possède pas le  sys tème R/M p, 

d'où : d. = E C p x i  (1 - x .  ) 
hi = l ,P ),P 

dm 1 ,j = CP [xil(l - x j 1 ) + x12 (1 - x j 2 ) + --- x. ln (1 - x . )  Y' 

nombre de  systèmes R/M 

coeff ic ient  d e  restr ict ion du système p f ixé  ici à 
1 Cp = log -= 3 

10 10-3 
1 ou O selon que l a  bactér ie  i possède ou ne possède pas l e  

sys teme p 

1 ou O selon que la bactér ie  indicatrice du phage j possède ou ne 

possède pas le système p. 

Phages 
R. meliloti 

Tableau 15 - d.. = log 1 

1 )  10 E 
E = coeff ic ient  d 'ef f icaci té  d 'é ta lement  (tab. 13). 



Il est maintenant possible d e  déterminer le  nombre d e  systèmes R/M que 

possède la  souche bactér ienne i et que ne  possède pas la souche homologue du 

phage j. On obtient  le  tableau 16 donnant les rapports k.. = d../Cp, arrondis 
11 11 

aux valeurs ent ières  : 

Phages 
R. meliloti 

-- - -- 

Tableau 16 - k.. = d. ./Cp. 
11 II 

Cp  = coeff ic ient  de  restr ict ion = 3. 

A partir  des  valeurs d e  k.., on obtient  les coordonnées x. des  bactér ies  en 
11 IP 

résolvant le  système d'équations suivant : 

1) i = l , j = 2  

O = X l l  (1 - x2$ + X12 (1 - xZ2) + Y 
13 (' - '23) 

2) i = l , j = 3  

1 = x l l  (1 - x ~ ~ )  + x12 (1 - x32) + x13 (1 - ~ 3 3 )  



Les  valeurs des  inconnues x. satisfaisant le  mieux à ces équations pe rmet ten t  
IP 

d'établir le  tableau 17. Toutefois, on remaique que l'équation 5 n 'est  pas 

éga le  à 3 mais à 2. C o m m e  les coeff ic ients  d 'efficacité d 'é ta lement  sont  

obtenus de façon  approximative, toutes  les données qui en découlent sont e l les  

aussi approximatives. Nous accepterons donc cette inexactitude. 

i = l  i = 2  i = 3  

R. meiiloti M 1 l S  M5Nl M 14s 

Tableau 17 - Ensemble des  c o o r d o n n ~ e s  x. des souches MllS,  M5N 1, M14S 
d e  R. meiiloti LP 

On consta te  dans ce tableau que deux sous-ensembles se dégagent,  pouvant 

correspondre à deux systèmes R/M : 



- A est commun aux souches  M 1 l S  et M5N 1, 

- B est commun  aux souches  M 14s  et M5N 1. 

Notons q u e  cette répar t i t ion  est confo rme  à ce l l e  q u e  nous avions proposée  

aupa ravan t  (tab. 14). Il f a u t  aussi r emarque r  q u e  nous n e  distinguons q u e  deux 

s y s t è m e s  R/M a u  lieu d e  t ro is  prévus  (p = 3). Un tel r é su l t a t  peu t  aussi  ê t r e  

dû aux e r r e u r s  d e  dénombremen t s  que  nous  avons ignorées  et .  qui peuven t  

change r  l e s  va leurs  d e  k... D e  plus, l a  f i xa t ion  a rb i t r a i r e  d'un coe f f i c i en t  d e  
11 

r e s t r i c t i on  (Cp), c o n s t a n t  pour t ous  l e s  s y s t è m e s  R/M, c r é e  une  r igidi té  qui  ne 

p e r m e t  pas  d 'a f f iner  leur  identif icat ion.  

A pa r t i r  d e  ces premiers  résu l ta t s ,  il nous a paru in t é re s san t  d ' é t endre  cette 

é t u d e  basée  sur  une  modélisat ion ma thémat ique  e n  a jou tan t  une q u a t r i è m e  

b a c t é r i e  et l e  phage  homologue, aux t ro i s  couples p récédemment  é tudiés .  

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

dénombremen t s  d e  phages et cons idéré  qu 'e l les  pouvaient  f a i r e  va r i e r  les  

coe f f i c i en t s  d ' e f f i cac i t é  d ' é t a l e m e n t  (El e n  l e s  mult ipl iant  ou divisant  p a r  2, 

ce qui e n t r a î n e  d i f f é ren te s  possibilités pour ce r t a ines  va leurs  d e  d. et k. 
l j  ~ j '  

Tou te s  ces données  sont  regroupées  dans  l e  tab leau  18. 

Enfin, l ' introduction d 'une q u a t r i è m e  b a c t é r i e  dans  l 'échanti l lon p e r m e t  aussi 

d e  d é t e c t e r  u n  é v e n t u e l  q u a t r i è m e  s y s t è m e  R / M ,  s o i t  p = 4. 

Nous avons  conse rvé  l e s  coordonnées  x. d e s  souches M l  lS,  M5Nl et M14S 
IP 

pour dé t e rmine r  ce l l e s  d e  l a  souche  M 12S, ma i s  l 'extension d e  l a  s é r i e  a m è n e  

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

manuel lement .  Nous avons  donc ut i l isé  un p rog ramme d 'analyse in fo rma t i sé  

"EUREKA" pour la mise e n  év idence  d e s  solut ions possibles. Celle qui a été 
r e t e n u e  est p résen tée  dans l e  t ab l eau  19. 



Phages 
R. meliloti 

- 
Tableau 18 - Valeurs des coefficients d 'efficacité d 'é ta lement  E, d.. et k.. pour les phages NM8, NM4, CM8 et CM20 et ~n 

11 11 O 

les  souches M l  IS, M5N 1, M14S et M12S d e  R. meliloti. 

On note que valeur expérimentale E < valeur expérimentale x 2. 

2 



R. meliloti M 115 M5N 1 M 14s M 12s 

Tableau 19 - Ensemble des coordonnées x. des  souches d e  R. meliloti 
MIIS, M5N1, M14S, M12S. 1P 

Dans l 'ensemble des  coordonnées x .  , on peut distinguer des sous-ensembles 
1P 

figurant 4 systèmes R/M caractérist iques,  par analogie a v e c  les c r i t è r e s  

biologiques. Ainsi, on retrouve les systèmes A et B déjà mis en évidence 

précédemment.  Les  sys tèmes C et D s 'ajoutent pour rendre compte des 

propriétés d e  R. meliloti M12S. C e t t e  représentation nous semble l a  plus 

proche d e  la  réali té biologique représentée  par les parentés et les  différences 

e n t r e  les bactéries, vis-à-vis d e  la  restriction. 

Dans le c a d r e  de cette étude,  il ne nous a pas  paru nécessaire d e  poursuivre 

l 'exploitation de  ce modèle mathématique,  en  particulier pour le calcul  des 

valeurs des  coefficients d e  restr ict ion C p  de  chacun des systèmes. Nos 

résultats  suffisent à montrer que l 'ac t iv i té  R/M est part iculièrement e f f i c a c e  

chez R. meliloti puisque dans d e  nombreux cas la protection con t re  les phages 

non spécifiques est part iculièrement forte. Nous rejoignons l e s  travaux de  

HEUMANN et ai. (1984) m e t t a n t  en  évidence le rôle important  des sys tèmes 

R/M dans le  maintien d e  l ' identité génétique d e  cinq classes d e  Rhizobiaceae. 

P a r  ailleurs, WILLIAMS et al. (1989) indiquent que R. meliloti Rm41 et SU47 

o n t  des systèmes de  restr ict ion différents qui réduisent l ' e f f icaci té  d'un phage 

transducteur. De même, la  transformation est a f f e c t é e  (KISS et KALMAN, 

1982). Si l ' impact biologique est incontestable,  il f a u t  pourtant remarquer que 

seules t ro is  endonucléases de  restriction, d e  spécifici té part iel lement connue, 



avaient  été répertoriées dans le genre  Rhizobium (ROBERTS, 1986), a v a n t  la 

caractér isa t ion d e  RleA1, une enzyme d e  type IIS, provenant d e  R. 

leguminosarum (VESELY et al., 1990). 

Il semble que des  obstacles d 'ordre biochimique, d'ailleurs signalés mais non 

précisés par HEUMAN et al. (1984), sont responsables d e  cette indigence. Ces  

difficultés, concernant l 'extraction, la  purification, la  stabil i té et l 'ac t iv i té  de  

ces enzymes, ont  également été rencontrées dans notre  laboratoire. En 1985, 

OUAHAL a mis en  évidence des propriétés montrant que R. meliloti pourrait  

posséder au moins une endonucléase de  type III. Cependant, i l  n'a obtenu que 

des  digestions complètes des ADN non modifiés, concluant que  la présence 

simultanée de  plusieurs endonucléases, éventuellement associées à une ac t iv i t é  

exonucléasique, pouvait provoquer l a  dégradation complète  de  l'ADN. 

I l  s e m b l e  d o n c  q u e  l e s  R h i z o b i a c e a e  p o s s è d e n t  d e s  c a p a c i t é s  d e  

restriction-modification importantes,  autorisant la  survie et la  préservation de  

l ' identi té génétique, en relation avec  une écologie tellurique ca rac té r i sée  par 

les  compéti t ions e n t r e  les microorganismes indigènes. 

3 - Aspects physiologiques de la restriction-modification 

a) Apparition d e  nucléotides dans l e  lysat  

La  libération de  nucléotides, provenant d e  la restriction d e  l'ADN du phage 

suivie d'une digestion nucléasique non spécifique, a été montrée  en mesurant 

l 'absorbance à 260 nm d e  l a  fraction dialysable d'une cul ture  en milieu 

synthétique de R. rneliloti M5Nl in fec tée  par le phage QNM8.MllS. Un pic 

d'absorbante apparaî t  t r è s  vite puis décroît  (fig. 31). , 

Il se produit une dégradation d'ADN et une excrétion d e  nucléotides dans  les 

15 min suivant l'infection. Puis, l a  baisse d e  l'absorbance est probablement 

due à l ' incorporation des nucléotides par les bactéries. Quant  à la  cu l tu re  

témoin de  R. meliloti MI IS, in fec tée  par le  phage homologue Q NM8.M 1 lS, 

bien que  n'ayant pas d 'activité d e  restriction, e l le  montre une légère  et 

tardive libération d e  nucléotides pour laquelle nous n'avons pas  d'explication 

satisfaisante.  



M I N U T E S  

Figure 31 - Absorbance à 260 nm des fractions dialysables. 

R. meliloti M5N 1 in fec té  par (PNM8.M 11s ; R. meliloti 
M l l S  in fec té  par (PNM8.MllS ; V R. meliloti M5N1 ; A R. 
meüloti M 1 1s. 

b) E f f e t  d e  l a  croissance bactérienne et du milieu d e  cu l tu re  

L ' é t a t  physiologique bactér ien est souvent important  dans les  in té rac t ions  

cellulaires. Il est d'abord dépendant de  l'âge d e  la cui ture  et d e  la  n a t u r e  du 

milieu. Nous avons donc é tudié  l'influence d e  ces deux paramètres  sur la  

restr ict ion d'un rhizobiophage (fig. 32). 



O 2 O 4 O 6 O 8 0 

H E U R E S  

Figure 32 - Effet  du milieu de  cul ture  et d e  la  croissance d e  R. meliloti 
M5N1 sur  l a  restriction. 

croissance de  R. meiiloti M5Nl sur milieu RC ; r coeff ic ient  
e f f i cac i t é  d 'étalement d e  QNM8.MllS sur ces cellules ; 

croissance d e  R. meliloti M5N1 sur milieu R ; A coeff ic ient  
ef f i c a u  té d'étalement de  Q NM8.MllS sur ces cellules. 

L e  phage Q NM8.Ml IS subit  une restr ict ion plus importante  d e  l a  pa r t  d e  R. 

meiiloti M5N1 lorsque cette souche est en phase exponentielle d e  croissance 

dans  un milieu complet  (RC fructosé). Le  coefficient  d 'ef f icaci té  d 'é ta lement  

passe de  6 .10-~  à 2 . 1 0 ~ ~  puis i l  remonte  jusqu'à a t te indre  1 0 ' ~  quand l a  

culture aborde la phase stationnaire. Un plus grand nombre de  phages échappe 

à la  restr ict ion donc celle-ci est amoindrie. On obt ient  un résul ta t  similaire 

a v e c  des bactér ies  cul t ivées  dans un milieu minimum synthétique mais, en 
-6 * outre,  les coeff ic ients  d 'efficacité d 'é ta lement  sont  plus é levées  (3.10 a 

1 0 - ~ ) ,  ce qui indique une restr ict ion moindre. 

c )  E f f e t  d e  l a  t empéra tu re  et du chloramphénicol 

Dans le b u t  d'obtenir des  informations complémentaires sur les propriétés des 

facteurs  responsables d e  la  destruction de  l'ADN des  phages, nous avons 

étudié l ' influence d e  l a  température  et du chloramphénicol puis recherché la  

res taurat ion de  l ' ac t iv i té  d e  restr ict ion dégradée. 



Dans un premier temps, nous avons choisi la  t empéra tu re  et le t e m p s  de  

chauffage capable d'agir sur la restr ict ion mais sans tuer les  bactéries. A la  

faveur d'essais préliminaires, nous avons sélectionné une température  d e  45OC 

et nous avons chauffé  les  cellules d e  R. meliloti M5N1 durant  1, 2 et 3 min 

avan t  d'éprouver la restr ict ion sur le  phage @ NM8.MllS (tab. 20). 

Temps d e  chauffage à 45°C Témoin non 
chauffé  

1 min 2 min 3 min 

Efficacité 
d 'étalement 3.1 o - ~  1 0 - ~  1 0 - ~  4.1 o - ~  

Tableau 20 - Eff icaci té  d 'é ta lement  d e  @NM8.M11S sur les cellules 
chauffées  de  R. meliloti M 5N 1. 

 efficacité d 'é ta lement  augmente  avec  la durée du t ra i tement .  Trois minutes 

à 45°C suffisent pour diminuer la  restr ict ion d'environ 100 fois  sans a f f e c t e r  

notablement  le nombre de  bactér ies  vivantes. 

De  la  même manière, nous avons vérifié qu'une concentration en chloram- 

phénicol de  50 pg/ml, appliquée durant 15 min, n 'avait  pas d 'ef fe t  lé ta l  

i m p o r t a n t  su r  R. rneliloti m a i s  a b a i s s a i t  f o r t e m e n t  l a  r e s t r i c t i o n .  

Si on re ta rde  l'infection par les  phages après le t r a i t ement  thermique ou 

antibiotique, on consta te  que le  pouvoir d e  restr ict ion se  restaure,  jusqu'à 

re t rouver  l a  même intensité que chez  les bactéries non t ra i tées ,  au bout de  

150 min (tab. 21). C e  qui représente,  dans nos conditions expérimentales,  un 

t emps  d e  génération de  R. meliloti. UETAKE et al. (1964) o n t  rappor té  des 

observations similaires chez S. anatum. 



Efficacité d 'é ta lement  de  @ NM8.M 1 1s  
Intervalle d e  sur les cellules d e  

t emps  e n t r e  l e  R. meiiloti M5N1 t ra i tées  
t r a i t ement  et 

le  dénombrement 
du phage (min) 45°C - 3 min CAL 

50 pg/ml - 15 min 

Cellules non t r a i t é e s  3,0.10-~ 

Tableau 21 - Restauration de  la restr ict ion chez des  cellules d e  R. meli loti  
M5N 1 après  t r a i t ement  au chloramphénicol ou chauffage.  

En conclusion, la dégradation d e  l'ADN d'un phage non homologue par une 

souche de R. meiiloti est donc un phénomène qui se produit rapidement a p r è s  

l'infection. C e t t e  restr ict ion sera  d 'autant  plus importante  que l a  bactér ie  est 

e n  bon état physiologique, c'est-à-dire en  phase exponentielle d e  croissance 

d'une cul ture  en milieu complet.  activité est for tement  réduite par l a  

chaleur. Le  chloramphénicol, inhibiteur de  la synthèse des protéines, produit  

l e  même effet. C e s  perturbations disparaissent après une génération 

bactérienne. 

C e s  r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  q u e  ce(s) systèmeCs) d e  r e s t r i c t i o n  s o n t  

thermosensibles et qu'ils sont restaurés, d e  novo, par une synthèse protéique. 



C H A P I T R E  II 

ADSORPTION DES PHAGES DE R. MELILOTI ET 

INTERACTIONS AVEC LES STRUCTURES EXTERNES 



1- - ETUDE GENERALE DE L'ADSORPTION 

A. - Cinétiques d'adsorption 

L'adsorption est habituellement mesurée en  centrifugeant un mélange d e  

bactér ies  et d e  phages et e n  dénombrant les phages libres dans le surnageant. 

Généralement,  lorsqu'on utilise des  concentrations d e  l 'ordre d e  108 
7 9 bactérieslm1 et 10 à 10 phages/ml, 90 % des phages sont  adsorbés en 

quelques minutes. 

Nous nous sommes placé dans ces conditions usuelles (multiplicité d'infection 

= 1) e n  respectant  les exigences requises par nos sys tèmes expérimentaux pour 

é tudier  quelques cinétiques d'adsorption d e  phages d e  R. meliloti.  Ainsi, dans 

l e  c a s  d e  QNM8.MllS (fig. 33), on remarque la  rapidité d e  l'adsorption 

puisque le nombre d e  phages libres diminue t rès  rapidement dès  les premières 

minutes d e  con tac t  avec  les cellules de  la  souche indicat r ice  MllS. P a r  

contre ,  l 'accrochage est un peu moins rapide sur une au t re  souche, M5Nl. 

L'adsorption varie donc avec  l'hôte. On observe aussi d 'aut res  modalités. 

L'adsorption peut ê t r e  init ialement rapide puis augmenter progressivement 

(fig. 34, A) ou ê t r e  moins e f f i cace  et évoluer plus lentement  (fig. 34, BI. 

Toutefois, l a  facil i té a v e c  laquelle les phages é tudiés  s 'adsorbent sur les 

bactéries-hôtes suggère que les récepteurs  sont a isément  accessibles. A par t i r  

des  cinétiques , le calcul des  constantes  d'adsorption s 'avère donc utile pour 

vérifier cette hypothèse. 

B. - Cons tan tes  d'adsorption 

La  constante  d'adsorption, dans un système phage-bactérie, est proportionnelle 

aux concentrations bactériennes et virales. Elle dépend aussi d 'aut res  fac teurs  

(composition du milieu, pH, température ,  etc ... ) qu'il convient d'uniformiser 

dans les  d i f férents  sys tèmes utilisés afin d e  calculer l e s  constantes  

d'adsorption. 

Les  valeurs obtenues (tab. 22), de  l 'ordre d e  1 0 - ~  mumin, pour quelques 

rhizobiophages sont t r ès  proches de  celles rapportées pour le phage RL4 d e  R. 



Figure 33 - Cfd4qaes #adsaption dc *NMS.Ml IS sur RI n d I d  Ml15 
(A) et Mm1 (81, 



-9 leguminosarum (k : 0,54.10 ml/min) (DHAR et al., 1987) ou les phages 

spécifiques d e  B. japanicurn USD117 (k = l,38.1om9 ml/rnin et 3,99.10-~ 

ml/min) (HASHEM et al., 1986). 

Phages Constantes d'adsorption ( 1 0 - ~  milmin) 

Tableau 22 - Constantes  d'adsorption d e  phages d e  R. meliloti à t = 1 min. 

Les  constantes sont en  accord avec  celles a t t r ibuées  à d e  nombreux groupes 

phagiques, en  particulier d 'aut res  phages caudés (ACKERMAN et DUBOW, 

1987). Il s 'agit  d e  constantes  élevées, indiquant des  sites d'adsorption fac i l es  à 
atteindre.  A contrario, l e s  plus faibles valeurs (k = 0,03.10-~ ml/min) o n t  été 
consta tées  dans le genre Inovirus, ceci é t a n t  sans doute  le f a i t  de  l 'adsorption 

d e  ce p h a g e  à l ' e x t r é m i t é  d 'un  pi lus  r e l a t i v e m e n t  i n a c c e s s i b l e .  

II apparaît  que l'adsorption de  nos phages se réalise facilement.  Ceci suggère 

des  sites t rès  accessibles et cer ta inement  nombreux. Nous avons ainsi 

recherché le  nombre d e  phages susceptibles d e  se fixer sur une bactérie.  

C. - Détermination du nombre de  phages pouvant s'adsorber sur une 

.bactérie 

1 - ~éterrnination théorique 1 

Si on considère que : 1 

- R. meliloti M l l S  est un bacille schématisé par un cylindre mesurant en 

moyenne 2 p d e  longueur et 0,6 p d e  largeur, muni d e  deux ex t rémi tés  

hémisphériques, 



- le  phage QNM8 possède une capside qui s 'inscrit dans une sphère .  d e  
O O 

d = 640 A d e  diamètre  et une queue de 1 = 1100 A, 

l e  nombre de  phages pouvant s'adsorber à l a  surface  d e  la  bactér ie  est donné 

par le  rapport e n t r e  la  surface d'une enveloppe localisée à l a  distance d l 2  + 1 

d e  l a  bactér ie  et la  section de  la  sphère incluant l a  tête phagique (MENICHI 

et BUU, 1983) (fig. 35). On peut  ainsi théoriquement placer environ 2 700 

phages sur une cellule de  R. meliloti. 

F igure  35 - Représentation schématique d e  l'adsorption- des phages NM8 
sur R. meliloti M 11s. 

2 - Détermination expér imentale  

Afin d e  vérifier l'hypothèse précédente,  nous avons mélangé des  phages et des 

bactér ies  à différentes  multiplicités d'infection et déterminé le  pourcentage 

d'adsorption. 



La figure 36 montre que lorsqu'on met  de 10 à 2 000 phages par bactér ie ,  

tous les virions parviennent à s'adsorber (92 à 97 %). Puis quand la 

multiplicité d'infection s'élève, le taux d'adsorption di minue, ce qui pourrait  

signifier que nous avons a t t e i n t  un seuil d e  saturation. Ainsi, un seu l  R. 

rneiiloti Ml lS  sera i t  susceptible d e  fixer d e  2 000 à 3 000 phages. E t a n t  

donné que dans la  réal i té  les  phages ne se disposent pas de  manière idéa le  à 
l a  surface d e  l a  bactérie, cette valeur est compatible a v e c  celle d e  la  

détermination théorique. 

MULTI PLICITE D'INFECT I O N  

Figure  36 - Estimation expérimentale du nombre d e  phages NM8 pouvant 
s 'adsorber sur R. rneiiloti M 1 1s. 

C e s  arguments sont en  faveur d e  l 'existence d e  nombreux s i t e s  d'adsorption 

faci lement  accessibles aux phages. Parmi les  s t ructures  externes  d e  la 

bactérie,  les  exopolysaccharides et les lipopolysaccharides donnent la  réponse 

l a  plus favorable à c e s  critères. Nous avons donc envisagé leur rôle dans  la 

relat ion phage-R. meliloti. 



II- - INTERACTIONS ENTRE LES PHAGES ET LES EXOPOLYSACCHARIDFp 

DE - R. MELiiOTI 

A. - Synthèse dtEPS et inhibition d e  l'adsorption 

Etant  les plus externes, les EPS sont évidemment les ~ r e m i è r e s  s t ructures  

rencontrées par les rhizobiophages. Nous avons donc é tudié  leurs interactions.  

On observe que les EPS synthétisés par R. mefiloti M l  lS s 'accumulent dans le 

milieu complet  RC fructosé  et parallèlement, le pourcentage d'adsorption des 

phages ONM8.MLIS diminue au cours du temps. Il n 'est  plus que de 50 % au 

6ème jour de  culture, le  milieu contenant moins de  1 mg/ml d'EPS. 

Puis, dans nos conditions ex péri mentales, cette concentration augmente  

jiis71-i1à 4 mg/ml tandis que, au 12ème jour, les phages ne  s'adsorbent plus. 

C e  polysaccharide est soluble et peut ê t r e  él iminé par centrifugations 

successives. Les  cellules ainsi lavées retrouvent leur capac i t é  d'adsorber les 

phages (fig. 37). 
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Figure 37 - (1) Pourcentage d'adsorption du phage <g NM8.M 11s sur  les 
cellules de  R. mefiloti MllS e n  fonction du temps. 

H (2) Synthèse d'exopolysaccharides par des bactéries d e  la 
s o u c h e  M l l S   lacées e n  condi t ion  d e  p r o l i f é r a t i o n .  

0 (3) Pourcentage d'adsorption du phage O NM8.M 1 IS sur  les 
cellules de  R. mefiloti Ml lS  lavees après  des t e m p s  de 
cul ture  différents.  



L'examen des  cultures d e  R. meiiloti en  microscopie électronique montre  

qu'au delà  d e  48 h d'incubation, les  fibrilles polysaccharidiques qui 

s 'entrecroisent forment  un réseau de  plus en plus dense où sont  emprisonnées 

ces bactéries (Annexe 1, Planche 2, Photos C, D, E). 

Les  EPS peuvent empêcher  les phages d e  s'adsorber sur les récepteurs  

bactériens en réalisant un barrage mécanique. P a r  contre ,  après  leur 

élimination par centrifugation,  nous observons des  cellules nues dont  les 

s t ructures  pariétales n e  sont plus masquées (Annexe 1, Planche 2, Photo  FI. 

Ceci  est e n  corrélation avec une adsorption du phage NM8 en t iè rement  

restaurée.  Il s 'avère donc que les EPS d e  R. meiiloti,  synthétisés en quant i té  

importante,  inhibent l'adsorption phagique. C e t t e  consta ta t ion est contra i re  à 
ce qui est f réquemment  observé lorsque des bactériophages in fec ten t  une 

bactér ie  produisant d e s  polysaccharides capsulaires ou extracellulaires. Les  

macromolécules servent  alors d e  s i t e s  de reconnaissance et d e  point d 'ancrage 

pour les virus, par l ' intermédiaire d'une dépoly mérase.  Nous avons recherché 

l a  présence d'une te l le  enzyme. 

B. - ~ c t i v i t é s  enzymat iques  associées aux phages 

Nous avons d'abord comparé  l ' ac t iv i té  d e  plusieurs lysats phagiques di f férents  

vis-à-vis d'EPS de  Rhizobiaceae. La  dépolymérisation de  la macromolécule est 

mise en  évidence par l a  variation en fonction du temps d e  la  viscosité 

r e l a t i v e  (VR) d e  l a  so lu t ion  d 'EPS s o u m i s e  à l ' a c t i o n  du p h a g e .  

Une culture d e  B. japonicum 55, contenant  350 &ml d'EPS, voit sa  viscosité 

relat ive diminuer d e  50 % e n  6 min sous l ' influence du phage homologue 

@ J5-1, en  270 min pour le  phage NM8 de  R. meiiloti et 85 min pour l e  phage 

@ 2 de  K. pneumoniae, utilisé comme témoin. Par  contre ,  aucun de ces phages 

n e  montre d 'activité su r  une solution dtEPS de  R. meliloti M l l S  (tab. 23). 



Durée d 'action (en min) du lysat 
phagique pour que l a  

solution d'EPS a t t e igne  une V R  = 50 % 

Lysats phagiques 

Cul tu re  de  B. japonicum 
(350 pg/ml d'EPS 

EPS d e  R. mefiloti 
( 5  mg/ml) 

P a s  de  variation de  V R  

Tableau 23 - Variations d e  l a  viscosité re la t ive  (VR) d e  solutions d lEPS de  
B. japonicum J 5  et R. meliloti M l l S  sous l'influence d e  lysats  
phagiques. 

L'insensibilité d e s  EPS d e  R. meliloti peut  s 'expliquer par l 'absence d 'acides 

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

dépolymérases phagiques. 

On peut  alors s ' interroger sur la présence, c h e z  le phage NM8, d'une enzyme 

apparemment  inuti le puisque inact ive  sur les  EPS d e  sa souche propagatrice.  

Ceci  pourrait  indiquer que l a  lignée cellulaire, à l 'origine des  Rhizobiaceae,  

synthét isa i t  des  EPS con tenan t  des acides uroniques sur lesquels les  phages 

agissaient  à l 'a ide d'une dépolymérase. Puis, au cours  de  l'évolution sont 

apparues  des  bac té r i e s  dont les  EPS sont dépourvus d 'acides uroniques et des 

phages qui se sont adaptés  à ces hôtes nouveaux, t o u t  e n  conservant  une 

ac t iv i t é  enzymat ique originelle pourtant  devenue inopérante.  Mais, i l  e s t  

légi t ime d'envisager également  que d 'aut res  enzymes on t  aussi pu apparaître.  

Nous avons donc recherché une éventuelle ac t iv i t é  dépolymérasique c h e z  une 

douzaine de  phages d e  R. meliloti appar tenant  aux morphotypes CM et NM 

définis  par WERQUIN (1989), et en utilisant une solution aqueuse d'EPS d e  R. 

meliloti M5N1. Ceux-ci ont  été choisis c a r  ils ont  une s t ruc tu re  identique aux 





Ensuite, nous avons recherché les  pa ramèt res  l e s  plus favorables au 

fonctionnement de  la  dépol y mér ase. 

Ainsi, nous avons utilisé une gamme de  pH de 5,2 à 8 e n  tampon tr is-maléate 

0,2 M. La  courbe d e  viscosité relat ive VR, en  fonction du pH après  48 h 

d ' incuba t ion  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e ,  p r é c i s e  q u e  nous  o b t e n o n s  l a  

dépolymérisation la plus importante  à pH 6 (fig. 38). 

Figure  38 - Viscosité re la t ive  d e  l'exopolysaccharide d e  la  souche M5N1 
e n  présence d e  lysat  du phage CM 1.M5N 1 e n  fonction du pH 
dans le  tampon t r i s  maléate  0,2 M. 

Puis, nous avons é tudié  l ' e f fe t  d e  la  concentration du tampon pour cons ta te r  

q u e  la diminution d e  l a  viscosité est plus importante  pour une molar i té  d e  

0 , l  M (fig. 39). Nous l'utiliserons dorénavant dans nos expériences. 
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Figure  39 - Viscosité relat ive e n  fonction du temps, d e  I'exopolysaccharide 
d e  la  souche M5Nl e n  présence d e  lysat  du phage CMI.MSN1, 
dans le tampon tris-maléate, ph 6, à différentes  molarités. 

Enfin, l ' e f fe t  d e  I'EDTA à différentes  concentrations a été mesuré (fig. 40). 
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Figure  40 - Viscosité re la t ive  e n  fonction du temps, de  I'exopolysaccharide 

d e  l a  souche M5Nl e n  présence de  lysat  du phage CM l.MSN1, 
dans le  tampon tr is-maléate 0,I M, pH 6 ,  additionné d'EDTA 
à différentes  concentrations. 



Nous observons une inhibition to ta le  de  I'activi té d e  dépolymérisation avec  

une concentrat ion e n  EDTA d e  10 mM puisque la viscosité d e  la solution 

d'EPS additionnée du lysat  phagique ne varie pas. Cec i  mont re  qu'à par t i r  

d 'une concentrat ion de  10 mM, tous les  ions ca2+ et M~~~ présents fo rment  

un complexe avec  I'EDTA. La dépolymérase sera i t  donc dépendante d e s  ions 

d i v a l e n t s .  E l l e  p o u r r a i t  a p p a r t e n i r  au  g r o u p e  d e s  m é t a l l o - e n z y m e s .  

L e  plus souvent les dépolymérases phagiques coexistent  sous une forme l i ée  au 

phage et une forme soluble. Nous avons donc localisé no t re  activi té.  Une 

ultracentrifugation à 100 000 g durant  2 h a permis d e  séparer  le phage. Le 

culot ,  récupéré  dans un volume approprié d e  tampon tr is-maléate O,l M, pH 6 ,  

pour donner une suspension t i t r an t  environ 1 0 l 0  phages/ml, et l e  surnageant,  

o n t  été mis e n  présence des  EPS de  R. meliloti M5Nl. On observe une 

di minution d e  l a  viscosité re la t ive  dans tous les échantillons, conf i rmant  

l 'existence d e s  deux fo rmes  de  la polymérase, l'une l iée au phage et l ' aut re  

soluble dans l e  lysat (tab. 25). 

Culot  de  phages 
CMl.Ml2S 81 % 

Surnageant 50 % 

Lysat  brut  77 % 

Tableau 25 - Viscosité re la t ive ,  ap rès  48 h, d e  la solution d'EPS de  R. meli- 
loti M5N 1 soumis au culot  et au  surnageant d 'ul tracentrifugation 
et au lysat  brut. 

C. - Analyse des  produits de  dépolymérisation 

Les EPS hydrolysés par l e  lysat phagique sont soumis à une ul t raf i l t ra t ion sur 

membrane AMICON XMlOO qui fournit  deux fractions : 



P l  : d e  poids moléculaire supérieur à 10 000, retenue sur le 

f i l t re  ; 

P2 : non re tenue,  d e  poids moléculaire inférieur à 10 000. 

1 - Etude des produits P l  (PM > 10 000) 

a) CLHP 

C e s  produits peu visqueux sont  hydrolysés à l 'acide sulfurique et analysés en  

CLHP. Leur composition en  glucose et galactose s 'avère  identique à ce l l e  d e  

1'EPS natif (tab. 26). 

EPS natifs  EPS après  action 
du phage 

Glc % 87,45 86,40 

Ga1 % 10,82 11 ,O8 

Tableau 26 - Composition en  glucose et galactose des  EPS de  R. meliloti 
M5N1, nat i fs  et dépolymérisés par le  lysat d e  "@ 42Mb.M 12s. 

Elle a été utilisée pour é tudier  les s u b s t i t u a n t ~  liés aux EPS d e  R. meliloti 

M5N 1 : pyruvate, succinate, acéta te .  

L e s  spectres  d e  la  figure 41 montrent une importante  diminution des signaux 

c o r r e s p o n d a n t  au  s u c c i n a t e  lo r sque  I 'EPS a subi  l ' a c t i o n  du phage .  

La  dépolymérisation d e  I'EPS est donc accompagnée de  l 'élimination de 

nombreux résidus succinyles (tab. 27). 



1 Figure  41 - S p e c t r e s  de  R M N  H d'une solution dlEPS d e  R. meiiloti M5N1 : 

A : CEPS1 = 7,4 mglml dans D 2 0  avan t  action du lysat  de  
Q EM4.&112S. 

B : [EPS] = 6,O mg/ml dans D 2 0  après  action du lysat  de  
Q CMS.Ml2S. 

A : acétate ; P : pyruvate3; S : succinate  ; T : t émoin  
d ' a c é t a t e  de  sodium 6,13.10 M. 



Pyruvate  A c é t a t e  Succinate 

EPS natif 7,3 2 3  875 

EPS après  action 
du lysat  d e  5,4 3,4 2,1 
4 à M 5 M 1 2 S  

Tableau 27 - Variations de  la  composition centésimale des substi tuants de  
I'EPS d e  R. meliloti M5N1 natif et hydrolysé par le  phage 
4 ZM'I.Ml2S. 

2 - Etude des produits P2 PM < 10 000) 

Les produits non re tenus  à la  suite de  I 'ultrafiltration sur membrane AMICON 

XMlOO o n t  été chromatographiés en gel filtration. L a  colonne de  Biogel P4 a 

6 t h  Gluée par une solution saline d e  n i t ra te  d e  sodium 0,l  N qui é l imine 

l 'e f fe t  d e  charge e n t r e  le soluté et le gel, fac i l i tant  ainsi la séparation des 

oligomères. Deux fractions,  repérées  par réfractométr ie ,  ont  été obtenues : 

- la f ract ion 1, quant i ta t ivement  t rop faible, n 'a  pu ê t r e  é tud iée  ; . . 
13 - la f ract ion 2, analysée en  RMN C, contiendrait  un oligosaccharide 

const i tué  d e  4 résidus glucose et 1 galactose, avec  un substi tuant pyruvate. 

L'analyse des produits d e  dépolymérisation ne  nous permet  pas, pour l ' instant ,  

d e  proposer un mécanisme d'action d e  la dépolymérase. 

Des travaux antérieurs,  réalisés au Laboratoire, avaient mis en  évidence un 

oligosaccharide fo rmé  de  3 ou 4 résidus glucose et 1 pyruvate (BETTIOUI, 

1988). Ceci  nous ava i t  amené à envisager une coupure de  I'EPS au niveau de  

l a  chaîne latérale (cf. fig. 5, p. 39). Mais par la suite, un t e l  f ragment  n'a 

plus été décelé bien qu'il pourrait se trouver dans la  fraction 1 qui n 'a  pu 

ê t r e  analysée. 



P a r  contre,  la  présence de  galactose dans l'oligosaçcharide d e  la f ract ion 2 

implique nécessairement une coupure dans la chaîne principale de  I'EPS. Les 

hypothèses sur l'origine d e  ce fragment  se heur tent  néanmoins au problème 

posé par l 'existence simultanée du galactose et du pyruvate provenant d e  la  

chaîne  latérale.  Toutefois, i l  semble que cette act iv i té  dépolymérasique ne 

l ibère pas des unités d e  répéti t ion de  I'EPS, comme c'est souvent le cas. Par  

ailleurs, nous ne savons pas non plus s'il s 'agit de  glycosidase a ou 8 . En 

e f fe t ,  le lysat du phage @ NM8.Ml2S s ' e s t  révélé inapte  à réduire la viscosité 

d 'une solution de  cellulose soluble ou d'un scléroglucanne fongique a y a n t  une 

s t ruc tu re  proche de  cel le  de  I'EPS d e  R. meliloti. 

Quant  à l 'élimination des  radicaux succinyles, c e l à  suffirai t  à expliquer la 

chu te  de  la viscosité d e s  solutions d'EPS. Mais sur tout  el le révèle l 'existence 

d'une succinylestérase phagique dont i l  se ra i t  in téressant  d 'étudier l a  

signification biologique. Actuellement, des  travaux réalisés au Laboratoire 

semblent indiquer que cette es térase  n 'est  pas l iée à la  dépolymérase mais 

nous ne savons pas si ces enzymes sont indépendantes et d 'activité s imul tanée 

ou si e l l e s  s o n t  p l u s  é t r o i t e m e n t  . a s s o c i é e s  (THURETTE,  1989).  

. . 
III. - INTERACTIONS ENTRE LE PHAGE NM8 ET LES LIPOPOLYSACCHA- 

RIDES DE R. MELILOTI M l  lS 

A. - Extraction des LPS 

Réalisée sur des  cellules ent ières  d e  R. meliloti, l 'extraction par la méthode 

au phénol aqueux d e  WESTPHAL et JANN (1965) donne trois f ract ions  : 

- un résidu : l a  muréine, 

- une fraction phénolique : lipoprotéines et protéines, 

- une fraction aqueuse contenant  les LPS qui sont  ensuite précipités à 
l 'éthanol en  présence d ' acé ta te  de  sodium. 



Toutefois, les  LPS sont  f réquemment  accompagnés d e  protéines et d 'acides 

nucléiques. C e s  contaminants ont  été évalués respectivement par le dosage 

selon LOWRY et al. (1951) et I 'absorbance à 260 nm. 

L e  tableau 28 montre que la  f ract ion LPS "brute" contient  12 % d e  protéines 

et 15 % d'acides nucléiques. De te l les  quant i tés  pouvant gêner  nos travaux 

ultérieurs, i l  nous a paru indispensable d e  les  éliminer. Après act ion de  

DNase, RNase et pronase, nous observons une diminution du pourcentage des 

protéines et des acides  nucléiques dans les LPS de  R. meliloti Ml 1s. 

LPS avan t  LPS après 
t r a i t e m e n t  t r a i t ement  

proté ines  12 % 2,5 % 

Ac. nucléiques 15 % 0, l  % 

Tableau 28 - Teneur e n  protéines et ac. nucléiques des  LPS avant  et après  
action d'enzymes protéolytiques et nucléasiques. 

B. - Modalités de  l'adsorption du phage 
1 .  

Nous avons recherché l'adsorption éventuelle du phage NM8 sur  les f ract ions  

obtenues à partir  d e  la  souche propagatrice R. meliloti M11S. Les  

pourcentages d'adsorption ont  été déterminés  (tab. 29). 

% d'adsorption phagique sur chaque fraction 
Fract ions  

Résidu Fract ion L PS Bactéries 
Phage p hénolique (témoin) 

Tableau 29 - Pourcentages d'adsorption phagique sur les t ro is  f ract ions  
issues d e  l a  souche M 1 lS  d e  R. meliloti. 



On consta te  que les phages NM8 s'adsorbent to ta lement  sur les  LPS. Des 

adsorptions de  l 'ordre d e  30 % sur la fraction phénolique et le résidu résul tent  

vraisemblablement d'une pollution ' de  ces échantillons par des  molécules de  

LPS. Par  ailleurs, les LPS seuls sont suffisants pour assurer l 'adsorption du 

phage puisque les protéines pariétales ex t ra i t e s  conjointement on t  été 
éliminées par la  pronase sans affecter  l a  neutralisation du virus. L a  f igure  42 

montre  que 2,5 mglm1 de  LPS sont indispensables pour une adsorption 

phagique d e  97 %. C e t t e  quant i té  semble importante  mais i l  est vraisemblable 

que ces LPS n e  sont pas purs et contiennent d 'autres produits d'extraction, de  

na tu re  osidique. 

O 1 2 .  3 4 5 
LPS ( m g / ( m l )  

Figure  42 - Pourcentages  d'adsorption du phage NM8.MllS e n  fonction de  
l a  concentration e n  LPS. 

Nous avons montré que l a  dissociation de  la  s t ruc tu re  des  LPS par l e  

déoxycholate d e  sodium (JARREL et KROPINSKI, 1977) inhibe to ta lement  

l'adsorption. L'élimination du DOC par  dialyse permet  la  restauration de  

l ' a rchi tecture  fonctionnelle et, par conséquent, d e  l'adsorption (tab. 30). 



% d'adsorption du 
phage NM8 

Témoin (LPS) 

LPS + DOC O 

LPS + DOC + dialyse 12 h 1 O0 

LPS + EDTA 

LPS + EDTA + ca2+ 

LPS + EDTA + M ~ ~ +  

Tableau 30 - Pourcentages d'adsorption du phage NM8 sur les LPS de  
R. meliloti M l  1 s  $5 mg/ml) aprè?+action du DOC (10 mM), 
EDTA (10 mM), C a  (2 mM) et Mg (2 mM). 

L a  chélation des ions divalents par I'EDTA entra îne  également une t rès  

impor tan te  diminution d e  I'adsorption. C e t  effet est annulé par l 'addition de  

calcium ou de  magnésium (tab. 30). Rappelons que nous avons précédemment  

cons ta té  l ' importance des  cations lors d e  l 'adsorption des phages sur  les 

bactérie's'vivantes. C e s  observations sont donc complémentaires. 

C. - Caractérisation des  LPS 

1 - Test au lysat d'amoebocytes de  limule 

L e  lysat d 'amoebocytes d e  limule bimulus polyphemus) a la  propr ié té  de 

coaguler en  présence d'endotoxines bactériennes, c'est-à-dire de  LPS (LEVIN 

et BANG, 1964). Le  test LAL s 'est  révélé positif sur la fraction présumée 

contenir  les LPS des  souches Ml lS ,  M2S, M3S, M9S d e  R. meliloti et P15S de  

R. legurninosarum bv. phaseoli. URBANIK-SYPNIEWSKA et al. (1989) ont 

également  trouvé que la  toxicité létale,  pour la souris, des  LPS d e  R. meliloti 

est comparable aux LPS dfEnterobactéries.  



2 - Microscopie électronique 

Après coloration négative à l ' acé ta te  d'uranyle, les  LPS d e  R. meiiloti MllS, 

examinés en  microscopie électronique, montrent  des  s t ructures  en f o r m e  d e  

rubans linéaires ou enroulés, similaires à cel les  rapportées pour les LPS dlE. 

coli (LOPES ET INNES, 1970) ou Leptospira interrogans (VINH et al., 1986). 

L 'u l t ras t ructure  est d'apparence lamellaire, le  polysaccharide hydrophile est 

tourné vers l 'extérieur tandis que l e  lipide A, hydrophobe, consti tue l a  couche 

in te rne  (fig. 43). 

Figure  43 - LPS d e  R. meliloti M 11s observés en  microscopie électronique. 



3 - Electrophorèse en gel  de  polyacrylamide - Dodécylsulfate 

de  sodium 

Les LPS d e  R. meiiloti M 1 lS on t  été ex t ra i t s  à divers s tades  de  la croissance 

bactérienne et soumis à une électrophorèse e n  gel de  poiyacrylamide, en  

conditions dénaturantes  grâce  au dodécylsulfate d e  sodium. 

Les  profils montrent deux bandes (fig. 44). 

SENS DE 

MIGRATION 

Figure 44 - Electrophorégrammes des LPS d e  R. meliloti M11S ex t ra i t s  à 
différents temps d e  croissance. 

1 : 12 h de  culture. 
2 : 18 h de  culture. 
3 : 24 h de  culture. 
4 : 40 h d e  culture. 

En analogie avec  de  nombreux travaux, on peut  supposer que la f ract ion la 

plus mobile (bande B) représente le l'tore" du LPS tandis que  la bande R 
cont ient  les LPS complets, munis d e  la chaîne latérale.  L e s  bandes ont  

tendance à s e  subdiviser ca r  au fur et à mesure de  l a  biosynthèse, les 

molécules de  LPS se complètent et la dénaturation par le détergent  fourni t  

des  f ragments  ayant  subi divers degrés de  dégradation et migrant avec  des  

vitesses différentes. 

D'ailleurs, le plus souvent, les LPS d e  type S engendrent beaucoup plus de  

bandes. On pourrait donc penser que le LPS d e  R. meliloti est de  type R. Or, 



i l  se comporte comme Smooth lors de  l'épreuve à I'acriflavine ou au chlorure 

d e  sodium (KROPINSKI et CHADWICK, 1976). I l  est possible que ce LPS ait 

une s t ructure  di f férente  des LPS connus. 

D. - Analyse du LPS 

L e s  LPS natifs, débarrassés des protéines et des  acides nucléiques, sont  

soumis à une deuxième é t a p e  d e  purification par chromatographie d e  gel 

f i l t r a t i o n  sur  S é p h a d e x  G50. Deux p i c s  s o n t  o b t e n u s  (fig. 45). 

Figure  45 - Profil d'élution du LPS de  R. meliloti Ml l S  sur Séphadex 
(250. 

Chaque f ract ion a un volume de  3 ml. 



L'analyse, par chromatographie en  phase gazeuse, des  oses du pic 1 montre  la  

présence inat tendue d'acides sialiques et, en rapports molaires plus faibles 

(tab. 311, d e  glucose, galactose, glucosamine et KDO. L'analyse des acides 

gras  m e t  en  évidence les acides  palmitique, stéarique, arachidique et 

3-hydroxymyristique. Il semble donc que le  LPS soi t  localisé dans ce pic 1. 

Rapports molaires 
Fractions 

Glc Ga1 GlcN KDO A.S 3-OH-14:O 16:O 18:O 20:O 

P ic  1 d e  
Séphadex G50 1 E 0,3 0,57 4,96 1 0,74 0,36 0,33 

Pic  2 d e  
Séphadex G50 + E E E E 

Tableau 31 - Rapports molaires des  monosaccharides et des  acides g r a s  du 
LPS d e  R. meliloti M l l S  après  purification par  gel filtration. 

GlcN : glucosamine ; AS : acides sialiques ; 3-OH-14:O : acide  
3-hydroxymyristique ; 16:O : acide  palmitique ; 18:O : ac ide  
stéarique ; 20:O : ac ide  arachidique. 

Quant au pic 2, i l  est composé uniquement de  glucose provenant sans dou te  

d'exopolysaccharides ex t ra i t s  en même temps que les LPS, c o m m e  l 'ont aussi 

consta té  d 'aut res  au teurs  (WOLPERT et ALBERSHEIM, 1976 ; CARLSON, 

1984). 

L e  fa i t  remarquable concerne la détect ion d'acides sialiques, t r è s  inhabituels 

dans les LPS. Aussi, nous avons vérif ié qu'ils appartiennent ef fect ivement  à la 

molécule lipopolysaccharidique. Pour celà, le produit du pic 1 d e  Séphadex 

G50 a été soumis à une nouvelle purification en  utilisant une colonne 

anionique d e  chromatographie liquide à haute performance.  Si les LPS 

contiennent bien les acides sialiques, i ls  seront retenus par les charges  

négatives d e  ces  derniers. Deux pics apparaissent après élution (fig. 46). 



La détermination des  rapports molaires montre que la to ta l i t é  des  acides 

sialiques, du KDO, des au t res  oses et acides g ras  est localisée dans le  

deuxième pic, conf i rmant  qu'ils consti tuent le  LPS d e  R. meliloti M l l S  (tab. 

32). 

L e  premier pic d'élution contient  exclusivement du glucose. Il s 'agi t  sans 

doute  d'un polymère de  même poids moléculaire que le LPS, coélué par  gel 

f i l trat ion mais séparé,  g râce  à la  différence d e  charges électriques, sur 

colonne anionique. 

On remarque donc la  présence, dans nos LPS, d'une par t  de  consti tuants 

habituels tels  que glucose, galactose,  glucosamine et KDO et, d 'autre par t ,  la  

présence, r a re  chez  les Procaryotes, d 'acides sialiques, en  quant i té  impor tan te  

(rapport molaire éga l  à 4,96 par rapport au glucose). Peu connus dans les  LPS 

bactériens, les ac ides  sialiques ne sont mis en évidence que dans t r ès  peu de  

cas : les  antigènes O d e  Salmonella t o u u a  (KEDZIERSKA, 1978) et d e  Hafnia 

alvei (GAMIAN et ROMANOWSKA, 1988 ,  des souches du genre  Rhodobacter 

(WECKESSER et al., 1972 ; KRAUSS et al. 1988) contiennent d e  l 'acide 

N - a c é t y l n e u r a m i n i q u e  t a n d i s  qu 'un a n a l o g u e  d ' a c i d e  s i a l ique ,  l ' a c i d e  

pseudaminique, a été identif ié chez  des  sérotypes de  Pseudomonas aeruginosa 

et Shigella boydü type 7 (KNIREL et al., 1984). Nous n'avons pas décelé 

I'heptose alors qu'il est habituellement f réquent  dans les LPS. Mais, cette 

a b s e n c e  a auss i  été c o n s t a t é e  c h e z  d ' a u t r e s  s o u c h e s  d e  Rhizobium 

(ZEVENHUISEN et al. ,  1980). Enf in ,  on  t r o u v e  r e l a t i v e m e n t  peu 

d'hexosamines. L A  encore,  ZEVENHUISEN et al. (1980) ont f a i t  l a  même 

- observation. C e s  auteurs  suggèrent qu'il s 'agi t  d'un argument montrant q u e  le 

lipide A de  Rhizobium doit avoir un squele t te  différent de  celui des 

Enterobacteriaceae.  Pour tant ,  URBANIK-SYPNIEWSKA .et al. (1989) ont 

proposé une organisation du lipide A de  R. meliloti 10406 t rès  proche du 

modèle classique (fig. 11, p. 45). 

Pour ce qui concerne le lipide A de  notre  souche MIIS, sa  composition 

comporte  aussi des  originalités. Ainsi, on y trouve d e  l 'acide arachidique 

ra rement  signalé dans  les LPS. Nous avons également remarqué l a  faiblesse de 

l a  teneur 'en acides  gras (2 %) alors qu'elle est de  15 à 20 % c h e z  R. 

leguminosarum et d e  14 à 17 % c h e z  R. leguminosarum bv. phaseoli 

(ZEVENHUISEN et al., 1980). C e  faible pourcentage n'a pas été amél ioré  d e  



m i n u  t e s  

Figure  46 - C h r o m a t o g r a p h i e  l iqu ide  h a u t e  p e r f o r m a n c e  du L P S  d e  
R. meli lot i  M l l S  s u r  u n e  c o l o n n e  d ' é c h a n g e  d ' ions .  

Rappor ts  molaires 
Fract ions  

Glc  Ga1 GlcN KDO A.S 3-OH-14:O 16:O 18:O 20:O 

P i c  1 HPLC + - - - - - - - - 
P i c  2 HPLC 1 0,22 0,50 0,81 7,69 

Tableau 32 - Rapports  molaires des monosaccharides et d e s  acides gras  
contenus  dans l e s  pics obtenus par CLHP sur colonne anionique. 



façon significative après une t en ta t ive  d e  libération des acides g r a s  par 

saponification. Cer tes ,  on peut penser à une dégradation part iel le du lipide, 

provoquant la  libération d'acides à longues chaînes et l'élimination d'une 

part ie des  acides B-hydroxylés dans la phase phénolique (OKUDA et al., 

1975). 

Il e s t  possible également  que les acidesagras  soient ici  d 'extraction difficile, 

ce qui suggère encore  une s t ructure  part iculière du LPS. 

A cet égard,  la  présence exceptionnelle des  acides sialiques nous a a m e n é  à 
étudier Leur nature  et leur localisation. 

Les LPS contenus dans le deuxième pic de  CLHP (fig. 46) o n t  été soumis à 
une hydrolyse acét ique douce l imitant  la p e r t e  des groupements O-acétylés 

(VARKI et DIAZ, 1984). 

L'hydrolysat lyophilisé est triméthylsilylé et les es te r s  formés sont analysés 

par chromatographie en phase gazeuse suivie d e  spectrométr ie  d e  masse (SM). 

Deux composés sont obtenus (fig. 47a) dont les spectres  fournis par 

l'ionisation chimique (IC) et l ' impact  électronique (IE) sont comparés aux 

résul ta ts  décr i ts  par REUTER et SCHAUER (1986). 

Le  composé 1 e s t  identif ié à l 'acide N-acétylneuraminique a v e c  les f ragments  

ca rac té r i sés  par le rapport masselcharge (m/e) d e  726, 624, 205 et 173 pour 

l a  SM-IE (fig. 47b) et les ions à m/e 742, 652 et 562 pour la  SM-IC (fig. 47b'). 

Le  spectre  en SM-IE du composé 2 montre les  ions à m/e 693, 594, 175 et 173 

(fig. 47c) alors que l a  SM-IC donne des  ions à m/e 712, 622 et 532 (fig. 47c'). . 
On peut déduire que le  composé 2 est l 'acide N-acétyl-9-0-acétylneuraminique. 

Dans le but de  localiser les acides sialiques dans l a  molécule d e  LPS, nous 

avons e f f e c t u é  une digestion enzymatique. En raison d e  leur grande quan t i t é  

dans les LPS de  R. meliloti MllS ,  on peut penser que les acides sialiques 

const i tuent  la  to ta l i té  ou au moins l a  majeure part ie d e  la chaîne latérale.  Si 

c 'es t  le  cas, se  trouvant en  position terminale,  ils peuvent ê t r e  l ibérés par 

une exoenzyme spécifique. 



m "II  7 2 4 9  

Figure  47 - Analyse par CPG-SM des  acides sialiques des  LPS d e  R. 
meliloti M 1 1 S. 

a : C P G  des dérivés triméthylsilylés ; b : SM/IE du composé 1 ; 
b' : SM/IC du composé 1 ; c : SM/IE du composé 2 ; cl : 
SM/IC du composé 2. 



Nous avons fa i t  agir l a  neuraminidase d e  Clostridium perfringens durant  une 

assez longue période (72 hl, ca r  les sialoconjugués bactériens sont réputés  

stables et peu sensibles à l 'hydrolyse enzymatique. Pour obtenir les quant i tés  

d'acides sialiques libérés, nous avons dosé les  acides sialiques libres to taux 

après  24 et 72 h d e  réaction. C e s  valeurs ont été corrigées des quant i tés  

d'acides sialiques spontanément hydrolysés dans le tampon acétate pH 5 à 
37OC. Nous observons effect ivement  une libération progressive d'acides 

sialiques (tab. 33). 

Temps d' hydrolyse Acides sialiques libérés 
(en pg à partir  de  0,5 mg de LPS) 

Tableau 33 - Libération d'acides sialiques par action de l a  neuraminidase 
sur les LPS d e  R. meiiloti M 11s. 

L'élimination des acides  sialiques a été confirmée par l'analyse des produits 

d'hydrolyse. Les  LPS digérés par l 'enzyme ont  d'abord été fractionnés sur  la 

même colonne de Séphadex G50 qui nous a servi à la  purification des  LPS 

bruts  mais, é t a n t  donné l a  faible quant i té  d e  produit dont nous disposons, le 

repérage des  fractions a été e f f e c t u é  par l'absorbance U V  à 206 nm et non 

par le dosage calorimétrique des oses totaux. 

Deux pics sont  obtenus (fig. 48). Remarquons que le  premier pic es t  é lu6  un 

peu plus rapidement q u e  les LPS nat i fs  (fig. 45, p. 178). S'il s 'agit  des  LPS 

dégradés par la  neuraminidase, i l  est concevable que I'éli mination des acides  

sialiques a i t  engendré une hydrophobicité d e  la molécule, due au lipide A, et 

perturbé l a  migration du  produit. 

L a  comparaison des chromatogrammes obtenus par CPG du pic 1 et du LPS 

n a t i f  m o n t r e  bien q u e  l e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  o n t  d i s p a r u s  (fig. 49). 

L e  second pic contient  des monosaccharides. 



L'ensemble de  ces résultats  nous amène à conclure que l 'élément marquant d e  

la  composition des LPS d e  R. meliloti MllS est la présence d'acides sialiques 

e n  positions terminales, sans doute consti tutifs  d e  la  chaîne latérale.  

- 
Nous avons utilisé ces connaissances pour étudier le  site récepteur  du phage 

NM8.M IlS. 
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Figure  48 - Profil  d'élution des  LPS d e  Ml lS  digérés par l a  neuraminidase. 

Détect ion e n  spectrophotométrie UV des  liaisons osamines à 
206 nm. 
L e s  protéines, dé tec tées  par absorbante UV à 280 nm son t  en 
faibles quant i tés  et ne c réen t  pas  d'interférences. 



Figure 49 - Chromatographie en phase gazeuse des LPS d e  R. meiiloti 
MllS avant  (A) et après (B) action de la neuraminidase. 

A.S. : acides sialiques. 



E. - Etude du s i te  récepteur du phage NM8.MllS 

L'adsorpt ion du phage  NM8 a été mesurée  sur  l e s  f r ac t ions  d e  l 'hydrolysat  

pa r t i e l  du LPS, c 'est-à-dire l e  lipide A et l a  f r ac t ion  surnageante  osidique 

(chaîne l a t é ra l e  et noyau) (tab. 34). 

F r a c t i o n s  
5 mg/ml  

% d'adsorpt ion d e  
O NM8 

LPS 
(témoin) 

Lipide A 4 

F r a c t i o n  su rnagean te  5 O 
("tore" + "side-c hain") 

Tableau  34 - Pourcen tages  d 'adsorpt ion d e  O NM8 sur  l e s  LPS et su r  les  
f r ac t ions  d e  I 'hydrolysat pa r t i e l  du LPS d e  R. meliloti MlIS.  

L 'adsorpt ion est p r a t i q u e m e n t  i nex i s t an te  sur  l e  lipide A a lors  qu 'el le  a t t e i n t  

50 % sur  l e  polysaccharide.  C e t t e  valeur  semble  fa ib le  e n  regard  d 'une  

adsorpt ion  maximale  sur  l e s  LPS nat ifs ,  ma i s  i l  est concevable  qu 'une p a r t i e  

d e s  r écep teu r s  p r é s e n t s  dans  l 'échanti l lon a i t  été dégradée  au  c o u r s  d e  

l 'hydrolyse. Les  s i t e s  d 'adsorpt ion du phage  NM8 se t rouvera ient  d o n c  au  

niveau d e  l a  copule polysaccharidique du LPS. Celle-ci é t a n t  r iche  e n  a c i d e s  

sialiques, nous avons é m i s  l 'hypothèse qu'ils pouvaient  avoir un rôle i m p o r t a n t  

d a n s  l 'adsorpt ion phagique. 

L ' é tude  a été abordée  d e  d i f f é ren te s  manières. 

Dans  un premier  t emps ,  nous avons  c o m p a r é  l a  composit ion des  L P S  d e s  

souches  MZS, M3S, M9S d e  R. meliloti connues  pour leur  rés i s tance  a u  phage  

N M 8 . M I l S ,  p a r  d é f a u t  d ' a d s o r p t i o n ,  et d e  l a  s o u c h e  P 1 5 S  d e  R. 

leguminosarum bv. phaseoli sur  laquelle  l e  bac tér iophage  peu t  s 'adsorber  mais  

n e  peu t  pas  développer son c y c l e  lytique. 



On remarque que l a  différence significative dans la  composition en  

monosaccharides est la présence d 'acides sialiques dans les LPS accep tan t  

l 'accrochage du phage tandis qu'ils sont absents dans les LPS des souches 

rés is tantes  (tab. 35). 

Monosaccharides 
Adsorption du 

phage NM8.MllS 
LPS Ga1 Glc GlcN KDO ANAN 

R. meliloti 

M 2s  1,04 1 0,63 0,40 O O 
M 3 s  E 1 0,54 0,62 O O 
M 9 s  0,98 1 0,74 0,80 O O 

M l l S  E 1 0,30 0,57 4,96 - 1 O0 

R. leguminosarum 
bv. phaseoli 

Tableau 35 - Adsorption du phage NM8.MllS e n  relation a v e c  les rappor ts  
molaires des  monosaccharides de  divers LPS d e  Rhizobium. 

Remarque : Nous n'avons comparé  que les monosaccharides propres à 
R. meliloti. Les LPS de  R. leguminosarum bv. phaseoli 
contiennent également  d 'aut res  oses. 

Dans un deuxième temps, .nous avons utilisé des lectines capables de se lier 

avec  une haute spécifici té aux sucres présents dans les  LPS, sans  les modifier 

mais en neutralisant leur activité. Les  cellules de  R. meliloti M l  1s  sont mises 

e n  présence des agglutinines du glucose, du galactose et de  l 'acide 

N-acétylneuraminique puis nous mesurons l'inhibition d e  l'adsorption du phage 

NM8.MllS. Il s 'avère que la fixation des lectines sur le glucose (ConA) et le 

galactose (SBA et RCA) est sans e f f e t  notable tandis que l'agglutinine LPA 

spécifique d e  l 'acide N-acétylneuraminique inhibe fo r tement  I'adsorption 

phagique (fig. 50). 



Toutefois, nous ne disposons pas d e  lectines af f ines  au KDO et à l a  

glucosamine. Aussi, a f in  d e  pouvoir examiner l e  rôle d e  ces sucres  dans 

l 'adsorption, nous avons cherché à sa tu re r  l e  site récepteur  utilisé sur  l e  

phage à l 'aide des oses const i tu t i fs  du LPS. Nous avons aussi employé d e s  oses 

apparentés,  soit en t a n t  que  témoin négatif (mannose), soit  pour la présence 

d e  groupements acé ty lés  (N-acétylglucosamine). 

L e s  résul ta ts  du tableau 36 indiquent que l 'acide N-acétylneuraminique 

con t ra r i e  f o r t e m e n t  l 'adsorption du phage NM8.MllS. L e  KDO, l a  glucosamine 

et l a  N-acétylglucosamine possèdent éga lement  un pouvoir non négligeable. On 

p e u t  penser que l e s  deux premiers sont  inclus dans le site récep teur  et 

in teragissent  avec  l e  site phagique complémentai re  ; i ls  sera ient  alors 

vraisemblablement proches des  acides sialiques dans l ' a rchi tec ture  du LPS. II 

est également  possible qu'ils agissent  g r â c e  à des  similitudes d e  configuration 

moléculaire. Quant  à l 'inhibition de  l 'adsorption par l a  N-acétylglucosamine, 

e l l e  indique c la i rement  que l a  présence des  radicaux acétylés  dans l e  site 

récep teur  est absolument indispensable. 

Il apparaît  donc que l e s  acides sialiques d e s  LPS d e  R. meliloti M l l S  assurent  

l 'adsorption du phage N M8, e n  part iculier  g râce  à leurs groupements acétylés.  

D 'aut res  souches d e  cette espèce  bactérienne,  n e  possédant pas  d e  

sialoconjugués mais é t a n t  néanmoins sensibles à leurs phages homologues, 

doivent donc leur proposer d 'aut res  récepteurs.  On peut  envisager qu'il s 'agi t  

d e  ra-dicaux acétylés  pouvant substi tuer d 'aut res  oses que les acides sialiques. 

L a  composition du LPS d e  R. meiiloti Ml lS appelle d 'aut res  remarques.  La 

s t r u c t u r e  présente  d e s  similitudes avec  les  LPS d e  R. meiiloti décr i t s  par 
d ' au t res  auteurs. Ainsi, les électrophorégrammes e n  gel  de  polyacrylamide 

son t  beaucoup plus simples que  ceux des  LPS d e  type S des  Entérobactéries.  

Ils comportent  seulement  deux bandes. De plus, l 'heptose est absent et l a  

t eneur  en acides  gras du lipide A est anormalement  faible. 

C o m m e  nous l'avons déjà  précisé, il semble que ces LPS o n t  une organisation 

d i f fé ren te  d e s  LPS l e s  mieux connus plutôt  qu'une s t ruc tu re  de  type  R' 
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Figure  50 - Effe t  d e s  lectines sur I'adsorption du phage NM8.MllS sur 
R. meliloti M 1 1s. 

Sucres  % d'inhibition d e  
l'adsorption d e  

Q NM8 

Glucose 10 

Galactose  

AN AN 

K DO 

Glucosamine 30 

Mannose (témoin n&gatif) 2 

Tableau 36 - Inhibition d e  I'adsorption du phage @ NM8 sur R. meliloti 
M 11s par les  sucres consti tutifs  du LPS. 



P a r  contre,  l a  présence des acides N-acétylneuraminique et N-acétyl-9-O-acétyl 

neuraminique est tout  à f a i t  remarquable, e n  raison d e  son ca rac tè re  insolite. 

Toutefois, i l  est possible que les acides sialiques a ient  été ignorés dans 

d 'aut res  LPS. En e f fe t ,  le  dosage calorimétrique du KDO fournit  parfois des 

valeurs élevées. Or, les acides sialiques réagissent également  avec  l 'acide 

thiobarbiturique utilisé dans la méthode. C e t t e  in terférence n 'es t  pas 

soupçonnée puisque les acides sialiques sont considérés comme inexistants 

chez  les Procaryotes.  

Ainsi, URBANIK-SY PNIE WSKA et ai. (1 989) n'excluent pas la présence 

d 'acides sialiques dans les LPS d e  R. meliloti 10406, et la découverte d'ANAN 

dans les LPS d e  Carnpylobacter jejuni (MORAN et al., 1991) et la  membrane 

e x t e r n e  d'Actinobacillus pleuropneumoniae (STEFFENS et al., 1990) nous 

confor te  dans l'opinion que l'utilisation d e  techniques f ines  d'analyse 

pe rmet t ra  l a  mise e n  évidence d 'acides sialiques dans d 'aut res  LPS. 



C O N C L U S I O N  



Les  bactériophages de R. meliloti que nous avons é tudiés  ne présentent pas  de  

propriétés part iculières et s ' intègrent parfa i tement  dans l a  nomenclature 

générale d e s  virus bactériens. On notera  cependant qu'ils s 'adsorbent 

rapidement sur leurs hôtes  où i l s  trouvent nécessairement des  récepteurs  

aisément accessibles. P a r  ailleurs, si l e  cycle  lytique est banal, la  

multiplication des phages peut se heurter  à une f o r t e  restr ict ion exercée  par 

des  endonucléases bactériennes. Mais nous avons déjà signalé qu'en raison d e  

l ' importante compéti t ion que se l ivrent les microorganismes telluriques, des  

bactér ies  te l les  que Rhizobium doivent posséder des capaci tés  d e  survie et de 

p r é s e r v a t i o n  du p a t r i m o i n e  g é n é t i q u e .  L ' e x p l o i t a t i o n  d e s  c o n n a i s s a n c e s  

acquises sur la  Biologie du développement des Rhizobiophages nous semble  

in téressante  dans deux domaines. D'une part ,  e n  Agriculture, on pourrait  

étudier l 'utilisation des phages afin de  réduire sensiblement une population de  

Rhizobium dans le sol avan t  d'introduire une au t re  souche plus efficiente,  au 

profil de  restriction-modification adéquat, et de  favoriser ainsi l ' implantation 

d e s  b a c t é r i e s  i n o c u l é e s .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  p h a g e s  t e m p é r é s  s o n t  

potentiel lement utilisables en Génie Génétique des Rhizobiaceae. Mais, i l  e s t  

d'abord impératif  d'approfondir l 'étude d e  leur génome. En particulier, on 

pourrait déterminer les portions non indispensable; à l a  fonction virale, donc 

remplaçables par un ADN étranger,  pour construire des  vecteurs  de clonage. 

De  plus, une meilleure connaissance d e  la régulation d e  la lysogénisation est 

nécessaire. 

Mais, dans ce travail,  nous avons envisagé l e  rôle des polysaccharides 

pariétaux dans la relat ion phage-bactérie. 

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

exopolysaccharides, dans le milieu de  culture,  protège les bactéries,  i n  vitro,  

con t re  l ' infection virale g râce  à un simple phénomène mécanique empêchant  

l e s  phages d 'at teindre l a  surface bactérienne. Mais peut-il en ê t r e  de  m ê m e  

dans  le sol où les conditions nutritives ne pe rmet ten t  sans doute pas une 

synthèse d'EPS suffisante pour aboutir à un même résul ta t  ? 

Souvent, les phages qui parasitent  des bactér ies  sécré t r ices  de polysaccharides 

possèdent une dépolymérase dont le fonctionnement exige la présence d 'acides 



uroniques dans le glycanne et fournit  les unités de  répéti t ion du polymère. Les 

Rhizobiophages ne  sont pas tous capables d'agir sur les EPS d e  Rhizobium. 

Dans le  cas où nous l'avons observée, cette act iv i té  engendre une diminution 

d e  la  viscosité d e  la  solution polysaccharidique. Toutefois, nous n'avons pas 

obtenu d e  produits de  dépolymérisation permet tan t  d e  préciser le type  de  

coupure dans la  macromol~cu le .  

S'agit-il d'une act iv i té  t rop faible pour ê t r e  d é t e c t é e  dans nos conditions 

expérimentales ou d'un au t re  type de dépolymérase que celui habituellement 

décr i t  ? Nous essayons d e  répondre à cette question. 

P a r  ailleurs, nous avons constaté,  chez l e  phage CM1, la  présence originale 

d'une succinylestérase dont la  signification biologique ne  semble pas évidente. 

Cer tes ,  l'élimination des radicaux succinyles d e  I'EPS e s t  théoriquement 

susceptible, à e l l e  seule, d'abaisser la  viscosité du polymère. L'approche du 

phage vers la  bactér ie  est-elle ainsi facil i tée ? De plus, on connaît  

l ' importance du succinoglycanne dans la  phase d'établissement de  la symbiose 

et des  acides dicarboxyliques comme s8urce d'énergie privilégiée pour les 

bactéroïdes. 

L a  m i s e  e n  é v i d e n c e  d ' u n e  r e l a t i o n  e n t r e  ces p h é n o m è n e s  e t  l a  

désuccinylation d e  I'EPS apparaî t  difficile. 

P a r  contre,  l ' interaction phage-lipopolysaccharide e s t  plus c la i re  et nous avons 

rapidement montré  que les LPS contiennent les si tes récepteurs  du phage. P a r  

a i l l e u r s ,  l e  fait r e m a r q u a b l e  e s t  l a  p r é s e n c e  d e s  a c i d e s  N - a c é t y l -  

neuraminique et N-acétyl-9-O-neuraminique dans ces LPS. 

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

essentiel lement au règne animal. Ils en t ren t  en particulier dans la composition 

des  gangliosides du cor tex cérébral  mais aussi dans les membranes de  

nombreux types cellulaires où, grâce  à leurs charges négatives, i l s  ont 

d ' i m p o r t a n t e s  f o n c t i o n s  d e  r é c e p t e u r s  d e  tox ines ,  d ' h o r m o n e s ,  d e  

m i c r o o r g a n i s m e s ,  d e  virus.  I ls  p e u v e n t  auss i  m a s q u e r  d ' a u t r e s  sites 



immunologiques. Leur rôle dans des processus pathologiques, notamment  

cancéreux, a t t i r e  également  l 'attention. 

Chez les  Procaryotes,  les acides sialiques sont  occasionnels. Ils sont pour tant  

des composants importants  de  polysaccharides associés à l a  virulence de 

cer ta ines  bactéries pathogènes pour l 'Homme : capsules d e  Neisseria 

meningitidis groupe B et d'El coii K 1 1, antigènes spécifiques d e  Streptococcus  

groupe B, antigènes O des  lipopolysaccharides de  quelques ~ n t é r o b a c t é r i e s  et 

d e  P. aeruginosa. Leur rale dans le  pouvoir pathogène est indiscutable c a r  ils 

sont d'abord capables d'inhiber la voie a l t e rne  d'activation du complément et 

ensuite, é t a n t  donné qu'ils sont ubiquitaires dans les tissus humains, i ls  

procurent aux antigènes bactériens un puissant minétisme moléculaire qui leur 

permet  d'échapper au sys tème immunitaire d e  l'hôte. L'un des polysaccharides 

capsulaires qui possèdent ces fonctions est l'homopolymère d'acides sialiques 

commun à N. meningitidis B et E. coii K11. Ils possèdent les mêmes  

oligomères d'acides sialiques que les glycopeptides rencontrés dans l e  tissu 

cérébral  foeta l  et d 'autres  cellules de l 'Homme et des Animaux FINNE,  

1985). F a c e  à une infection par c e s  bactéries, la réponse immuni ta i re  de  

l 'organisme est faible. ~ v i d e m h e n t ,  ce pouvoir pathogène n e  se re t rouve 

aucunement chez Rhizobium dont  l ' innocuité semble parfa i te  pour un 

organisme animal sain même si cer ta ins  LPS isolés ont révélé un pouvoir 

toxique expérimental  chez  la Souris. 

Outre  ces sialoconjugués synthétisés par des bactér ies  en t re tenan t  des 

relations de  parasit isme avec  un hôte possédant lui-même des acides sialiques, 

et à l 'exception de  quelques Protozoaires, on ne trouve pas d'acides sialiques 

chez les Protistes,  les Champignons et les Plantes. Il é t a i t  donc postulé que 

les acides sialiques é ta ien t  apparus assez tardivement au cours d e  l'évolution, 

e n  même temps que les premiers Animaux connus possesseurs d 'acides 

sialiques, c'est-à-dire les Echinodermes d e  I'Ere Pr imaire  (CORFIELD et 

SCHAUER, 1982). L a  capacité,  pour cer ta ines  bactéries pathogènes, de 

s y n t h é t i s e r  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  é t a n t  une  a c q u i s i t i o n  u l t é r i eure . .  

Mais e n  1988, KRAUSS et al. d é t e c t e n t  l 'acide N-acétylneuraminique dans  le 

"core" des  LPS d e  bactér ies  photosynthétiques non sulfureuses du genre 



Rhodobacter. Puis nous l'avons découvert  chez Rhizobium. Or ces deux 

germes appartiennent au même sous-groupe a 3 d e s  bactéries pourpres et 

espèces  associées en fonction des analogies d e  séquence des ARN ribosomaux 

1 6 s  (WOESE et al., 1984). C o m m e  l e s  b a c t é r i e s  p o u r p r e s  s o n t  

vraisemblablement apparues t r ès  t ô t  dans l'évolution (STANIER et al., 1976), 

et qu'il en est ce r ta inement  de  même pour Rhizobium, il apparaî t  que  les 

acides  sialiques sont sans doute plus anciens qu'on ne  le pensait auparavant. 

L a  découverte d'acides sialiques dans d 'aut res  espèces bactériennes donnerait 

lieu à des considérations phylogéniques intéressantes. Comme l 'élucidation de  

l 'architecture des  LPS d e  Rhizobium et de  Rhodobacter pourrait apporter des . 
informations sur l'évolution de  ces  structures. 

P a r  ailleurs, c e l à  nous pe rmet t ra i t  de  préciser le s i te  d'ancrage du phage sur 

l a  bactérie. A ce sujet ,  i l  f au t  remarquer que  dans notre  modèle 

expérimental, les groupes acétyles des  acides sialiques bactériens sont 

vraisemblablement les récepteurs  moléculaires du phage, comme les radicaux 

O-acétyles des sialoconjugués humains f ixent le virus d e  l ' influenza C ou le 

cytomegalovirus. Il semble que la reconnaissance et l'association e n t r e  des 

e n t i t é s  d i f f é r e n t e s  S o i e n t  d e s  r ô l e s  uni v e r s e l s  d e s  a c i d e s  si a l i  ques: 
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A N N E X E  I I  

IDENTIFICATION PRESOMPTIVE RAPIDE DE 

RHIZOBIUM MELILOTI PAR MICROGALERIES API 



1. - PRINCIPE 

Les microméthodes API (Appareils et ~ r o c é d é s  d'Identification) utilisent le 

principe de  I'identification numérique des bactéries. 

Les galeries comportent  généralement  vingt microtubes contenant  des milieux 

ou des  substrats  déshydratés, combinant huit tests conventionnels (ex. : urée, 

nitrates,  gélatinase, etc ... ) et douze t es t s  d'assimilation métabolique (ex. : 

maltose, arabinose, caprate ,  etc...). 
da 

Les microtubes sont  ensemencés, selon les prescriptions du fabricant,  à l 'aide 

d'une suspension bactérienne qui reconsti tue les milieux. Les  réact ions  

produites durant l a  période d'incubation se traduisent par la  présence ou 

l 'absence de culture,  par le  virage d'un indicateur coloré, ou sont  révélées par 

des réactifs .  

Les tests sont regroupés par trois. On donne la  valeur O aux tests négat i fs  et 

on a t t r ibue  pour les  réactions positives : l a  valeur 1 au premier test de 

chaque groupe, l a  valeur 2 au deuxième, la  valeur 4 au troisième. En 

additionnant les valeurs positives pour chaque groupe, on obtient  un ch i f f re  de 

O à 7 ca rac té r i san t  une ' t r iade  d e  caractères.  Pour une vingtaine de tests, les 

résul ta ts  se traduisent par un nombre d e  7 chiffres. Un décodeur ou une 

banque d e  données informatisée traduit  ce profil numérique e n  précisant  le 

genre et l 'espèce d e  la bactér ie  étudiée,  avec  un pourcentage de  cert i tude.  

Nous avons donc appliqué ce concept à l ' identification présomptive rapide de 

Rhizobium meliloti, à l 'aide de  deux microgaleries : 

- la galerie API 20 N E  destinée à l ' identification des bacilles à Gram 

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

- la galer ie  API 20 B utilisée pour les bactér ies  hétérotrophes de  I'environ- 

nement. 



II. - REALSATION PRATIQUE 

Vingt et une souches de  la famille des  Rhizobiaceae ont  été utilisées (tab. 1). 

Chacune d'elles est cult ivée dans du milieu R C  fructosé  à 1 p l 0 0  e n  agitat ion 

à 30°C puis isolée à la  surface de  milieux RCG fructosé  et incubés à 30°C 

jusqu'à obtention de  colonies suffisamment développées. Après 72 h, on 

cons ta te  une abondante production de  mucus. 

A p a r t i r  d e  ces c lônes ,  on r é a l i s e  l e s  m a n i p u l a t i o n s  s u i v a n t e s  : 

- coloration de  GRAM, 

- examen à l ' é t a t  f ra is  en  microscopie optique pour vérifier la mobilité, 

- recherche d e  l'oxydase par l a  méthode des  disques (DIAGNOSTICS 

PASTEUR), 

- recherche d e  la ca ta lase  par l'observation d'un dégagement d e  bulles 

d'oxygène lorsqu'une pe t i t e  quant i té  d e  masse bactérienne est immergée  

dans  l 'eau oxygénée à 10 volumes, 

- ensemencement  des  galeries par un inoculum plus dense que celui préconisé 

par le  fabricant : 

. suspension d 'opacité égale à 1 d e  l 'échelle de  MacFARLAND pour 

API 20 NE, 

. suspension d 'opacité 2 à 3 d e  l 'échelle de  MacFARLAND pour API 20 B. 

Ceci  permet  une l ec tu re  des  microgaleries après une incubation d e  48 h à 
30°C. 



SOUCHES ORIGINE 

bv. viceae L17 
bv. trifoiii T8 
bv. phaseoii P 6  

MI1S U.S.T.L.F .A. 
M13S 
M 14s 
M 18s 
M 19s 
M5N 1 
M 12s R.I.O. 
2001 R.C.R. 
2004 
2009 
2011 
Tu20 S.R.M.S. 
Ve26 
444 TRUCHET (Toulouse) 
E l 2  PULHER (Bielefeld, Allemagne) 
U45 C.S.I.R.A. 

Agrobacterium r hizogenes A4 

A. tumef aciens 

R.C.R. 
U.S.T.L.F .A. 
U.S.T.L.F .A. 

I.N.R.A. Versailles 

I.P.L. 

Tableau 1 - Origine des souches utilisées. 

U.S.T.L.F.A. : Université des Sciences et Techniques de Lille Flandres- 
Artois - Laboratoire d e  Microbiologie. 

R.I.O. : Research Institut Ontario. 

R.C.R. : R hothamsted Collection of Rhizobium. 

S.R.M.S. : Stat ion d e  Recherche d e  Microbiologie des  Sols, Dijon. 

C.S.I.R.A. : Commonwealth Scientif ic and Industrial Research Organi- 
sation, Canberra. 

I.N.R.A. : Insti tut  National de  Recherche Agronomique. 

I.P.L. : Insti tut  Pas teur  de  Lille. 



III. - RESULTATS - CONCLUSION 

A. - API 20 NE 

Nous donnons ci-dessous l'exemple de  la fiche d'identification d e  R. meliloti 

M 12s. 

- 

.z 

A .  RADIOBACTER 99.8 

L'ensemble des résultats  est consigné dans le  tableau 2. 

P o u r  17  d e s  22 souches ,  l e  p rof i l  n u m é r i q u e  o b t e n u  est c e l u i  d e  

Agrobacterium radiobacter avec  un pourcentage d e  cer t i tude t r è s  élevé. Or, 

on sa i t  que les Agrobacterium et les  Rhizobium à croissance rapide sont  

phylogéniquement proches et difficiles à différencier par  des c r i t è r e s  

biochimiques. 

Les  5 a u t r e s  souches on t  des  profils t r ès  voisins, ne  di f férant  des  au t res  que 

par l 'utilisation d e  sucres, la  présence d'une arginine déhydrogénase ou d'une 

gélatinase. Mais les  ca rac tè res  principaux sont identiques et n e  contredisent 

pas les  remarques  précédentes. 





B. - API 20 B 

Les fiches d'identification des galeries API 20 B f o n t  apparaî t re  des profils 

numériques à neuf chiffres, t e l  que celui d e  R. meLiloti M12S ci-dessous, 

rassemblés dans le tableau 3. 

api 20B 

GEL NIT ONPG SAC ARA MAN 1 PRtJ 4 L U  MAL AM0 AWA O A L  UNI 5011 GLY URL I N 0  M$ VP CIT OX 

- + + + + + + + + -  + + + + + + " "  

Les  trois premiers chif f res  (677) correspondent à neuf c a r a c t è r e s  identiques 

pour toutes  les souches sauf R. meliloti Tu20 et A. tumefaciens qui possèdent 

une gélatinase. 

Les  deux derniers chif f res  (50) définissent le genre : bacilles à Gram négatif ,  

non s p o r u l é s ,  non f e r m e n t a t i f s ,  mobi les ,  p o s s é d a n t  u n e  catalase. 

Les  qua t re  chiffres in termédiai res  représentent des  propriétés variables selon 

l es  souches (ci trate,  urée,  sorbitol) ou constantes  comme l 'utilisation du 

fructose,  glucose, mannose, l a  production d'indol ou l 'absence d'acétoïne. 

On obtient  donc un profil (677XXXX50) di f férent  d e  celui des au.tres bactér ies  

hétérotrophes aérobies rencontrées dans l'environnement (tab. 4) et qui 

ca rac té r i se  les Rhizobium. 



Tableau 3 - Résultats des galeries API 20 B. 



Tableau 4 - P r o f i l  n u m é r i q u e  d e s  b a c t é r i e s  h é t é r o t r o p h e s  a é r o b i e s  d e  
l 'environnement (galeries API 20 B). 

Kurihia 000000011 
O O O ~  211 

Arthrobacter 177 570 41 1 
263 O1 1 611 
457 510 41 1 

Acinetobacter 
457 770 611 
022 O00 21 2 

Micrococcus 000 000 213 

@ 
200 O00 31 3 

Bacillus 000001 615 
Streptococcus 017 410 023 

417 410 023 
457 770 023 

tnterobacteriaceae 243 41 2 030 
247 630 030 
647 651 030 
657 771 330 

Staphylococcus 017 000 133 
015 050 133 
117 040 133 
117 050 033 
1 17 050 133 
117 450 133 
51 7 050 133 

Bacillus 307 701 535 

En conciusion, l'utilisation des microgaleries API 20 'NE et API 20 B p e r m e t  

une identif ication présomptive rapide de  R. meliloti. Les résul ta ts  obtenus 

é t a n t  à rapprocher des  ca rac tè res  culturaux d e  l a  souche étudiée, l a  

microméthode s 'avère suffisante pour vérifier rapidement, lorsque c'est 

nécessaire, l ' identi té du clône utilisé. 

Pseudomonas inerte1 Alcaligenes O00 OcIl 650 
200 000 450 
200 O01 650 
300 O01 450 
600 001 750 

üaciiius 1 O0 O00 755 
500 O01 755 
557 170 755 

Enterobacteriaceae 203 012 170 
203 413 070 
207 416 070 
247 472 070 
247 474 070 
267 674 270 
647 674 270 
657 470 270 
657 670 370 
677 670 270 
677 674 270 

Vibrionaceae Vibrio 357 31 1 770 
Plesiomonas 677 513 770 

677 552 670 
Aeromonas 777 553 -770 

~ ~ ~ i l l ~ ~  107 101 775 
117 110 775 
147 050 575 
477 750 475 



ABREVIATIONS DES TESTS ET REACTIONS UTILISES 

DANS LES GALERIES API 20 NE ET API 20 B 

GEL 

NO2 ou NIT 

ONPG ou PNPG : 

TRP 

ADH 

URE 

ES C 

SAC 

ARA 

MAN 

F RU 

GLU 

MAL 

AMD 

RHA 

NAG 

GAL 

MNE 

SOR 

GLY 

GNT 

CAP 

AD1 

MLT 

PAC 

IN D 

2S 

gélatine. 

formation d e  nitrites. 

B -galactosidase. 

tryptophane désaminase. 

arginine déshydrogénase. 

uréase. 

esculine. 

sacc harose. 

arabinose. 

mannitol. 

fructose.  

glucose. 
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