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- Propos 



Depuis l a  montée ve r t i g ineuse  des coûts de l ' é n e r g i e  pendant l e s  

c i n q  dern iè res  années, l e  problème du p r i x  de r e v i e n t  des engrais,  en p a r t i -  

c u l i e r  des engrais  azotés, se pose avec une a c ü i t é  c ro issante .  En e f f e t ,  

l e  p r i n c i p e  du procédé commercial de ! a  f a b r i c a t i o n  de l'ammoniac n ' a  pas 

changé depuis sa mise en e x p l o i t a t i o n  en 1913 : i l  cons i s te  en' l a  combinai- 

son par  vo ie  chimique des deux gaz azote e t  hydrogène, à une pression e t  

à une -température élevées, en présence de f e r  comme cata lyseur .  O n  est ime 

que l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d 'énergie nécessaire pour l a  p roduct ion  mondiale 

de f e r t i l i s e u r s  ammoniaqués e s t  de l ' o r d r e  de deux m i l l i o n s  de b a r i l s  de 

p é t r o l e  par  j o u r  ( 8 2  1 .  

Ces engra is  sont actuel lement  t r è s  sa i - i s fa i san ts  pour le t i r  c o n t r i -  

b u t i o n  à l a  protéogenèse végétale, mais i l s  sont  malheureusement less iv6ç  

par  l es  eaux de p l u i e  après un c e r t a i n  temps e t  a t t e i g n e n t  des profondeurs 

où i l s  ne sont p l u s  accessib les par  les  p lan tes  e t  où i l s  r i squen t  de 

p o l l u e r  à long terme. 

Face à ce problème a g r i c o l e  e t  énergét ique important en p a r t i c u -  

l i e r  pour les  na t ions  du T i e r s  Monde, se pose l a  quest ion de I ' e x p l o l t a t i o n  

de sources d 'énergie nouvel l es  ç une seule a l  t e rna t - i ve  p a r a î t  u i - i  l  i ça- 

b l e  : l e  développement e t  l ' emplo i  i n t e n s i f  de l a  f i x a t i o n  b io log ique  de 

l ' a z o t e  atrnosptiér-ique, lequel e s t  pratiquement inépuisable.  La q u a n t i t é  

annue l le  d 'azote ass im i l é  par  c e t t e  vo ie  e s t  actuel le inent  4vâluée à 

150-175 m i l l i o n s  de tonnes. 

Dans l a  nature, l a  f i x a t i o n  de l ' azo te  e s t  un p r i v i l è g e  absolu 

des procaryotes : a  l  gues b l eues-vertes (A~abesna azo  l lm, Nostoc vuscoruq. . l  -- ------ -- -. -- 



ORGAN 1 SME OU SYSTEME AZOTE FIXE EN KG 1 
PAR HECTARE ET PAR ANNEE 1 

Légumi neuses I I 
G l y c i n e  (Rhizobium - japonicum) 

Lupinuç (Rhizobium l u p i n i )  

Medicaao (Rhizobium m e l i l o t i )  I 128 -600 

T r i f o l i u m  (Rhizobium t r i f o l i i )  

V i gna ( Rh i zob i um du "cowpea 
group") 

P lan tes  nodulées a u t r e s  que 

Légum i neuses 

Alnus (F rank ia  a l n i )  l 40 - 300 

Ceanothus (F rank ia  ceanoth i I 
C o r i a r i a  ( F r a n k i a  c o r i a r i a e )  

Hippophae. (F rank ia  e l aeagn i )  

Assoc ia t i ons  p l a n t e s  - a lgues I I 
A z o l l a s  (Anabeana azo l  lae )  I 
Gunnera ( ~ o ç t o c  mscorum) I 
L i  chens 

- .--A- 3-----i 
Microorganismes r é d u i s a n t  I 1 a z o t $  

2 1 ' é t a t  l i b re  

Algues b 1 eues-ver-tes 

TABLEAU 1 : Es t ima t i on  des rendements de l a  f i x a T i o n  b i c i o y i c u e  de I 'azoi-e,  
d 'après  EVAYS e t  BARBE2 ( 34 1 ; e r i t r e  parenthhéses, les  m i c r c o r g a ~ i s -  
mes asçoc iéç aux p l a n t e s  supér ieures .  



e t  un nombre r e s t r e i n t  d'espèces bactér iennes. Certaines de ces dern ières  

l e  f o n t  à l ' é t a t  l i b r e  : Azotobacter v i n e l a n d i i ,  C l o s t r i  d i  urn pasteurianum, 

Klebsi e l  - l a  pneumon i ae, Rhodosp i r i  l 1 um rubrum ; une, Ci t robac i -er  f reun- 

d i i , e s t  associée à un insec te  , l e  t e r m i t e  ; d'autres l e  sont avec des végé- - 

taux supér ieurs : parmi ce l l es -c i ,  l e s  p l u s  importantes sont  les Rhizobium 

qu i  en t ren t  en symbiose avec les p lan tes  de l a  f a m i l l e  des Légumineuses, 

ceci  é t a n t  coricrét i çé par  I ' a p p a r i t i o n  de. nodules sur  l e s  rac ines  ; ces 

r e i a t i o n s  o n t  é té  t r è s  étudiées depuis deux décennies. I I  e s t  à n o t e r  que 

des p lan tes  autres quv les Légumineuses peuvent ê t r e  associ&es.à des bactér ies  

du genre Frankia (exemple : symbiose Frankia - a l n i  - Alnus, coriduisant à 

l a  format ion de nodules r a c i n a i r e s )  ou S p i r i l l u m  lipoferum, qui  se developpe 

à l a  sur face des rac ines  de D i g i t a r i a .  

L '  importance de l a  symbiose Rh i zob i um-Légumi rieuse esl- p r  i morti i a  l t? --- 
pour l ' a v e n i r  de I 1 a g r i c u l t u r e  mondiale : e l l e  e s t  considérée cornme étant. 

responsable de la  m o i t i é  de l ' a z o t e  f i x é  par  vo ie  b io logique,  s o i t  à peu 

près 80 m i l l i o n s  de tonnes par  an, cec i  cornpte-tenu de sa r é p a r t i t i o n  géogra- 

phique. Le r e s t e  e s t  e f f e c t u é  par l es  aut res  symbioses a i n s l  que par 

l es  microor~an içmeç f i x a t e u r s  l i b r e s .  En ce qui  concerne ces derniers,  s i  on 

se r é f è r e  au Tableau 1, on constate que l a  propor t ion  de l ' azo te  r é d u i t  par  

ceux-ci p a r a î t  négl igeable par  rappor t  aux açsoc ia t ions  symbiotiques, d1au- 

t a n t  p lus  que les dér ivés  azotés q u ' i l s  r e j e t t e n t  dans l e  so l  sont s u j e t s  

au lessivage par  les eaux. 

Not re  t r a v a i l  en t re  dans l e  cadre d'une étude génétique de l a  

symbiose  hi zob i i~m-iégurni neuse e t  en p a r t i c u  l i e r  concerne I  'emp I  acement des 

gènes bâctér iens  intervenant  dans l 'é tab l issement  e t  l e  déroulerrieni des 

processus symbiot. iqu~ç. 

Avant dlexpcser les r é s u l t a t s  de nos recherches, nous pr6senfonç 

une Cfcde h i  b  1 iographique com?ori.ant deux p a r f i  es d i  s i i  nctes : 



- les  hvènements génétiques de l a  symbiose, en analysant l a  c o n t r i -  

bu t i on  du pa r tena i re  bac tér ien  l o r s  des étapes successives de c e t t e  symbiose, 

- l e  support physique des gènes bactér iens impl iqués dans ces 

processus e t  en p a r t i c u l i e r  l e  problème de I1ex i s tence  de plasmides chez l e s  

d i f f é r e n t e s  espèces de Rhizobium. 





I L A  SYMBIOSE RHlZOBl UM - LEGUMi NEUSE 

Ce l le -c i  s ' é t a b l i t  de façon.complexe en p lus ieu rs  étapes à présent 

b ien  connues e t  qui o n t  f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses revues ( 2 4 ,  3 0 1 3 6 1 6 1  ; 

par contre, l es  mécanismes de r é g u l a t i o n  génétique qui  i n te rv iennen t  de l a  

p a r t  des deux par tenai  res  ne sont pas encore m i  s  à j o u r .  

La première étape de c e t t e  symbiose c o n s i s t e r a i t  en l ' a t t r a c t i o n  

des - Rhizobium indigènes dans l a  rhizosphère par  des exsudats r a c i n a i r e s  dont 

l e  p r i n c i p e  a c t i f  s e r a k t  une g lycopro té ine  d'un p o i d s  molécu la i re  proche 

de 60 000 : ce processus e s t  qua l i f i é  de "chirniotact isme" ( 20 1 ,  mais p a r a î t  

un phénomène non spéc i f i que  qui  n ' e s t  pas en r e l a t i o n  d i r e c t e  avec la  

nodu la t ion  ( 19 1. 

Ceci es t  s u i v i  d'une cro issance e t  d'une courbure des p o i l s  r a c i -  

naires, ce qu i  se p r o d u i t  typiquemen? e t  uniquemeni- en présence du Rhizobium 

in fec t ieux ;  on a  d'abord pensé que l 'agent  causal é t a i t  l ' a c i d e  i n d o l y l -  

acét ique provenant du mC1-abolisme du tryptophane par la  bac tér ie ,  môis des 

études récentes o n t  montre que ceci  é t a i f  dû à un (ou p l  us ieurs)  fac teu r (s )  

contenu(s) dans des f i 1 t r a t s  ce l 1 u  l a  i res  de Rh i zob i um, extrêmement a c t  i f  (ç)  

e t  d i f f usab le (s )  , d'un poids molécu la i re  v o i s i n  de 5000 ( 6 1 , 8 5 1 .  

ESPECES PLANTES - H O E S  

===--s========= 

Rhizobium 2 croissance rapi2e  

R. l e g u m i n o s q  - P i s u m ,  Cicer, Lens, g, 
Lathyrus 

B. m e l i l o t i  -- Nodicago, k l i l o h t s ,  

Trigone11 a 

R. phaseo l i  - Phaseolus 

R. t r i f o l i i  T r i f  olium 

--------- I -- -- 

Rhizobium du "cowpea group" -- 1 prachis ,  Lctus, Vigna ... I 

Rhizobluir. à croissance l e n r e  -- 
R. ;japonirum. - 
R. l u p i n i  - 

I (groupe hé terogène) 1 '  I 
I 

Clycine 

L u p i ~ u s ,  Orni thopus 

TABLEAU I I  : Les d i f f s r e n t s  groupes d l i nocu la t i on  Rhizobium-Légumineuse, -- 
d'après VINCENT ( 9 6  1. 



Lorsque l a  courbure des p o i l s  absorbants e s t  achevée, un contac t  

é t r o i t  e n t r e  ceux-ci e t  les bac té r ies  d o i t  se f a i r e  ; ce mécanisme e s t  

complexe du f a i t  de l a  s p é c i f i c i t é  d  hôte : en e f f e t ,  les Rhizobium 

sont c lassés en 7 groupes d f i n o c u l a t i o n  (Tableau I I ) .  

On observe un attachement p o l a i r e  des c e l l u l e s  par rappor t  à l a  

paro i  du p o i l  absorbant ( ' 2 7  1, ce qu i  s e r a i t  en r e l a t i o n  avec des l e c t i n e s  

qui sont des pro té ines  végétales spéc i f iques aux p r o p r i é t e s  ant igéniques. 

DAZZO e t  HUBBELL ( 26 1 on t  dé tec té  des ant igènes à réac t i on  c ro i sbe  à p a r t i r  

des rac ines  de t r è f l e  e t  de Rhizobium t r i f o l  i i, c e l u i  de l a  b a c t é r i e  a  é t é  

e x t r a i t  e t  ca rac té r i sé  : i l  s l a g i r a i t  d'un hétéropolyoside acide, impl iqué 

également dans l a  déformation des p o i l s  rac ina i res .  

Une l e c t i n e  a é t é  i so lée  du t r è f l e  e t  appelée f r i f o l i n e ,  e l  l e  f e r a i t  o f f i c e  

de l i e n  e n t r e  les deux par tena i res  de l a  symbiose, comme l e  montre l a  

f i g u r e  1 : 

Figure 1 : L'hypothèse de l a  r e l a t i o n  l e c t i n e - s p é c i f i c i t é  d 'hôte d'après 
DAZZO e t  HUBBELL ( 2 6  1 .  

Ces auteurs ont  conclu que I f i n t e r a c l - i o n  d f u n  ant igène somatique 

de Rhizobium e t  d'une l e c t i n e  végéta le détermina i t  l a  s p é c i f i c i t é  symbiot i -  

que ; c e c i . e s t  controversé par  d 'au t res  chercheurs qui  ne constatent  qcfune 

adsorpt ion non spéc i f ique ( '11,67, 7 8  1. 



Aprgs ce problème,se pose c e l u i  de I1e f f rac- l - ion  des p o i l s  absor- 

bants e t  de l ' i n d u c t i o n  du cordon i n f e c t i e u x  par  lequel l es  bac té r i es  

cheminent dans l e  t i s s u  végéta l .  Que ls  sont  les fac teu rs  responsables de 

c e t t e  i n f e c t i v i t é  ? 

L 'accumulat ion de composés a c t i f s  à un s i t e  t r è s  l o c a l i s é  du p o i l  

absorbant peu t  ê t r e  l ' impér ieuse nécess i té  pour l e  démarrage d'un cordon 

i n f e c t i e u x .  

Diverses hypothèses on t  é t é  avancées : 

- product ion  de m i c r o f i b r i l l e s  de c e l l u l o s e  par  l e  Rhizobium, qu i  pou r ra ien t  

f a v o r i s e r  son établ issement  à l ' i n t é r i e u r  de l a  paro i  c e l l u l a i r e  végétale, 

comme première étape d'un processus d ' i nvag ina t i on  de c e l l e - c i  ( 75 1. 

- péné t ra t i on  de "swarmers'l coccoCdes (formes t r è s  jeunes de l a  b a c t é r i e )  

à t r a v e r s  un t r e i l l i s  f i b r i l l a i r e  c e l l u l o s i q u e  de l a  paro i  végél-ale ( 2 3  1 .  

- induct ion  d'une polygalacturonase , enzyae pect ique qu i  pozvait ê t r e  

syn thét isée pa r  l a  b a c t é r i e  ; cependant, l a  format ion e t  l ' a c t i v a t i o n  d'une 

t e l l e  enzyme par  l a  p lan te ,  conséquences d'une s t i m u l a t i o n  bactér ienne, 

para issent  p l  us p l a u s i b l e s  ( 3 5  1. L'augmentation des ri iveaux de c e l  l u lase  

e t  de P -1,3-g l ucannase a  é t é '  éga letxent constatée après add i Y-ion dlac ide 

i ndo l y l -acé t i que  ( 2 5 ) .  On a  pensé que I 'exopolyosicie excré té  par  l a  bacte- 

r i e  é t a i t  l ' agen t  induc teur  de l ' a c t i v i t é  de l a  polygalacturonase ( 601, ce 

qu i  e s t  poss ib le  puisque des mutants non muqueux de Rhizobium leguminosarum - -- 
perdent l e u r  pouvoi r  i n f e c t i e u x  ( 8 0  1. Cependant, l a  p répara t ion  dlexopolyo- 

s ide  pouva i t  ê t r e  contaminée par  de 1 'ADN ; en e f f e t ,  WULLSTEIN e t  co l  labo- 

ra teu rs  (102) o n t  dé tec té  de l'ADN dans l e  po lyos ide  e x t r a c e l ! u l a i r e  de 

R. t r i  f o l  i i, c c t  ADN é t a n t  syn thé t i sé  Ifde llovan. 

Lorque les b a c t é r i e s  o n t  pénétré dans l e  p o i l  absorbant, e l l e s  

sc rnu l t ip l  i e n t  e t  cheminent e n t r e  les  ce!  I u l e s  formant l e  "cordon i n fec i i aux " ,  



p u i s  a t t e i g n e n t  les c e l l u l e s  végéta les tét raploTdeç.  On pense que l a  d i v i -  

s i on  de ces dern iè res  a é t é  s t imu lée  par  un f a c t e u r  du genre k i n é t i n e  pro-  

venant du Rhizobium ( 9 1  ) .  A ce  moment-, l es  bac té r i es  sont l i bé rées  dans 

l e  cytoplasme des ce l l u les -hô tes  où e l l e s  se d i f f é r e n c i e n t  en une forme 

c a r a c t é r i s t i q u e ,  l e  bactérorde, qu i  e s t  entouré d'une cytomembrane de 

séquest ra t ion  d ' o r i g i n e  végéta le.  

Dans ces bac téro ides  se produ isent  des changements de métabolisme. 

- les  cytoc'hromes a, a2 e t  O présents dans l a  b a c t é r i e  l i b r e  

d i  spara i ssent  e t  sont remplacés par  l e  cytochrome c-552 e t  l e s  hémoproté i ries 

P-420 e t  P-450 ( 4 1. 

- les  granules de glycogène observés dans l a  b a c t é r i e  l i b r e  laissen-i- 

p lace  à des granules de poly-P-hydroxy-butyrate ( 70) ; cependant, les bâ- 

tonnets  des c u l t u r e s  âgies en cont iennent  ( 9 6 1 ,  donc ce ph&no,nène f i 'es - t  

pas spéc i f i que  de l a  symbiose. 

- i l  y  a  b iosynthèse d'un pigment rouge, la Iéghémoglobine, qu i  

s l e f  f ec tue  conjointement par  l e s  deux pari-enai res : i l s ' a g i t  d'un chrornc- 

p r o t é i d e  porphyr in ique ; I1apoléghémoglobine ( p a r t i e  purement p ro t6 ique)  

e s t  é laborée par  l a  p l  anfe ( 22 1, t a n d i s  que l e  bactérofde e s t  un iquernenf 

responsable de l a  format ion de l a  p a r t i e  hémique qu i  e s t  un noyau t é t r a p y r -  

r o t  ique avec un atornc de f e r  ( 21 1. 

Tout ceci a é t é  récemment conf irrné par  des h y b r i d a i i o n s  ADN- 

ARP4 messager ( 8 3  ) .  Ce pigment s e r t  v r a i  semb 1 ab lement à mai n ten  i r une pres-  

s ion  p a r t i e l l e  en oxyoene t r è s  basse nécessaire au fonctionnement de l a  

n i t rogénase à l ' i n t é r i e u r  du nodule ; c e l u i - c i  entreprend sa croissance 

dès que l e i  bac tér ies  sont relâchées du cordon i n f e c t i e u x  verç  l e  cy top las-  

me de l a  ce l l u le -hô te .  

- un syçl-èrne enzyrnafique de l a  f i x a t i o n  de i lazo le ,  s i m i l a i r e  

à c e l u i  des bac t8r ies  f i x a t r i c e r  l i b res ;  es? i n d u i t  : l a  ni trogénase, dont  



l a  synthèse e s t  codée par  l es  gènes - " n i f t Ç  (ni.trogen -- - f i x a t i o n ) .  Toute souche 

de Rhizobium - capable de conduire à l a  format ion de nodules fonc t i onne ls  e s t  

q u a l i f i é e  d ' e f f i c i e n t e .  Le problerne de l a  s é l e c t i o n  par  l a  p l a n t e  des 

Rhizobium - e f f i c i e n t s  ou de l 'avantage de ceux-ci par  rappor t  aux Rhizobium. 

i n e f f i c i e n t s  r e s t e  posé.. I l  e s t  à no te r  que quelques souches de Rhizobium 

appartenant à d i f f é r e n t s  groupes d l i nocu la t i on  o n t  é t é  récemment reconnues 

comme f i x a t r i c e s  1 i bres d 'azote ( 5 3 / 5 4 / 6 2  1. 

A cô té  de ces m o d i f i c a t i o n s  du métabolisme dans l e  bact6roïde,  

une augmentation du contenu en ADN en ~ o r ~ é i a t i o n  avec l a  t a i l l e  du bact-é- 

rol'de ( c e l l e - c i  é t a n t  sous c o n t r ô l e  de l a  p lante-hôte)  e s t  généralement 

constatée ( 7, 7 5 , 7  7 ) .  

On a longtemps pensé que l e  bac téro lde  é t a i t  l a  forme u l t i m e  

i r r é v e r s i  b l e  e t  incapable de redonner l a  b a c f é r i e  l i b r e  pro1 i fé ran te  

( 3 / 8 8 ]  ; c e t t e  hypothese v i e n t  d ' ê t r e  c o i i t r e d i t e  ( 42,931. 1 1  semble 

que l a  s t r u c t u r e  p a r i  é t a  l e  p a r t i  CU 1 i erement f rag  i l e  du bac téro lde  so i  t à 

l ' o r i g i n e  de c e t t e  controverse.  

I I  LE PHOBLEME DU NOMBRE ET DU SUPPORT MOLECULAtKE DES GENES BACTERIENS -- 
PART ICI PA??T A LA SY?*1[3 1 OSE 

La s p é c i f i c i t é  d'hôte, 1 ' i n f e c t i v i t é  e t  I 1 e f f i c i e n c e  sont des 

carac tères  por tés  par t o u t e  souche de Rhizobiurn - pouvant é t a b l i r  une symhio- 

se fonct ionne l  l e  avec son partena i r e  véçéta l . Le nombre des gènes gouver- 

nant  ces p rop r ié tés  d o i t  E t r e  assez important e t  13 l o c a l i s a t i o n  de ceux-ci  

sur  l e  ma té r i e l  gén j t i que  presente un i n t é r ê t  non nég l igeab le  s i  on d é s i r e  

5 l ' a v e n i r  m o d i f i e r  les p r o p r i é t é s  symbiotiques par  manipülat ions génét iques. 

1 )  Les gènes ~-- 

L1étab l i sçemen-i- de l  a syrrib iose Rh i zob i urn-Lé3um i neuse préc6dewnî"~nt 

d é c r i t  montre q u ' i l  y  a i n t e r v e n t i o n  de gènes bac tér iens  : 



- l ' i n d u c t i o n  ou I 1 a c t i v a t i o n  de l a  syn-thèse de l a  po lyga lac turo-  

nase peut  ê t r e  due à une substance p r o d u i t e  par l e  métabolisme v é g é t a t i f  de 

l a  bac tér ie ,  donc pas nécessairement spéc i f i que  de l a  symbiose. Le même 

raisonnement peut ê t r e  appl iqué au s u j e t  de l ' i m p l i c a t i o n  poss ib le  d lant igè-  

nes de sur face bactér iens  pour I1accrochage au p o i l  absorbant, a i n s i  que 

pour l a  s t i m u l a t i o n  de l a  d i v i s i o n  des c e l l u l e s  té t rap lo Ïdes .  

- les  gènes responsables de l a  formation d e ,  l a  p a r t i e  hémique de 

l a  Iéghémoglobine ne sont fonc t ionne ls  que dans l e  bactéro lde.  

- l a  d i f f é r e n c i a t i o n  de l a  b a c t é r i e  sous forme bâtonnet en bactéroT- 

de e s t - e l l e  un phénomène d i r i g é  par  des gènes inconnus ou b ien  simplement 

due à un dérèg l ement du métabol i sme bac té r ien  ? 

- l e s  changements de métabolisme qu i  se produisen-1. dans l e  bac té ro l -  

de sont probablement l a  conséquence d'une dérépression de cer i -a inç gènes. 

- Enf in,  l a  biosynthèse de l a  ni trogénase t r è s  généralement non 

exprimée chez l e  --- Rhizobium l i b r e  p a r a i t  codée par un ou p l u s i e u r s  gènes 

ou opérons. Avant l a  découverte des Rhizobium f i x a t e u r s  l i b r e s  (déSect6s 

par l a  technique de réduct ion de l ' acé ty lène  en éthy lène),  des auteurs 

avaient  pensé que les  gènes - n i f  é t a i e n t  partagés en t re  les  deux par tena i res  

de l a  symbiose. En e f f e t ,  GUiLLE 61 coi labot-ateurs ( 4 3 )  avaient  anaiysé en 

grad ient  de ch lo ru re  de césium de IlADN e x t r , a i t  de noyaux de rac ines  e t  de 

t i g e s  de so ja  : une bande s a t e l l i t e  de dens i té  égale 2 1,722 g/ml a v a i t  

é té  observée, dens i té  qui corrcspond à c e l l e  de I1ADN de Rhizobium. Mais l e  --- 
partage des gènes - n i f  a u r a i t  dû nécessiter une r é p l a t i o n  sophist iquée. 

Contrairement aux bac té r ies  f i x a i r l c e s  l i b r e s  de l ' a z o t e  t e l l e s  

K. pneumoniae e t  A. v i n e l a n d i i ,  i l  n ' a  pas é t é  poss ib le  d ' i s o l e r  chez --- 
Rhi ~ o b i  urn des mutants Ni f - ,  se 1 e c t  ionnés par I  ' incapaci té à se développer 

sur  m i l i e u  gélose dépourvu de source d'azote, mêm9 pour les quelques sou- 



ches de Rhizobi  um f i x a t r i c e s  l i bres. Aussi, I ' isolement de mutants Ni f -  

n é c e s s i t e - t - i l  des t e s t s  sur p lan tes .  Cependant, une approche i n d i r e c t e  du 

problème a 6 t é  rendue poss ib le  grâce 2 I  ' ob ten t ion  de mutants auxotrophes 

i n e f f  i c i e n t s  ; ceux-ci se ra ien t  c lassés en t r o i s  groupes ( 31  1 : 

a.mutations apparemment non associées directement avec l a  capa- 

c i t é  symbiot ique puisque l a  r e s t a u r a t i o n  de l a  p r o t o t r o p h i e ( a p t i t u d e  à c r o î t r e  

dans un m i l i e u  minéral contenant une sourc'e de carbone e t  une source d 'azo te)  

ne r é t a b l i t  pas I ' e f f i c i e n c e .  I l  y a donc au minimum deux gènes indépendan-ts 

touchés par  l 'agent  mutagène. 

b.mutat ions é t ro i t emen t  associées avec I ' e f f i c i e n c e  c a r  l e u r  réver-  

s ion  permet de l a  recouv r i r ,  mais pas l ' a d d i t i o n  de l 'ex igence.  On e s t  en pré- 

sence d'au moins deux gènes adjacents s inon t r è s  proches possédant des gènes 

régu la teurs  communs ; une seule mutat ion au niveau de ces d e r n i e r s  peut  

a f f e c t e r  l e  fonctionnement de ces deux gènes. 

c. mutat ions para issant  associées avec l a  capac i té  symbio-tique 

au niveau phénotypique : réap?ar i t i on  de I ' e f f i c i e n c e  s i  révers ion  ou a d d i t i o n  

de l 'exigence; l e  p r o d u i t  des gènes ayant subi une mutat ion e s t  nécessai re 

pour l a  f i x a t i o n  de I !azote, en t a n t  qu tac t i va teu r ,  coenzyme ou substraP. 

2 )  Local i s a t i o n  

I I  semble donc que l a  na ture  des gènes bac tér iens  responsables d'une 

nodu la t ion  f o n c t i o n n e l l e  ne concerne pas seulement l es  gènes codant pour l e  

système enzymatique n i t rogénase mais aussi l e s  gènes impl iqués dans l es  prcces- . 

sus i n f e c t i e u x  e t  l e  main t ien  de l a  symbiose. Ces gènes sont nombreux e t  l e  

p r o b l è ~ e  de l e u r  l oca l i sa i - i on  sur  l e  ma té r i e l  génét ique r e s t e  posé, S o n t - i l s  

. groupés ou d i  sséminés s o i t  dans l e  chromosome bac tk r ien ,  s o i t  dans des molh- 

CU l es  d i  s t i  nc teç  d'ADi4, c 'est-à-d i r'e po r tés  par  des é Iéments dtADid ext.raci~rnmosc- 

miques ou plasmides ? Ces de rn ie rs  sont  des macromolécules dont l a  t a i l  le 



stéchelonne de 1/1000e à 1/10e env i ron  de c e l l e  du chromosome. Leur r é p l i c a -  

t i o n  e s t  autonome e t  peut donner plusi .eurs copies de l a  molécule par  ce1 I u l e ,  

s u r t o u t  s i  l a  t a i l l e  du plasmide e s t  i n f é r i e u r e  à 36 mégadaltons (Mdal) : on 

p a r l e  de r é p l i c a t i o n  " l i b é r é e "  ; la  r é p l i c a t i o n  d i t e  "cont rô lée"  s 'app l ique 

à l a  p l  upa r t  des m lécu l es  doni. l e  po ids  mo lécu l a i r e  dépasse 36' Mda l : 

dans ce cas, l a  c e l l u l e  c o n t i e n t  au maximum deux copies du plasmide ( 1 5  1. 

Le terme dfépisome e s t  donné aux plasmides qui  peuvent se r é p l i q u e r  dans 

l ' u n  des deux é t a t s  su ivants  : i n t é g r é  dans l e  chromosome ou indSpendant de 

c e l u i - c i  ( L8 1. Un plasmide conjugal- i f  e s t  capable d ' e f f e c t u e r  l e  t r a n s f e r t  

d'ADN par  conjugaison sans ob l i ga to i remen t  ê t r e  un épisome. En out re ,  l es  

f o n c t i o n s  assumées par ces éléments génét iques sont var iees  : rBsis tance à 

des a n t i b i o t i q u e s  ou ( e t )  à quelques ions métal l iques,  synfh&se de tox ines  

ou de bac tér ioc ines ,  u t i l i s a t i o n  de c e r t a i n s  sucres, b iodegradat ion de compos6s 

organ i ques non b i O l og i ques t e l  l e  t o  l uène, phéno!nènes d i ncornpat i b i l i t é  ou 

d 'exc lus ion  de sur face v i s -à -v i s  d 'au t res  plasmides ( 73 1. 

Enf in ,  l a  conformation p a r t i c u l i è r e  p r i s e  par  ces rnscrcfimlécules, l a  

forme c i r c u l a i r e  formée super -hé i ico lda le  à double b r i n ,  a permis de me t t re  

au p o i n t  des méthodes ~physico-chimiques de sépara t i on . t rès  e f f i caces ,  par  

rappor t  à I  ADN chromsomique ( 3 9  1. 

La première hypothèse de I1 in te rven- f ion  d'un "épisome" dans l a  sym- 

b iose f u t  émise par  HlGASHl ( 4 5 )  en 1967 : i l  a réussi  à t r a n s f é r e r  l a  

s p é c i f i c i t é  d 'hô te  de 9. t r i f o l i i  à Rhizobium phaseol i  avec é l i m i n a t i o n  du 

donneur R. t r i f o l i i  par un bactér iophage spéci f ique;  i l  a obtenu des R. phaseo- 

l i  capables de noduler  l e  t r è f l e  e t  a donc conclu que l a  s p é c i f i c i t é  d 'hô te  - 
é t a i t  por tée  pa r  un fac teu r  épisomique. 

Une p e r t e  de I t e f f i c i e n c e  conséquente à un t r a i t e m e n t  à I t a c r i d i n e  

a é t é  constatée chez R. t r i  fo l  i i par DUid ICAN eS CANNON ( 3 2 1 .  L t  i nfec-t  i v i  te - 
a été supprimée chez l a  même espèce par  ZURKOWSI(I e t  col labora-teiirs (101), 

grâce 2 l ' emplo i  d T a c r i S l a v i n e  eS de l a u r y l - s u l f a t e  de sodium. 



Cependant, la  preuve l a  p l u s  d i r e c t e  concernant un plasmide comme 

support des gènes - n i f  a é t é  apportée.par DUNICAN e t  c o l  laborateurs ( 33 1, 

qu i  o n t  t r a n s f é r é  avec succès les  gènes - n i f  de R. t r i f o l i i  à une souche de 

K lebs ie l  l a  aerogenes d é f i c i e n t e  du p o i n t  de vue de l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  ; 

l a  fréquence de t r a n s f e r t  observée e s t  en faveur d fun plasmide comme p o r t e u r  

des gènes n i f  . - 
Depuis une d i za ine  dlannées, des plasmides o n t  é t é  mis en évidence 

par  des moyens physiquas chez l a  p l u p a r t  des espèces de Rhizobium: 

R. japon i cum - %mi nosarum 

R. "do! ichosrl ( 74 1 e t  R. l'vignal' ( 92 1. Par a i  l leurs,. SUTTON ( 87 1 a' - - 
suspecté I1ex i s tence  dfADN extrachromosomique chez Rhizobium de -- Lotus. Cer- 

t a i n s  auteurs o n t  déterminé l a  t a i l  l e  de ces macromolécules, qui  va de 

5,5 Mdal chez une souche de - R. t r i f o l i i  (57 1 à envi ron 350 Mdal chez une 

souche de l a  même espèce ( 7 4  1. Une souche de - R. t r i f o l i i  coni-ient meme 

deux plasmides ! 57 1. 

Quelques fonc t ions  o n t  é t é  a t t r i b u é e s  à ces molécules : 

- une p r o p r i é t é  de fac teu r  de rés i s tance  aux a n t i b i o t i q u e s  a été 

découverte chez R. - japonicum ATCC 10324 ( p é n i c i l l i n e ,  chlorarnphénicoi, néomy- 

c ine )  ( 1 7  ) e t  chez R. t r i f o l i i  712 ( p é n i c i l l i n e )  i 33 1. - 

- i e  piasmide de R. t r i f o l i i  T l  e s t  considéré comme é t a n t  l e  support - 
génétique de l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  ( 33  1. 

Néanmoins, pour l a  m a j o r i t é  des plasmides détectés chez Rhizobium, - 
aucun phénotype n ' a  é t é  t rouvé : pas de pouvoir  de r é s i  stance aux a n t i  b i o -  

t iques,  pas de produc i ion  de bactér ioc ines  ... Aucune a c t i v i t é  de f a c t e u r  

sexuel n 'a  pu ê t r e  démontrée, ceci  n 'é tan t  pas pour surprendre connaissant 

l e  peu d lap t i tude de ces bac té r ies  à e f f e c t u e r  des processus de conjugaison 

de façon n a t u r e l l e ,  CS qu i  d f a i l l e u r s  ccndu i t  à l 'emplo i  de plasmides conju- 

g a t i f s  d lo r i g inas  diverses ( 5, 56,691. 'une t e l  l e  absence de phénotype f a i t  



qua l i f i e r  ces molécu l e s  de "crypt.iquesl'. 

Cependant, ces molécules pour ra ien t  a v o i r  comme r ô l e s  : 

- support de quelques (ou tous l es )  carac tères ,d i rec tement  

impl iqués dans les processus symbiotiques, e t  qu i  ne seront  démasqués que 

dans un nodule e f f i c i e n f . .  

- Ces molécules con t i end ra ien t  des gènes responsables de vo ies  m6- 

tabo l i ques  p a r t i c u l i è r e s  non détectées à ce j ou r ,  en rappor t  ou non avec 

l a  symbiose. On peu* penser ce la  par  comparaison avec l a  b a c t é r i e  l a  p l u s  

d i rectement  l i é e  au Rhizobium du p o i n t  de vue taxonomique : &obacterium 

tumefaciens. Toutes l e s  souches de c e t t e  espèce, pathogènes pour des p lan-  

t e s  supérieures, possèdent l e  p l  asmi de T i  (lltumour-i nducing") qu i  e s t  avec 

c e r t i t u d e  i 'agent provoquant l e  cancer- vég6tal  ou F'crown-ga 1 1 "  ( 9 &,95) 

e t  dont c e r t a i n s  gènes sont  concernés dans l e  métabolisme d 'ac ides aini::&, 

i n h a b i t u e l s  (nopa li ne, oc top i  ne), qu i  servent  de carac9-eres marqueurs 

( 8,981. Une bac tér ie ,  obtenue récerrimerit par  croisemerit, exhibe à l a  f o i s  

l e s  p r o p r i é t é s  de Rhizobium e t  d'A. - tumefaciens. ( 8 4  1 ; i l  e s t  à n o t e r  que 

des souches de Rhizobium peuvent déclenct.ier- l ' a p p a r i t i o n  de tumeurs ( 6 8  1. 

S i  les  plasmides de Rhizobium sont d i rectement  l i é s  avec l es  

p r o p r i é t é s  symbiotiques, on peut f a i r e  les cons ta ta t i ons  suivantes : 

- l e  f a i l -  que l es  p r o p r i é t é s  symbiotiques ne s'expriment que 

dans l e  micro-environnement du nodule rend: l lapproche du problèine -très 

ardue puisque, par exemp le, des essai s d r é  l i m i  na-t ion de ces p l  asmi des 

par  des agents cu.rafi f s  vont nécess i te r  l e  passage d'un nombre i inpor tant  

de c lones su r  p lan tes  comme unique moyen de s é l e c t i o n .  

- l a  q u a n t i t é  de c i s t r o n s  e t  d'opérons impl iqués dans l a  symbiose 

n 'é tan t  pas connue, comment exp l i que r  l a  grande d i v e r s i t é  des + a i \  l es  des 

plasmides ( l ' o r d r e  de grandeur v a r i e  presque de 1 à 7 0 )  observés chez 



Rhizobium ? Par cont ras te ,  l e  plasmide T I d'A. - tumefaciens, - présent  dans 

tou tes  l e s  souches i n fec t i euses ,  e s t  d'une t a i l l e  qu i  se s i t u e  dans l es  

l im i tes  assez é t r o i t e s  (95  - 156 hldal) ( 18,103). 

- Des souches e f f i c i e n t e s  de Rhizobium sont  apparemment dépourvues 

de plasmides ( 77,1051, a l o r s  que des souches i n e f f i c i e n t e s  en renfermeni  (92 1; 

mais dans ce d e r n i e r  cas, l a  pe r te  de l ' e f f i c i e n c e  peut ê t r e  l a  conséquence 

de mutat ions na tu re l  les.  

- Les gènes n i  f de R. tri f o l  i i o n t  é t é  t r a n s f é r é s  p a r  t r a n s f o r - -  - -- 
rnation à des mutants Ni f -  d 'Azotobacter v ine land i  i sans qu'on a i t  pu 

met t re  en évidence d'ADN sa te l  l i t e  dans l e s  t ransformant5  if' obtenus ( 6 1, 

donc ces gènes s e r a i e n t  chromosomiques. Cependant, une i n t é g r a t i o n  de p las -  

mide dans l e  chromosome d'A. - v i n e l a n d i i  n ' e s t  pas impossible. 

- Le plasmide T i  d'A. - tumefaciens a é t é  t ransmis par  conjugaison 

à une souche de R. t r i f o l i i  contenant un plasmide c ryp t i que  de grande - 
t a i l l e  ( 4 6  1 ; ce d e r n i e r  n ' e s t  p lus  décelable dans l es  transconjugan-ts 

i so lés ,  qui  res ten t  e f f i c i e n t s  sur T r i f o l i u m  pratense mais ne sont p l u s  

i n f e c t i e u x  sur T r i f o l i u m  p a r v i f  lorum. Le plasmide indigène de l a  souche 

de -- K. t r i f o l i i  a u r a i t  é t é  e x c l u  par  l e  plasmide T i  ou b ien se s e r a i t  in tE-  

gré dans l e  chromosome avec mutat ion p o l a i r e  sur l e  gène s p é c i f i c i t é  d v h ô t e  

pour T. parv l  f  lorum. 

- La découverte, dernièrement de quelques souches de Rhizobium 

capables de r é d u i r e  l ibrement  l ' acé ty lène  en éthy lène e s t  in té ressante  dans 

l e  sens où c e t t e  p r o p r i é t é  (démontrant que l e s  gènes n i f  p réex i s fen t  dans - 
l a  b a c t é r i e )  peut évenfuel lement  s e r v i r  de carac tère  marqueur. 

- Enfin, l a  mise en évidence récente  des élements d'ADN trarisposa- 

b les  (transposons), qu i  remettent  en quest ion  l a  s t a b i l i t é  du ma té r ie l  ç6nS- 

t i q u e  bac tér ien  ( 1 6  ),  complique tous ces probl&mos de l a  symDiose Rh izob i t i r c -  ---- 
Légumineuse ; en e f f e t ,  on p o u r r a i t  concevoi r  l ' ex i s tence  de transposons 



nif (Tn nif), dotés d'un pouvoir d'intégration aussi bien intrachromoscmique - - 

Le travail présenté dans cette thèse a été réalisé dans le but 

de rechercher la présence de plasmides chez - Rhizobium meliloti, espèce dont 

aucune publication ne faisait mention à ce sujet. De plus, à la suite de l a  

mise en évidence au laboratoire de deux enzymes ayant une activité P-galac- 

tosidasique chez - R. meliloti (72 1, nous nous étions demandé si i1une 

d'entre elles n'était pas codée par un élément extracht-omoçomique, sembla- 

ble au plasmide FI-Lac dlEscherichia col i f h 9  ) ou P-Lac de Proteus 

mirabi l is ( 99 ) ' O  

NOTE : une partie de cette thèse a fait l'objet d'une p~~blication ( 2 1 .  - 





I SOUCHES BACTERIENNES 

Nous avons 6tudié sept souches prototrophes de Rhizobium meliloti, -- 
toutes efficientes sur plantules aseptiques de luzerne (Medicax sativa) et 

employé comme témoins deux souches d1Escherichia - coii, une souche de 

Rhizobium trifolii ainsi que cinq transconjugants de - R. meliloti ayant 

reçu le p lasmide R P ~ '  par croisement. Les caractéristiques et ori gi nes de 

ces souches sont présentées dans le Tableau I I I .  

I I  MILIEUX DE CULTURES 

1 )  R. meliloti - 
Les précultures et la conservation des souches sont réalisées 

sur milieu complexe RC de composition suivante (28 : 

K2HP04 1 9  

M 9S04, 7 H20 0,2 g 

Extrait de levure(Di fco)l g 

q.s.p. 1 I d'eau distillée ; pH 7,2 à 7,S. 

La source de carbone (glucose) est ajoutée à concentration finale 

de 1 $, la dihydrostreptomycine (S.P.E.C. I . A . )  et la tétracycline (Diamant) 

respectivement à 400 et 1OPg/rnl pour les souches résistantes à ces anti- 

biotiques. Les cultures sont additionnées de glycérol à 20 $ pour la conser- 

vation des souches à -20°C Ccel ui-ci étant stéri l isé 30 minutes à 105°C). 

Le marquage de l'ADN par un précurseur radioactif, ainsi que le 

lavage et la dilution des souches sont effectuées dans le milieu minimum 

R ci-dessous : 



TAB1,E.W III : S~uches  u t i l i s é e s  

NOPI DE LA SOUCIB PHEMOTYPE 

Ce Bonnier (Gembloux, %lgique) 

J, *na-ié  ersai ail les) 

Isolée au labora to i re  

. M 5 N 1 ( 2 P 4 )  

22 S t r  ( R  P 4) 

2011 str 3 (R P 4) 

M. Dye (Rothmçted Experimental 
Station, Grunde-me tagne) 

F. Jacob (paris) 

M. van 1-lontaç~r ( ~ e n t ,  k l g i q u e )  

R ' R Ii R 
ZEGEHDZS : Amp , Kcm , Str , Tc = rés i s t&ices  av.x a ~ t i b i o t i q u e s  anipicill.ir,e, 

kanamycinc, streptomycine, tétracycline , 
- 

&kt-, P?o , ~ h y -  = exiscnceç en nié thionine, pro l înc ,  thymine, , L ~ ~ k t .  



q.s.p.  1 I dleau distillée ; pH 7,2 

2) R. trifolii - 

Le milieu complexe de WRIGHT (101)  a été utilisé pour la culture 

et la conservation de H. trifol i l  T 5  - = milieu W 

NaC 1 0,2 9 

CaS04, 2 H20 o p 1  9 

CaC03 0,1 9 

Mann i to l 10 9 

Extrait de levure fraîche 100 ml 

Eau distillée 900 ml 

PH 7,5 

Solidifié par I1adjonction de 15 g/l de Bacto-Agar Difco, ce 

milieu sert à la conservation de la souche de R. trifolii (milieu gélosé - 
incliné en tube de 16/160 mm). 

Pour I1incorporation de thymidine radioactive, le milieu R 

ci-dessus a été retenu. 

3 )  E. col i -- 
Les souches sont cultivées sur milieu de Luria ( 6 4  1 : 

NaC l 5 9 

Tryptone (Difco) 10 9 

Extrait de levure(Difco) 5 g 

q.s.p 1 1 d'eau distillée ; pH 7 , 3  - 7 ,4  

(milieu éventuellement gélosé à 15 g/l de Bacto-Agar Difco). 



Le m i l i e u  de base pour i l i n c o r p o r a t i o n  de marqueur r a d i o a c t i f  

e s t  c e l u i  de LENNOX ( 5 9 )  : M L  

KH2 PO4 3 9  

MgiS04, 7  H20 0,1 9  

q.s.p. 1 I d'eau d i s t i l l é e  ; pH 7. 

Les souches sont conservées à -20°C dans du b o u i l l o n  g l y c é r i n é  

contenant : 

E x t r a i t  de viande ( L i e b i g )  15 g  

Peptone (D i f co )  25 9  

q.s.p. 1 1 d'eau d i s t i l l é e  ; pH 7,2 

Le g l ycé ro l  e s t  a jou té  à l a  c u l t u r e  à concent ra t ion  f i n a l e  de 20 $. 

Tous les  m i l i e u x  (RC, RC gélosé, R, W, W gélosé, Lur ia,  Lu r ia  

gélosé, ML e t  b o u i l l o n  non g l ycé r iné )  sont  s t é r i l i ç é , ~  pendant 20 minutes 

à 120°C. 

l l 1 MARQUAGE DE L'  ADN 

1 )  - R. m e l i l o t i  e t  R. t r i f o l i i  - 
Les souches sont c u l t i v é e s  dans l e  m i l i e u  R complétS par  les 

a d d i t i f s  su ivants  : 

Vitamine BI ( th iamine) 0,5 pg/ml 

Vitamine H ( b i o t i n e )  0,01 ug /n l  

G 1 ucose 1 % 

Hydro lysa i  de caséine (D i f co )  0,l 5 



2'-déoxy-adénos i ne (Merck) 

Thymidine 6 - 3 ~  (C.E.A., a c t i v i t é  

spéc i f ique = 26 Ci/mM) 

OU - 
Thymidine z - ' ~ c  (C.E.A.. a c t i v i t é  

spéc i f ique = 52,8 mCi/mM) 1 FiCi/ml 

Di hydrostreptomyc i ne powc. lu aau- 400 p g/ml 

Té t racyc l i ne  
c h u  kébhkun- 
t e6  1 0  pg/mI 

2) E. c o l  i 

On u t i l i s e  l e  m i l i e u  ML add i t ionné de : 

Vitamine BI 

G l ucose 

Hydrolysat  de caséine 0.1 % 

Thymine (souche Hf r C ~ h ~ - )  0,25 pg/mI 

Thymine 6 - 3~ (C.E.A.; a c t i v i t é  

spéc i f ique = 15-25 Ci/mM) 1 0  UCi/mI 

ou thymidine 6 - 3~ - 1 0  vCi/rnI 

Tétracyc l i ne (souche J 53 ( RP4) 10  lig/ml 

La 2'-déoxy-adénosine e s t  a joutée à ra i son  de 250 lig/ml lorsque l a  

thymidine 6 - 3 H e s t  empioy6e ; dans ce cas, l a  thymine non r a d i o a c i i v e  

e s t  omise, 

Pour t o u t e s  les souches, I1 inoculum de départ  e s t  de l ' o r d r e  de 

7 
10 ce l lu les /ml  e t  l e  marqueur e s t  incorporé pendant 5 ou G générat ions. 

N.B Les p rodu i t s  r a d i o a c t i f s  e t  l a  d5hydrostreptomycine sont reçus s t é r i l e s ;  - 
tous les  autres composés a jou tés  dans les  m i  l ieux sont s t é r i  l i sés s o i t  pen- 

dant 30 minutes à 105°C, ç o i t  par  f i l t r a t i o n  sur  disques s t é r i l e s  de n i t r o -  

c e l l u l o s e  M i l  l i p o r e  de porosit i :  0 , 2 p .  



I V  EXTRACTION ET PURIFICATION DE LIADN 

1 Méthode de MARMUR ( 66 ) 

Nous avons employé c e t t e  technique, modi f iée  par  FERRAGUT ( 38 1, 

de l a  façon suivante : les  ce l l u les ,  après c u l t u r e  sur  m i l i e u  RC gldcosé, 

sont  cent r i fugées à 16300 g pendant 30 mn dans une centr i fugeuse SORVALL 

RC-2 r é f r i g é r é e  à 4 O C  ; l e  c u l o t ,  remis en suspension dans du tampon 

NaCl 0,15 M - ac ide éthylène-diamine-tét.raacétique(E~TA) 0 , l  M pH 8, 

e s t  lavé par  une nouve l le  c e n t r i f u g a t i o n  p u i s  r e p r i s  dans v i n g t  f o i s  son 

poids du même tampon. Le l a u r y l - s u l f a t e  de sodium (SDÇ ; Prolabo) e t  l a  

pronase (Sigma) sont a jou tés  à concentrat ions f i n a l e s  respect ives  de 

0,5 % e t  50 yg/ml. La s o l u t i o n  e s t  incubée 15 h à 37OC. Le 1 ysa t  v i  squeu): 

obtenu, après a d d i t i o n  d'un quar t  de volume de Na04CI 5 M p u i s  d'un volume 

du mélange chloroforme-alcool isoamylique (24-1 v/v); e s t  d e p r o t é i n i d  p a r  

a g i t a t i o n  dans un e r  lenmeyer, fermé par  'un bouchon rodé, pendant 30 mn. 

Après une cent - r i fugat ion  de 5 nin à 1800 g, *o is  phases sont observées : 

- phase supér ieure aqueuse : acides nucléiques pro-téines + d i v e r s  ; 

- phase i n t e n é d i  a i  r e  : pro té ines  dénaturées ; 

- phase i n f é r i e u r e  organique : composés solubles dans l e  mélange 

chloroforme-alcool isoamylique. 

La phase aqueuse e s t  soumise à une nouve l le  déproi -é in içat ion 

pendant 20 mn, après ad jonc t i on  d ' u ~  vo l  tire de ch1 oroforme-a lcoo l  i ssaniyl i - 
que. LIADN e s t  p r é c i p i t é  par  a d d i t i o n  d'un volume d'éthanol (maintenu 2 

-20°C) à l a  p l~ase aqueuse obtenue ; l e s  f i b r e s  dlADN, récupérées autour  

d'une t i g e  de verre, sont  redissoutes dans un demi-volume de tampon SSC 

("standard s a l i n e  c i t r a t e ' ' )  : NaCl 0,15 M - c i t r a t e  t r i - sod ique  0,015 M 

pH 7, durant une n u i t  à 4Z°C. Cet te s o l u t i o n  e s t  successivemeni- t r a i t é e  

à 3 7 O C  par l a  r ibonucléase A (Sigma ; 50 Fig/rril ; d i  ssoute dans du NaCl 

0,lS M pH 5 e t  chauffée 15 mn à 100°C au p réa lab le  pour i n a c t i v e s  t o u t e  

déoxyribonucl6ase contaminanfe) pendant 60 mn, p u i s  par l a  pronase (50 pg/ml) 



durant 90 rnn e-t ensu i te  par  l e  SDS (0,5 $ 1  pendant 15 h. On aépro té in i se  

a l o r s  2 ou 3 f o i s  par l e  mélange chl.oroforme-alcool isoamylique ; I1ADN 

e s t  p r é c i p i t é  par  un volume d 'éthanol  (-20°C), redissous dans du SSC 

d i l u é  au 1/10 auquel on a jou te  1/9 de volume d 'acétate de sodium 3 M - 
EDTA 10-~t4 pH 7. Après une nouve l le  p r é c i p i t a t i o n  par 0,54 volume d1a lcoo l  

i sopropy l ique à température ambiante, l'ADN e s t  dissous dans l e  tampon 

c h o i s i ,  La s o l u t i o n  f i n a l e  e s t  jugée d'une pureté s a t i s f a i s a n t e  s i  les  

rappor ts  dlabsorbance A260 nm/A28~ nm e t  A260 nm/%!30 nm ( 77 1 sont 

égaux ou supér ieurs à 1,8. 

2 )  Gradients p r é p a r a t i f s  dlADN 

A f i n  de fragmenter au minimum l'ADN, nous avons u t i l i s é  l a  techn i -  

que su ivante  : l e  c u l o t  bactér ien,  provenanf de 10 à 30 m l  de c u l t u r e ,  

après lavage par du tampon T r i s  (hydroxyméthyl) aminoméfhane ( T r i s )  0,02 M 

NaCl 0,l M - EDTA 0,005 M pH 7,5, es? mis en suspension dans 5 m l  de ce 

même tampon p u i s  +rail-6. par l e  rnélange lysozyme (Sigma ; 400 pg/ml) - 
r ibonucléase A (50 pg/ml ; préa lablement cl iauf fée15 mn à 10O0C) pendant 

90 mn à 37'C, e t  ensu i te  soumis à I 1 a c t i o n  de l a  pronase (50 pg/mZ) duran? 

90 mn à 37OC. Puis on a jou te  du SDS (0,5 $ 1  e t  on l a i s s e  ay ir 15 h à 37°C. 

Du c h l o r u r e  de césium (CSCI Suprapur ; Merck) e s t  dissous dans l e  l y s a t  

c l a i r  e t  visqueux jusqulà l ' o b t e n t i o n  d'une d e n s i t é . f i n a l e  de 1,7 g/ml 

(determinée au ré f rac tomèt re  d'Abbe). Ce mélange e s t  c e n t r i f u g é  à 33000 

t o u r s  par  rnn dans un r o t o r  SW 50.1 ou SW65 pendant 72 h à 2 S ° C ( ~ ~ l t r a c e n t r i -  

fugeuse Beckrnan L2 - 65 B I .  Les fracl- ions contenant I 'ADN s o t ~ t  récupérées 

après l e u r  repérage, s o i t  par  mesure de I'absorbance à 260 nm, s o i t  par 

comptage de l a ~ r a d i o a c t i v i t é  s u r  une p a r t i e  a l iquote .  

3 )  A p a r t i r  de nodules sur  rac ines de luzerne 

Les nodules sont excisés , récupérés dans l e  tampon Tris-HCI 

0,05 M - acéta te  de magnésium 0,005 hl - mannitoi  0,5 M pH 7,4 e t  broyés à 



4OC. L1 homogénat obtenu e s t  f i 1 t r é  sur  un entonnoi r muni de ve r re  f r i t t é  e t  

l e  volume e s t  cornp.lété à 200 m l  avec l e  même tampon. On c e n t r i f u g e  15 mn 

#à 27000 g e t  à 4OC pour sédimenter les  bactéroldes. Le c u l o t  e s t  remis 

en suspension dans du tampon NaCl 0,15 M-EDTA 0,1 M pH 8 p u i s  on c e n t r i f u g e '  

à nouveau à 16300 g pendant 20 mn à 4OC. Ce second c u l o t  e s t  r e p r i s  dans 

10 f o i s  son poids en tampon NaCl - EDTA e t  l'ADN e s t  e x t r a i t  e t  p u r i f i é  

selon l a  méthode de MARMUR précèdemment d é c r i t e .  

V METHODES DE LYSE DOUCE DES CELLULES 
6 

1) Lyse neut re  

Ce l l e -c i  a é té  e f fec tuée selon l a  technique de LEDEBOER e t  

c o l l .  ( 5 8  1 : aux bac té r ies  c u l t i v é e s  depuis l a  v e i l l e  dans 10 m l  de m i l i e u  . 

en présence de marqueur rad ioac t  i f , on a jou te  de l a  carbén i c i  l 1 i ne (Pyopen ; 

5 mg/ml) que l ' o n  f a i t  a g i r  à 30°C en a g i t a t i o n  pendant 2 à 3 h. Puis on 

c e n t r i f u g e  à 1800 g e t  à 4OC pendant 25 mn ; l e  c u l o t  e s t  remis en suspen- 

s ion  dans 2,25 m l  de tampon T r i s  0,01 M - NaCl 0,05 M - EDTA 0,05 M (TES) 

vo1eri.e 
pH 8. On a j o u t e  un .cFerri8Fe égal d'une s o l u t i o n  de lysozyme à 400 Fig/ml dans 

du TES sa turé  en n-dodécylamine (Merck) en mélangeant doucement e t  on l a i s s e  

. dans l a  g lace pendant 30 mn.'La lyse e s t  r é a l i s é e  pendant 1 h après a d d i t i o n  

de 10 p l  de d iéthy l -pyrocarbonate (Sigma) p u i s  de 0,5 m l  de dodécyi- 

sarcosinate de sodium (Sarkosyl ; Ciba-Geigy) à 10 % dans l e  tampon TES. 

Le l y s a t  c l a i r  e t  visqueux e s t  éventuel lement homogénéisé dans un tube 

de 16/160 pendant 30 s sur un mélangeur r o t a t i f  de type Cenco à v i t e s s e  

maximale. 

2) Lyse a l c a l i n e  

Nous avons employé l a  methode de NUTI e t  c o l l .  ( 7 4  : après 

t ra i tement  par  l a  c a r b é n i c i l  l i n e  e t  c e n t r i f u g a t i o n  comme ci-dessus, l e  

c u l o t  e s t  r e p r i s  dans 0,675 m l  de TES pH 8 auquel on a jou te  0,675 m l  de lyso- 

zyme à 400 ug/ml dans l e  même tampon saturé  en n-dodécylamine. Après sé jour  



de 30 mn dans l a  glace, on complète par  0,15 m l  de Sarkosyl à 10 5 dans l e  

tampon TES e t  0,15 m l  de NaCl M - NaOH 3 M e t  on l a i s s e  1 h dans l a  glace. 

On homogénéise ensui te,  l e  cas échéant, de l a  même façon que pour l a  lyse 

neutre. 

V I ANALYSE DE L '  ADN PAR ULTMCENTR 1 FUGAT 1 ON 

1 )  Gradients neutres de CsCI 

Dans un tube de 16/160 muni d'un bouchon à v i s  e t  contenant 5 m l  

de s o l u t i o n  d'ADN dans l e  tampon c h o i s i ,  on d issout  du CsCl par  invers ion  

répétée du tube jusqu fà  l ' o b t e n t i o n  d'une dens i té  de 1,7 g/nil à 2S°C, 

correspondant à un i n d i c e  de r é f r a c t i o n  nD250c = 1,3993 selon l a  formule 

de IFFT e t  c o l  1 .  ( 17 ) : dZ50C = (10,8601 x n,, 250C) - 13,4974. 

Les tubes en n i t r a t e  de c e l l u l o s e  (Beckmanl' sont rempl is  jusqu'à 

2 à 3 mm du bord e t  é q u i l i b r é s  ; l a  cent;ifugation e s t  e f fec tuée à 33000 

t o u r s  par  mn pendant 72 h à 25OC, dans l e  r o t o r  SW 50.1. ou SW 65. 

2) Gradients de CsCI en présence de bromure d léth id ium 

A 5 m l  ' de l ysat  neut re  on a j o u t e  0,21 m l  de bromure de 3,8-diamino 

6-phényl 5 - é t h y l - p h é n a n t h r i d i n i u m  (ou bromure d 'éth id ium ; Sigma) à 

10 mg/ml de tampon TES pH 8. Après homogénéisation douce, ce mélange es t  

amené à une densi té de 1,6 a / m l  à 25OC (ng 250C = 1,3902). La c e n t r  i f ugat ion 

e s t  r é a l i s é e  de l a  même manière que pour l es  grad ients  neutres de CsCI. 

3) Gradients de s u l f a t e  de césium en présence d ' i ons  argent  ( A ~ ' )  

Nous nous sommes r é f é r é s  à l a  méthode de JENSEN e t  DAVIDSON ( 5 1  : 

l a  s o l u t i o n  dlAC)Nest d ia lysée successivement cont re  de IIEDTA 0,l M pH 8 

(24 h l ,  du pe rch lo ra te  de sodium 0,1 M (24 h )  p u i s  du s u l f a t e  de sodium 

0,01 M ( 2  f o i s  24 h l .  La concent ra t ion  en ADN e s t  déterminée pa r  mesure 

de I1absorbance à 260 nm, 20 de dens i té  opt ique sur  un parcours de 1 cm 

correspondant à 1 mg/ml (spectrophotomGtre ZEISS PMQ I I l .  A I1ADN en s o t u t i o n  



dans Na SO 0,01 M, on a j o u t e  du n i t r a t e  d'argent e t  or? homogénéise immédiate- 
2 '4 

ment, de faqon à obten i r un rappor t  mr> l a  i r e  /ADN. - phosphate de I ' o rd re  

de 0,35 ; l a  mo la r i t é  en ADN - phosphate e s t  c e l l e  de l a  moyenne des r é s i -  

dus nucléotidyl(-base-2~déoxyribose-P03H-) formant l es  deux b r i n s  de 

l'ADN, en tenant  compte du pourcentage r e s p e c t i f  de chacune des 4 bases. 

Ce mélange e s t  amené à pH basique par  ad jonc t ion  de t é t r a b o r a t e  de sodium 

(Na2B407 ou borax ; 1.25. I O - ~ M ) .  Du s u l f a t e  de césium (CS2S04 Suprapur ; 

Merck) e s t  dissous pour a v o i r  une dens i té  f i n a l e  de 1,5 g/ml, correspondant 

à un i n d i c e . d e  ré f rac t , ion  à 25OC de 1,3745 selon l a  formule de LUDLUM 

2 
e t  WARNER ( 63 : dZ5OC = 0,9954 + 11,1066 (n-no) + 26,446 (n-no) , où 

no = i nd i ce  de r é f r a c t i o n  de l 'eau à 25OC, s o i t  1,3325. La c e n t r i f u g a t i o n  

e s t  e f fec tuée comme pour l es  grad ients  de CsCI. 

4) Gradients a l c a l i n s  de saccharose 

Ceux-ci sont r é a l i s é s  dans du tampon T r i s  0,01 M - NaCl 1,05 M - 
EDTA 0,005 M - NaOH 0,3 M pH 12,3 ( 74 1, contenant du saccharose (Merck) 

à 5 $ e t  à 20 %, s o i t  respectivement 50,9 mg/ml e t  216, 2 mg/ml. Les 

grad ients  l inéa ' i res  sont  confect ionnés au moyen de l ' a p p a r e i l  de BRITTEN 

e t  ROBERTS ( 1 3  1 re  l i é  par  une pompe p é r i  stai'i-i que à un système de remp l i s- 

sage automatique de g rad ien t  (Buchler  ' fAuto-densi-f iow'f). Les volumes de 

saccharose à 5 e t  20 % dans les  deux cuves sont de : 2,5 m1/2,5 m l  pour 

l e  r o t o r  SW 50.1 e t  6,7 m1/6,3 m l  pour l e  r o t o r  SW 40. Au sommet de ces gra- 

d ien ts ,  on dépose 0,1 à 0,15 m l  ( r o t o r  SN .50.1) ou 0,4 à 0,5 m l  ( r o t o r  

SW 40) de l y s a t  a l  ca l  i n. Les c e n t r i  fugat  ions o n t  l ieu  à 4 O C  e t  à 37000 t o u r s  

par  mn pendant un'temps va r iab le .  

5 )  Co l lec te  e t  analyse des grad ients  

Les grad ients  à I 'équi l i b r e  ( s e l s  de c6sium) sont f rac t i onnés  

au nombre de gouttes constant,  grâce à un apparei l  Buchler f 'Auto-densi - f lowf '  

ou un f r a c t  ionneur de grad ients  I SC0 ; ce de rn ie r  e s t  emp loyé pour l e s  f r a c -  



t ionnement des grad ients  a l c a l i n s  de saccharose en temps constant.  L'ADN 

non r a d i o a c t i f  e s t  repéré au spectrophotomètre à 260 nm après d i l u t i o n  avec 

du tampon approprié. L'ADN marqué contenu dans chaque f r a c t i o n  ou dans une 

p a r t i e  a l  iquote, après a d d i t i o n  de 50 p g  ~ ' A D N  de thymus de veau, e s t  

p r é c i p i t é  par  un volume égal d 'ac ide  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 10 % glacé, p u i s  l e  

ma té r ie l  inso lub le  dans l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  e s t  récupéré par  f i l t r a t i o n  

sur  disques de f i b r e  de ve r re  (Whatrnan GF/C) ; ceux-ci sont r i n c é s  à I f a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  à 5 $ f r o i d ,  à l 'é thano l  p u i s  à l ' é t h e r  e t  ensu i te  séchés. 

La r a d i o a c t i v i t é  e s t  comptée en présence d'un l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  composé 

de 4 g de 2,5-diphényl-oxazole e t  0,1 g de paraphénylène-bis (phényl-5-oxazole)- 

2 ,Z1  dans un l i t r e  de Poluène ; du Lipoluma (Lumacl a également é t é  u t i l i s é .  

V I 1  DETERMINATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES (ANTIBIOGRAMME) 

Les souches, c u l t i v é e s  sur  m i l i e u  RC glucosé, sont ensemencées 

par  inondat ion à l a  sur face de b o i t e s  de P é t r i  contenant 25 m l  de m i l i e u  

6 RCG glucosé (3  m l ,  de d i l u t i o n ,  de l ' o r d r e  de 5.10 c e l l u l e s  par  ml)  ; l 'excès 

de l i q u i d e  e s t  réasp i ré  e t  les  b o i t e s  sont mises à sécher à 37OC pendant 15 rnn. 

Des disques,(lnstitutPasteur Product ion ; b i o  Mérieux) contenant une q u a n t i t é  

standard d ' a n t i b i o t i q u e  sont déposés à l a  sur face en appuyant légèrement e t  

on incube à 30°C pendant 36 h. Le diamètre des zones d ' i n h i b i t i o n  apparues 

e s t  mesuré, e t  l e  comportement de chaque souche (sensib le,  in termédia i re,  

r é s i s t a n t e ) e s t  déterminé. 

V l l l  ESSAIS DtELIMINATION DE PLASMIDES 

4 On f a i t  un inoculum de l ' o r d r e  de 10 c e l l u l e s  par m l  dans du m i l i e u  

RC glucosé pH 7,6 addi t ionné,  l e  cas écheant, de dihydrostreptomycine, e t  

contenant des agents c u r a t i f s  à concentrat ions va r iab les  : a c r i d i n e  orange 

(Sigma ; ch lo ru re  de 3,6-bis-diméthylamino-acridinium), a c r i f l a v i n e  (Sigma ; 



mélange de ch lo ru re  de 2,8-diamino-10-méthyl-acridiniurn e t  de 2,8-diamino- 

a c r i d i n e ) ,  bromure dléthidiurn e t  SDS, On incube ensu i te  pendant 72 h à 30°C. 

Après numération des c e l l u l e s ,  chaque é c h a n t i l  Ion e s t  d i l u é  e t  é t a l é  sur  

des b o i t o s  de m i l i e u  RCG glucosé de façon à o b t e n i r  env i ron  une c inquantaine 

de co lon ies  par  bo î te .  Ces dern ières  sont a l o r s  rép l  iquées sur  l e s  m i  1 ieux 

de sé lec t i on .  

TESTS D1\NFECTIVITE ET D'EFFICIENCE 

Ceux-ci sont r é a l i s é s  sur  p l a n t u l e s  aseptiques de luzerne 

(Medicago s a t i v a )  selon BONNIER e t  BRAKEL ( 9 1. 





Dans c e t t e  étude, nous avons comparé dans un premier temps l a  

composit ion en bases de l'ADN de l a  b a c t é r i e  l i b r e  e t  du bactéro jde  pa r  l a  

technique de c e n t r i f u g a t i o n  en grad ient  de CsCI, après e x t r a c t i o n  e t  p u r i f i -  

c a t i o n  de l'ADN p a r  une méthode conduisant à une dégradation importante de 

c e l u i - c i .  Ensuite, nous avons recherché une méthode de lyse douce des c e l -  

l u l e s  de - R. m e l i l o t i ,  nécessaire à l a  mise en évidence d'ADN extrachromoso- . 
mique par  deux techniques basées sur sa c o n f i g u r a t i o n  s p a t i a l e  p a r t i c u l i è r e  : 

c e n t r i f u g a t i o n  de zone en grad ients  a l c a l i n s  de saccharose e t  c e n t r i f u g a t i o n  

isopycnique en présence de bromure d léth id ium dans un grad ient  de CsCI. 

La fonc t i on  des plasmides a i n s i  détectés a é t é  abordée, Enfin, ce t r a v a i l  

a é t é  complété par  l a  recherche d'une hétérogénéi té dans l a  composit ion 

en bases de l'ADN de quelques souches : g rad ien ts  de Cs2SOq en présence 

d ' ions  argent. 

1 DETERMINATION DE LA DENSITE APPARENTE DE L'ADN DE LA BACTERIE LIBRE ET - 
W BACTEROIDE (souche 2011 s t r  3 ) .  

1 )  P r i n c i p e  

Quand on soumet à une fo rce  c e n t r i f u g e  importante de IfADN dans une 

s o l u t i o n  concentrée de CsCI, un grad ient  de dens i té  se crée dans l e  tube e t  les 

molécules d'ADN viennent se p lace r  dans l a  zone qui correspond à l e u r  dens i te  

apparente ; c e l l e - c i  e s t  f onc t i on  du degré d 'hyd ra ta t i on  de l a  molécule 

d'ADN dans l a  s o l u t i o n  de sel  de césium considérée, a i n s i  que de l a  composi- 

t i o n  en bases de l'ADN é t u d i é  ( 1 4  1. Par exemple, l a  dens i té  apparente 

d i t e  "de f l o t t a t i o n "  de l'ADN dlE. -- c o l i ,  éga le  à 1,710 g/ml en g rad ien t  de 

CsCI, n 'es t  p l u s  que de 1,426 g/ml en g rad ien t  de Cs2S04 ( 9 0  1. 



2)  C e n t r i f u g a t i o n  en grad ient  de CsCI de l'ADN de l a  souche 

201 1 s t r  3 (bac té r ie  1 i bre  e t  bactéraïde) .  

L'ADN e x t r a i t  par l a  méthode de MARMUR à p a r t i r  d'une c u l t u r e  

de l a  souche 2011 s t r  3 d'une par t ,  de bactéro ldes de nodules apparus s u r  plan- 

t u l e s  de luzerne après i nocu la t i on  de c e t t e  souche d 'au t re  par t ,  a  é t é  

analysé en gradient  de CsCI, en présence d'ADN r a d i o a c t i f  témoin d tE.  -- c o l i  
- 

K 12 H f r  C Thy préparé par  la  même technique. 

No. de fraction 

Figure 2 : Détermination de l a  densi té  de- l1Ki?N e x t r a i t  : a) de l a  
souche 201 1 str 3 ; b)  des bact6ro2d.e~ en provenant, . , 

LyfDN témoin rad iozc t i f  e s t  celui  dsg. coli JLCr C ~ h f .  
Collecte de f r a c t i o n s  dc 3 cjoiittes, 

La f i g u r e  2 montre un exemple de déterminat ion de l a  dens i té  de 

I 'ADN p u r i f  i 6  provenant de l a  bac té r ie  l i b re  e t  de bactérolde. La d i f f é r e n c e  

de densi té observée pour l'ADN témoin par  rappor t  à l a  va leur  théor ique 

(1,710 g/rnl) e s t  ret ranchés de l a  dens i té  de l ' A D N  étudié,  c e t t e  de rn iè re  

é t a n t  d é f i n i e  d'après l a  pente du grad ient  de CsCI. 



Pour I1ADN de l a  souche 2011 s t r  3, nous avons t rouvé une dens i té  

de 1,722 g/ml (moyenne de 5 déterminat ions) ,  ce qui  correspond à un contenu 

de 63,2 % en guanine + cytos ine,  s i  on se r é f è r e  à l a  formule de 

SCHILDKRAUT e t  c o l l .  ( 8 1 )  : P = (1,660 + (0,098 x % GC))  g/ml. 

Cet te  va leur  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  de I1ADN de Rhizobium (29,871. 

En ce qu i  concerne l'ADN e x t r a i t  des bactéroîdes de l a  même souche, 

une densi té moyenne de 1,722 g/ml également a é t é  observée, d'après 3 dé te r -  

minat ions. 

Par l 'emploi des grad ients  neutres de CsCI, nous n'avons pas mis 

en évidence d 'hétérogénéi té dans I1ADN étud ié .  Cet te  technique n ' e s t  u t i l i s é e  

pour met t re  en évidence de I1ADN plasmidique que s i  c e l u i - c i  présente une 

d i f f é r e n c e  de dens i té  apparente s u b s t a n t i e l l e  par  rappor t  à c e l l e  de I1ADN 

chromosomique : c ' e s t  l e  cas des souches de Proteus m. i rab i ! i s  ayant reçu 

un plasmide dlE. c o l  i ( 37 1. 

I I  RECHERCHE D'UNE METHODE CONVENABLE DE LYSE DOUCE DES CELLULES DE 

La méthode de MAFIMUR, que nous avons employée pour e x t r a i r e  I1ADN 

de - R. m e l i l o t i ,  condu i t  à l a  fragmentat ion de l'ADN en morceaux de l ' o r d r e  

de 10 Mdal, d'où une d e s t r u c t i o n  de l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  des plasmides 

d'un poids n o l é c u l a i r e  supér ieur  ( 1  5 ). 

Les techniques physico-chimiques de miseen évidence d'ADN ex t ra -  

chromosomique é t a n t  pr inc ipalement basées sur  l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  de l a  

molécule, c 'es t -à-d i re  l a  forme c i r c u l a i r e  fermée superhél icoîdale,  i l  

e s t  absolument nécessaire de conserver c e l l e - c i  en e f fec tuan t  une lyse douce 

des ce1 Iu les  à basse température e t  en présence d'un agent ché la teur  deç 

++ . 
ions Mg , IIEDTA, ceci a f i n  de minimiser  l ' a c t i o n  des désoxyribonucléases 

endogènes. 



De nornbreuses méthodes é t a b l i e s  su r  I1emploi de lysozytne en présence 

de saccharose e t  dlEDTA o n t  é t é  m i  ses au p o i n t  chez E. c o l  i ; e l  l es  permettent -- 
d'ob ten i r  un l y s a t  c l a i r  e t  visqueux en quelques minutes à température de 

O à 4OC ; l e u r  a c t i o n  se décompose en deux étapes : 

- format ion de sphéroplastes (formes bactér iennes dépourvues de 

p a r o i )  en m i l i e u  hypertonique, r é s u l t a t  d'une des t ruc t i on  p l u s  ou moins 

importante de l a  paroi  par  l e  lysozyme, qu i  hydrolyse l e s  l i a i s o n s  8-1,4 

e n t r e  les rés idus  N-acétyl-muramique e t  les  rés idus N-acétyl-glucosamine 

de l a  muréine, l a  présence dfEDTA s lavérant  indispensable chez. l e s  bac tér ies  

à gram n é g a t i f .  

- l yse  des sphéroplastes obtenus par  un détergent  non ionique 

(é the r  monostéarique du polyéthylène g l y c o l  ou B r i j  58) associé au désoxy- 

cho l a t e  de sod i um '( DOC ; agent de d i ssoci a t  ion  des 1 i poproté i nes membrana i res )  

ou par  des détergents ioniques (SDS, Sarkosyl ) .  
- - .  

Contrairement à E. c o l i  e t  comme les  bac té r ies  du genre v o i s i n  -- 
Agrobacteri  um ( 58 1, l e  Rh i zob i um ,es t  peu sensi b 1.e à ces méthodes de lyse 

à basse température. A t i t r e  d'exemple, nous avons essayé l a  technique 

de GODSON ( 4 1  qu i  permet d ' o b t e n i r  e t  de l y s e r  des sphéroplastes 

dlE. c o l i  en 3 mn à 4OC : l e  c u l o t  ce1 l u l a i r e  e s t  remis en suspension - -  

dans 0,4 m l  de saccharose à 25 % dans l e  tampon Tris-HCI 0,01 M pH 8,1 pu is  

on ' a jou te  0, l  m l  de l ysozyme à 425 pg/ml, dans du T r i  s-HC I 0,125 M - 
EDTA 0,004 M pH 8,1. On l a i s s e  a g i r  45 s à 1 mn e t  on t r a n s f è r e  dans 

l e  mélange de l yçe comprenant 0,1 m l  de B r i  j 58 à 5 % dans du T r i  s-HCI 

0, l  M pH 7,2 - 0,2 m l  de DOC à 1 $ dans l e  même tampon pH 8,1 e t  0,15 m l  

d'eau d i s t i l l é e .  On mélange en asp i ran t  e t  re fou lan t  à l a  p i p e t i e .  

La r é u s s i t e  de l ' o p é r a t i o n  e s t  concrét isée par  i a  format ion d'un 

l y s a t  c l a i r  e t  visqueux ; l a  v i s c o s i t é  observée e s t  essen t ie l  lement due à l a  

dégradation des corps nuclea i res  (ou chromosomes I'p 1 iés")  , formes sous .les- 



que l l es  IvADN chromosomique se t rouve empaqueté à l ' i n t é r i e u r  de l a  c e l l u l e  

bactér ienne ( 8 6 .. 

Nous avons t e n t é  d 'app l iquer  c e t t e  méthode à l a  souche 2011 s t r 3  ; 

nous n'avons obtenu aucune lyse, même en f a i s a n t  v a r i e r  d i v e r s  paramètres : 

nombre de ce1 Iu les,  concent ra t ion  en lysozyme, pH . Au microscope, on 

n'observe pas de sphéroplastes mais des aggrégats c e l l u l a i r e s .  

Chez Agrobacterium tumefaciens, qu i  n ' e s t  pas sens ib le  aux procé- 

dés de lyse  u t i l i s é s  chez E. c o l i ,  un t ra i t emen t  re la t ivement  long avec des -- 
enzymes p ro téo ly t i ques  à température élevée (37") e s t  nécessaire (103) .  

TSHITENGE e t  c o l l .  ( 9 2  o n t  employé c e t t e  technique avec un c e r t a i n  succès 

chez Rhizobium t r i f o l i i .  Par un système s i m i l a i r e ,  d é c r i t  dans "Matér ie l  

e t  méthodes" (paragraphe I V  - 21, mais où l ' a c t i o n  du SDS à 0,5 % pendant 

15 h e s t  remplacée par  ce1 l e  du Sarkosyl à 1 % durant ' 90  mn 21 37OC (puisque 

l e  SDS e s t  i nso lub le  dans l e s  s o l u t i o n s  concentrées de CsCI) nous avons 

recherché l ' ex i s tence  de plasmides chez des souches de R. leguminosarurn, - 
R. phaseo l i  e t  R. t r i f o l i l  ; un plasmide a é t é  m,is en évidence par  cen- t r i -  - - 
fugat ion  en grad ient  de CsCI, en présence de bromure d'éthidiüm, chez l a  

souche de - Fi. leguminosarum L 2 S ( 1 2  1. Malheureusement, une mauvaise 

r e p r o d u c t i b i l i t é  de ce r S s u l t a t  a é t é  constatée, probablement imputable 

à l a  température élevée enp loyée ( 3 7 " C ) .  

Pendant que nous e f f e c t u i o n s  nos travaux, une méthode de lyse 

à basse température après t ra i t emen t  des c e l l u l e s  d'A. tumefaciens par l a  - 
c a r b é n i c i l  l i n o  a 6-I-é pub l i ée  par  LEDEBOER e t  c o l l .  ( 5 8  1 p u i s  appl iquée à 

quelques espècos de Rhizobium par NUTI e t  c s l l .  ( 7 4  1 .  Cet a n t i b i o t i q u e  de -- 
l a  famElle des p é n i c i l l i n e s  e s t  connu pour son a c t i o n  i n h i b i t r i c e  sur  l a  

biosynthèse de l a  paro i  bactér ienne. En soumettant S ce procédé les  souches 

de - R. m e l i l o t t  qiie nous avons ét.udiées, une lyse  convenable en 90 mn dans l a  

g lace a ét6 obtenue pour l a  m a j o r i t é  de c e l l e s - c i ,  en mod i f i an t  un seul 



paramètre, l a  concentrat ion en c a r b é n i c i l l i n e  dans l a  c u l t u r e  bactér ienne : 

5000 ug/ml au l ieu. de 500. Les l y s a t s  a i n s i  formés à p a f - t i r  de c u l t u r e s  

rad ioac t i ves  o n t  é té  analysés a f i n  de rechercher l a  présence d'ADN ext ra-  

chromosorni que. 

I I I  M I S E  EN EVIDENCE DE PLASMIDES 

Nous avons employé deux méthodes basées sur  l a  con f igu ra t i on  

s p a t i a l e  p a r t i c u l i è r e  de ces macromolécules : 

- sédimentat ion de zone en grad ients  a l c a l i n s  de saccharose 

- c e n t r i f u g a t i o n  isopycnique en présence de bromure dléthidium 

en grad ient  de CsCI . 

1 )  Cent r i f uga t ion  en grad ients  a l c a l i n s  de saccharose 

Dans un l y s a t  bactérien,l lADN se t r ~ u v e  sous d i f f é r e n t e s  formes : 

- l e  chromosome Ifpl  iéT1 ou corps nuc léa i re ,  don* l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i  r c  se- 

r a i t  maintenue par  un ARN p a r t  i c u l  i e r  ( 86,100); d1  importantes précaut ions 

do ivent  ê t r e  p r i s e s  pour son isolement à i 1 é t a t  n a t i f .  

- des fragments l i n é a i r e s  à deux b r i n s  (b ica téna i res)  d'un poids molécu la i re  

v a r  i ab l e, provenant de l a dégradation du chromosome "p 1 i éll. 

- I1ADN extrachromosomique (que l ' o n  appe l le  plasmide ou moins couramment 

ADN s a t e l l i t e ) .  La f i g u r e  3 montre l e s  formes p r i s e s  par  c e l u i - c i  dans des 

cond i t i ons  de pH vo is ines  de l a  n e u t r a l i t é  e t  a l c a l i n e s .  Dans l e  premier 

' 
cas, on observe (études qu i  o n t  é t é  réa l i sées  au microscops é lec t ron ique)  : 
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Fi  jure 3 : Représentation schématique des d i f f  éreiitc s coi'if i p r a t i o n s  
des riol.écules d'AD11 plaç.nldiques. Les c:iiffr?s criJiTe 
parent!l$se s sont le ç coe f f i c i en t s  de çédimerstati oil z e l  a- 
t i f s  d e s  d i f f é r en t e s  mol-bcules d'ADN du v i rus  du polyome 
en gradients  de s~ccha rose  neutre e t  d c d - i n ,  DgaprPs  
CLOItT S (15) 

. une conf i g u r a t  ion c i  rcu  l a  i r e  fermée (pa r  l i a  i sons covalentes) 

superhé l ico fda le  e t  b i c a t é n a i r e  ; on ignore l a  na ture  des l i a i s o n s  qui  

conduisent à c e t t e  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  de l a  molécule, semblable à c e l l e  

de IIADI.I du v i r u s  du polyome ( 9 7  1 ou de mitochondries ( 1 0  1. 

, une forme c i  r-CU l a  i r e  "ouverte1' b ica téna i  r e  : I louverture d'un 

b r i n  en un seul p o i n t  de l a  chaîne polyd6soxyribonucléotidique provoque l a  

p e r t e  de l a  s t r u c t u r e  en superhél ice. 

. une molécule l i n é a i r e  b ica téna i re ,  après rup tu re  des deux b r i n s  

de I1ADN au même e n d r o i t .  

Les p ropor t i ons  respect ives de ces 3 formes dans les  l ysa ts  sont  

var iab les .  Le rendement de I ' i so lement  des plasmides concerne l e  pourcentage 

des molécules dont l a  c o n f i g u r a t i o n  e s t  c i r c u l a i r e  fermée superhel i c o l d a l e .  



A un pH supér ieur  à 11,5, les  ponl-s hydrogène e n t r e  l es  bases 

complémentaires de I1ADN sont rompus d'où une séparat ion des deux chaines. 

En conséquence, l a  forme l i n é a i r e  b i c a t é n a i r e  va se sc inder en deux b r i n s  

l i n é a i r e s  monocaténaires, t a n d i s  que l a  forme c i r c u l a i r e  "ouverte" donnera 

un b r i n  l i n é a i r e  e t  un b r i n  c i r c u l a i r e  monocaténaires. Toutes ces molécules 

à une chafne polydésoxyribonucléotidique o n t  donc un poids molécu la i re  

diminué de mo i t i é .  

Par contre, l a  con f igu ra t i on  c i r c u l a i r e  ferme@ superhél i c o i d a l e  

b ica téna i re ,  b ien  que les  ponts hydrogène so ien t  dé t ru i t s ,  r e s t e  e n t i è r e  

du f a i t  de l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  de l a  molécuie e t  son poids mo lécu la i re  

e s t  inchangé. 

Par c e n t r i f u g a t i o n  dans un g rad ien t  a l c a l i n  de saccharose, 

ces d i  f fé rentes  rim l écu les  vont m i  g r e r  avec des constantes de séd i men7-at i on  

inégales.Les formes l i n é a i r e  e t  c i r c u l a i r e  monocaténaires se comportent 

de l a  même faqon que les  fragments l i n é a i r e s  à une chaine de IIADN chromo- 

somique (dans ce cas, seul l e  poids moléculaire.intervient), t a n d i s  que 

l a  forme c i r c u l a i r e  fermée superhé l ico Ïda le  b i ca téna i re  du plasmide 

sédimente 3 à 4 f o i s  p l u s  v i t e .  La séparat ion e s t  d 'autant  m e i l l e u r e  que 

l e s  fragments d'ADN chromosomique o n t  un poids molécu la i re  p lus  f a i b l e ,  

d'où l ' i n t é r ê t  de I fhomogénéisat ion du l y s a t .  

Cet te  fechnique a  é t é  d'abord essayée pour deux souches de 

R. m e l i l o t i  po r tan t  l e  plasmide R P 4  : M 22 s t r  ( R  P 4 )  e t  2011 s- t r3 (R  P 4), - 
Celu i -c i  e s t  mis en évidence dans les  deux cas par  c e n t r i f u g a t i o n  dans 

un grad ient  a  l c a l  i n  de saccharose 5 - 20 5 ,  apres 40 mn. Les témoins 

correspondants (souches M 22 s t r  e t  2011 s t r  3 )  ne montrent aucun p i c  p las -  

midique dans les mêmes cond i t i ons  ( f i g u r e  4 ) .  



No. de f ract ion 

Fi<-u.rc 4 : Centriikgation en grcdient alcalin de saccharose peri- 
d m t  ÇO PLI 2i 37 000 tmrs p,m ml e t  A 4 O  C da i s  le 
ro to r  S:I 50,ie des lysats alcdi-i is  obtelius à p a r t i r  des , , 
SOU.CIICS : a) 2011 str  3 (B  P 4) ; t)) M 22 s t r  (li P 4) ; 

' 

c )  2011 str 3 ; d) 1.1 22 str. La f lèche Lniiicp.e le clizîçc- ,- * / 
..-.A' 

melit dî@chelle. 





L'accumulat ion de matér ie l  r a d i o a c t i f  p r é c i p i t a b l e  par  l ' a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  constatée dans l e  fond du grad ient  pouvant ê t r e  due à l a  

présence dlADN s a t e l l i t e  de t a i l l e  p l u s  importante, les  l y s a t s  a l c a l i n s  des 

souches M 22 s t r  e t  2011 s t r  3 on t  é t é  analysés par c e n t r i f u g a t i o n  durant 

17 mn dans des pots p l u s  longs, ce qu i  a  permis de t rouve r  un p i c  d'ADN 

à sédimentat ion rap ide pour l a  souche M 22 s t r  seulement (F igu re  5 ) .  

Ce p i c  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  d'un grand plasmide, comme cec i  l ' a  

é t é  remarqué par  NUTI e t  c o l l .  ( 7 4  chez R. t r i f o l i i  1 5  ; nous avons uPi-  

l i s é  c e t t e  dern ière  souche comme témoin ( f i g u r e  6 )  e t  nous avons conclu 

que l a  t a i l l e  du plasmide de l a  souche M 22 s t r  deva i t  ê t r e  un peu i n f é r i e u r e  

à c e l l e  du plasmide de R. t r i f o l i i  T 5  (350 Mdal). - 

NO. de fraction 

Ficure 6 : Ccntri .Fu~at ion en graclie:._i 3.lc:;liü & c,ac:-h;~-oi;z p e c d a t  
17 r::? 2 37 000 "cours ;>a rnil e t  à clo C +fis le r o t o r  s;j 40 ' 

du l y s a t  alcalin obtenlii pairtir de l a  s o ~ ~ l ? e  de Ii, t r i f o l i i  
T 5 ,  La flèclle indique Ic c l l x ~ g e ~ i i e n t  dg6clr;el?-e, 



Chez t r o i s  au t res  souches : M 5 N 1, M 1 1  S e t  1.5, un ADN 

extrachromosomique n 'a  pu ê t r e  détecté qu'après 40 mn de c e n t r i f u g a t i o n  

dans l e  r o t o r  SW 40 (Figure 7 ) .  

Enf in,  pour les  t r o i s  souches : M 9 S ,  M 12 S e t  2011 s t r  3, 

II ne nous a pas é t é  poss ib le  de me t t re  en évidence un plasmide en g rad ien t  

a l c a l i n  de saccharose. Pour l a  souche 2011 s t r  3, nous avons f a i t  v a r i e r  

l a  durée de c e n t r i f u g a t i o n  à 37000 t o u r s  par mn dans l e  r o t o r  SW 40 : 

10, 17, 40 e t  80 mn, sans r é s u l t a t .  Nous avons envisagé que l'homogénéisa- 

t i o n  du l y s a t  pouva i t  ê t r e  néfas te  au main t ien  de l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  

dlun plasmide de poids molécu la i re  t r è s  é levé ; aussi,  avons-nous é v i t é  

d'homogénéiser l e  l y s a t  avant de l e  déposer sur  l e  grad ient .  Apres c e n t r i -  

f uga t ion  de 10 ou 17 mn dans l e  1-otor SW 40, aucun ADN s a l - e l l i t e  n 'a é-i-é 

observé, I1ADN chromosomique conservant l e  même ernplace~unt dans l e  g rad ien t ,  

Les souches ayant reçu l e  plasmide R P 4 par  conjugaison : 

M 5 N 1 (R P 41, M 1 1  ( R  P 4) e t  1.5 (R P 41, analysées dans l e s  cond i t i ons  

où l e  plasmide indigène des souches-mères (M 5 N 1 ,  M 1 1  S e t  1.5) est. 

mis en évidence, donnent les  r é s u l t a t s  su ivants  ( f i g u r e  8 )  : 

- M 5 N 1 (R P 4 )  e t  1.5 ( R  P 4) : 2 p i c s  plasmidiques aux f r a c t i c n s  

23 e t  36. 

- M 1 1  ( R  P 4) : 1 seul p i c  plasmidique à l a  f r a c t i o n  23. 

CePte dern ière  souche, dont I1ADN e s t  marque au t r i t i u m ,  par  

c e n t r i f u g a t i o n  simultanée de son l y s a t  mélarigé à c e l u i  d ' E .  c o l 1  J 53 - -- 
(R P 4) ayant Incorporé de l a  thymidine I4c, montre deux p i c s  superposés 

par  double comptage ( f i g u r e  9). 



Sommet 10 20 30 40 . 50 Fond 

No.de fraction 

Figure 7 : Centritlgation en g r a d i e n t  d.ca2.in de s-3.cchmoce pendünt 
40 lm 2 37 000 tours  par  et A 4.O C ULIS It r o t o r  S\, 4çi 
des l y sa t ç  a l c a l i n s  oblcilus à partir des souches : a) 1: 5 11 1 ; 
b) Fi 11 S ; c) 1.5. L a  f I l c h e  indiriuc le c h ~ ~ ~ ~ i z e i i r  i f é c h e l l e .  



No. de fraction 

F ' ip re  8 : Cen t r i fuga t ion  e n  çradiczt  d c a l i r z  de çcacchz_rcse pendant 
Ph 

17 m A 37 000 t o u r s  p a  mn e t  4 O  C dans l e  r o t o r  SV 40 
des l\7sats ;dc?liizs ~O. t t - .~ i ; . c ;  2 ?,wtir des  çouci-.es : 
a) 1 i j i  il 1 (B P 4) ; ù) I: 11 (R P 4) ; C )  1.5 (P  P 4). La . 
flèche indiqvte l e  chcagenent d 8 é c h e l l e .  



No. de fraction 

F i w e  9 : Cent r i f uga t ion  s i m l t a n e e  en graclient d c d i n  de saccharose 
pendant: 40 ritn à 37 O00 tou rs  p;?r lm e t  h C dalis l e  r o t o r  
SV 40 de l y s a t s  d c d i n s  obtenus à p a r t i r  des souches M i l  (2 P 4) 
(maquée au tri iim) e t  J 53  (R P 4) ( r !1~p.6e  2u carbone 14) 
Les f l èches  indic luent  le cha.igemen é dléchelle. 

Dans c e r t a i n s  grad ients  e f fec tués  avec les  l ysa ts  des souches 

M 1 1  S e t  M 1 1  ( R  P 41, nous avons remarqué de façon non rep roduc t ib le  

un p i c  à l a  f r a c t i o n  47 ( f i g u r e  10) ; c e l u i - c i  d o i t  correspondre s o i t  à un 

ADN ex-trachromosomique d'une t a i l l e  supérieure à c e l u i  déjà mis en évidence, 

s o i t  à un dimère ou t r i m è r e  de ce de rn ie r  (ces polymères de plasmides, appe- 

lés  caténanes, peuvent appara î t re  dans c e r t a i n s  cas à l a  s u i t e  d 'e r reu rs  

de r é p l i c a t i o n  : f i g u r e  I I  ; 4 0  1 .  



No. de fraction 

Figure 10 : Centrifugation en gradient  a l c a l i n  de sacchmose pend&?:: 
40 nu? à 37 000 tours  p a r  nin e t  à /tO C dans 1ê a-otor SW 40 

lysals  ' d c d i n s  obtenus A p a r t i r  des souches : a) t.I 11 S ; 
b) M 11 ( R  P 4). La flèche i n e q v e  l e  changement dféchel le .  
Observation d'un troisième p i c  A l a  f r x t i o n  47, 

F i p r c  I I  : Représentation schém~iti-e des ca"Lna~c?s. A, B, e t  C 
rnonrrerit d.if?6remts types de d i n G r e s  ii:triqué s l 'un 
dans 3.@autrc ; drapr5s BOUru"JCISUD ( I I  ). 



Nous avons t e n t é  de conf i rmer ces r é s u l t a t s  par  l 'ana lyse de 

l y s a t s  neutres en g rad ien ts  de ch lo ru re  de césium, apr-ès f i x a t i o n  de 

bromure d 'é th id ium sur  l'ADN. 

Détec t ion  de plasmides en g rad ien ts  de CsCI-bromure d 'é th id ium 

a. P r i n c i p e  ------ - 

Cette technique de séparat ion par  c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e ,  

mise au p o i n t  pa r  RADLOFF e t  c o l l .  ( 7 6  1, e s t  basée sur  les  p r o p r i é t é s  

p a r t  i c u l  i è res  de l a  forme c i r c u l a i  r e  fermée superhél icoT'dale d'ADN de 

c e l l u l e s  cancéreuses, ident ique à c e l l e  des plasmides. Le c o l o r a n t  bromure 

dléthidium a é t é  employé, dont l a  formule e s t  l a  suivante : 

Ce composé a  l a  capac i té  de s 1  i nsé re r  e n t r e  les  pa i res  de bases 

adjacentes de I'ADN,dloÙ une d iminut ion  du pas de l ' h é l i c e  formée p a r  

l es  deux b r i n s  e t  l a  longueur de l a  f i b r e  d'ADN augmente, ce qu i  r é s u l t e  

en une baisse de l a  dens i té  apparente de f l o t t a t i o n  en g rad ien t  de CsCI. 

Les formes c i  r c u l a i  r e  l'ouverte1' e t  1 i néai r e  des ADN p l  asmidique 

e t  chromosomique que nous avons vues dans l a  f i g u r e  3 se comportent de 

l a  même façon en f i x a n t  une quan t i t é  importante de bromure d'éthidium, t a n d i s  

que I  ' i nterca lement de ce produ it e n t r e  l es  pa i res  de bases de I 'ADN sous 

con f igu ra t i on  c i r c u l a i r e  fermée superhét ico îda ie  e s t  l i m i t é  du f a i t  des 

con t ra in tes  physiques e x i s t a n t  dans l a  molécule, d'ou une baisse p l u s  f a i b l e  



de l a  dens i té  apparente. Les molécules plasmidiques sous c e t t e  forme sont  

donc b ien séparées de l a  masse de l'ADN chromosomique après c e n t r i f u g a t i o n  

à l ' é q u i l i b r e  en grad ient  de CsCI. Les bandes d'ADN sont v i s i b l e s  dans 

l e  grad ient  pa r  i l l u m i n a t i o n  des complexes ADN-bromure d léth id ium en U.V. 

à 366 nm ( f luorescence) .  

b. A p ~ l i c a t i o n  - -------------- aux I y s a t s  neutres de R. m e l i l o t i  

Les l ysa ts  obtenus à pH 8 à p a r t i r  des 7 souches é tud iées  o n t  

é t é  soumis à c e t t e  méthode ; nous avons u t i l i s é  comme témoin l a  souche 

d v E .  -- c o l i  J 53 ( R  P 41, lysée par l a  même technique que c e l l e  employée 

pour - R. m e l i l o t i ,  l ' i n c u b a t i o n  p réa lab le  en présence de ca rbén ic i  l l i n e  

n 'é tant  pas nécessaire pour E. c o l i .  -- 

Après cen t r i f uga t ion ,  l es  g rad ien ts  o n t  é té  i l l u m i n é s  à 366 nm ; 

nous avons remarqué : 

- deux bandes f luorescentes pour l es  souches J 53 (R P 41, 

M 5 N 1, M 1 1  S, M 22 s t r  e t  1.5. 

- une seule bande large pour l a  souche 201 1 s t r 3  

- une seule bande pour les souches M 9 S e t  M 12 S. 

L 'analyse des grad ients  après c o l l e c t e  e t  comptage de l a  rad io -  

a c t i v i t é  montre l ' ex i s tence  d'ADN plasmidique pour les souches M 5 N 1, 

M 1 1  S e t  M 22 s t r  ( f i g u r e s  12 e t  13) ; un épaulement e s t  observé pour 

l a  souche 1.5 ( f i g u r e  131, qu i  peut ê t r e  dû au f a i t  que c e l l e - c i  e s t  

imparfaif-ement lysée pa r  la  technique de LEDEBOER e t  c o l t .  ( 581, d'où 

un mauvais rendement. 

Pour l a  souche 2011 s t r  3, un important p i c  d'ADN f i x a n t  moins 

de bromure dléthidium e t  proche du p i c  p r i n c i p a l  e s t  mis  en évidence ( f i g u r e  14)  

ce qui  e s t  assez surprenant puisque tous  l es  g rad ien ts  a l c a l i n s  de saccharose, 

e f fec tués  avec c e t t e  souche, ne condu i sent  à aucune dé tec t i on  dlADN sate l l i 4-e. 



No.de fraction 

Figure 12 , ~ e n t r i f ~ ~ é t i o n  analytique en gradieiit  de ~s~l/brormire 
dtéthidium des l y s a t s - n e u t r e s  obtenus à pm,tir des 
souches : a) 11 5 N 1 ; b) 31 11 S. D e s  2 rac t ions  de 42 pl. 
sont  col1ec"ces. La f l èche  indique le cliaigenicnt d'échelle. 

No. de fraction 

Fi:mvrc 1 3 : C~.n t r i~? iga t ion  m r d y t i . q ~ ~ e  en c~ra6ient de ~ s ~ l / n r o r m r e  
d'éthidiurn des lysa t s  neutres  obtewîs  à p,xrtir des vouchcs : 
a) 11 22 s ; b) 1.5. Des Çrac-tions de 48 e t  43 p l  
sont collec"ieeç, L a  f lèche k1diqu.e le chz~gement daéchel le .  
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Ce t te  séparat ion e s t  obtenue en grad ient  de CsCl - bromure dléthidium après 

lyse  des c e l l u l e s  à O'C ; e l l e  ne l ' e s t  pas s i  l a  lyse ~ s t  r é a l i s é e  à 37OC, 

que ce type de grad ient  s o i t  f a i t  avec l e  l y s a t  ou l'ADN p u r i f i é  par  une 

c e n t r i f u g a t i o n  préa lab le  en g rad ien t  neutre de CsCI. 

No. de fraction 

Figure 14 : Centrinigation analytique en gradient  d.e ~ ç ~ l / ' b r o m r e  
dléthidium du l y s a t  neutre obtenu B p = t i r  de l a  souche 
201 1 str 3. Des f r ac t i ons  de 42 pl sont  co l lec tées ,  

Enf in,  on ce qui  concerne les  souches M 9 S e t  M 12 S, aucun 

p i c  d'ADN extrachromosomique n 'a é t é  remarqué ( f i g u r e  15).  



No. de fraction 

Fiçure 15 : Centrifusation analytique en gradiefit de ~s~ l / )_>ronnr re  dlé"s~idiiirn 
des l y s a t s  neutres  obtenus à p a r t i r  des .sou.cl.ies : a) M 3 Ç ; 
b) 1-1 12 S. D e s  I r zc t i ons  de 48 e t  40 p l  sont co l lec tées .  L a  -- 
f lèche indique l e  changement d'échelle, , ;' , ', 

i i 

- .% ." 

3)  Recherche de rés is tance aux a n t i b i o t i q u e s  

L'antibiogramme des 7 souches Btudi6es a é t é  e f fec tué  (28 disques 

appartenant aux d i f f é r e n t e s  f a m i l l e s  d ' a n t i b i o t i q u e s ) .  I I  en r é s u l t e  que 

ces souches m n t r e n t  un comportement d'ense'mble assez uniforme e t  qu'aucune 

rés is tance p a r t i c u l i è r e  ne se dégage d'une souche par  rappor t  aux autres.  

4) Essais d ' é l i m i n a t i o n  par  des agents c u r a t i f s  

Nous avons u t i l i s é  3 souches po r tan t  un témoin interne,  l e  

plasmide R P 4 : M 5 N 1 ( R  P 41, M 1 1  ( R  P 4) e t  M 22 s t r  ( R  P 4 ) .  Les 

4 souches o n t  é t é  inoculées (env i ron  10 c e l l u l e s  par  m i )  dans le m i l i e u  RC 

glucosé pH 7,6 contenant des produi i-s connus pour l eu r  pouvoir  d lé l i t n ina l i on  



des plasmides : a c r i d i n e  orange, a c r i f l a v i n e ,  bromure d 'é th id ium e t  SDS, 

à concent ra t ions  Variables. Les c u l t u r e s  se développent en présence de 

doses sub-bactér iostat iques de ces p r o d u i t s  (par  exemple, l a  souche 

M 22 s t r  ( R  P 4 )  t o l è r e  jusqulà 25 vg/ml de bromure d léth id ium) on t  é t é  

d i luées,  é ta lées  sur  R C G glucosé e t  repi iq i iées ensu i te  sur  ce même m i l i e u  

renfermant 10 pg/ml de t é t r a c y c l i n e .  Nous n'avons repéré aucun clone qui  

a i t  perdu l a  rés is tance à c e t  a n t i b i o t i q u e  ; l e  plasmide R P 4 n 'a  donc pas 

é té  é l i m i n é  de ces 3 souches ; en ce qu i  concerne l e  plasmide indigène 

de c e l l e s - c i  nous ne pouvons pas déterminer s ' i l  en a é t é  de même, du f a i t  

de l 'absence de caractère marqueur. 

ANALYSE DE L 'ADN EN GRAD I  ENTS DE Cs, S04 APRES F I  XAT l ON D1 IONS ACJ' 
L 

Notre étude physico-chimique de l'ADN de R. m e l i l o t i  a  Sté cornplé- - 
t e e  par I templo i  de la  technique de c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  en g rad ien ts  

+ 
de s u l f a t e  de césium après réac t i on  d ' i ons  Ag avec IIADN, a f i n  de v o i r  

s ' i l  n ' e x i s t a i t  pas une hétérogénéi té dans l a  composit ion en bases de IfADN 

e x t r a i t  de quelques souches. 

1 )  P r i n c i p e  

Contrairement aux deux premières techniques de mise en évidence 

des plasmides qui sont basées su r  les  p rop r ié tés  de l a  forme c i r c u l a i r e  

fermée superh6l icoÎdaie,  c e t t e  méthode, élaborée pa r  JENSEN e t  DAVIDSON ( 5 1  1 

t i e n t  uniquement compte de l a  composit ion en bases de l 'ADN.  E l l e  condu i t  

à une m e i l l e u r e  séparat ion de molécules de dens i té  apparentes t r è s  proches, 

pour l a q u e l l e  une c e n t r i f u g a t i o n  en grad ient  neutre de CsC1 ne s u f f i t  pas. 



+ 
Les ions Ag se f i x e n t  d 'au tant  mieux s u r  ItADN que c e l u i - c i  e s t  

r i c h e  en guan ina e t  cy tos ine  ; I 'augmentation de l a  densi t é  apparente de 

f l o t t a t i o n  qui  en r é s u l t e  s e r a i t  due à un changement du taux d 'hyd ra ta t i on  

4 + .  
du complexe ADN - Ag ; cependant, i l  y a s a t u r a t i o n  de itADN en ions Ag 

s i  l e  rappor t  mola i re  A ~ * / A D N  - phosphate a t t e i n t  l a  va leur  de 0,5, e t  

+ + 
l e  complexe ADN - Ag p r é c i p i t e  à un pH acide. Les ions Ag se l i e n t  e n t r e  

l e s  deux bases comme l e  montre l a  f i g u r e  ci-dessous : 

- d Rib - 

La c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  s 'e f fec tue  en grad ient  de Cs2S04 

Z 
c a r  l es  ions Ag réagissent  avec l e  CsCl ; l'ADN d o i t  ê t r e  soigneusement 

+ 
d i a l y s é  e t  mis en s o l u t i o n  dans un tampon neut re  v is -à-v is  des ions Ag : 

l e  s u l f a t e  de sodium e s t  préconisé. I I  e s t  nécessaire d'homogénéiser immédia- 

tement l e  mslange ADN-nitrate d ' a r g v ~ t  pour é v i t e r  une r é p a r t i t i e n  I r r é y ü !  i è -  

+ 
r e  des ions Ag l e  long de l a  chaîne dtADI\I. 

2 )  Analyse de l'ADN p u r i f i é  de R. m e l i l o t i  

Un rappor t  mol a i r e  ACJ+/ADH - phosphate de 0.35 a  é t é  c h o i s i  ; pour 

une q u a n t i t é  de 20 yg  dtADN, nous avons c a l c u l é  q u ' i l  f a l l a i t  a j o u t e r  4 UCJ 

de n i t r a t e  d'argent.  Cet te  correspondance a  é t 6  v é r i f i é e  en diminuant de 

m i t i é  l a  dose d1AyN03 d'une p a r t  e t  en l a  doublant d 'au t re  p a r t .  Dans l e  

premier cas, l a  bande d'ADN se t rouve à une dens i té  de 1,428 g/ml après 



cen t r i f uga t ion ,  ce qu i  e s t  pratiquement c e l l e  observée dans un grad ient  neutre 

de Cs2 SOq ; dans l e  deuxième cas, l'ADN e s t  re t rouvé dans l e  fond du tube 

(dens i té  supér ieure à 1,697 g/ml) : i l  y a 'donc sa tu ra t i on  pa r  l es  ions . 

A ~ '  avec préc i  p i t a t  i on  du comp 1 exe ADN-Ag . 

: Exemple de gradient  p r é p a r ~ t i f  de CsC1. L'&Dl? es t  co l l ec t é  
en yerçmt l e  fond du- tube ( f r ac t i ons  de 4 ; l a  
r ad ioac t i v i t 6  e s t  ~~~~~~~~~e -wr des px-ties a l iquo tes  de 
70 pl. Lc-s f rac t ions  7 à 17 sont  récupitréeç, 

Cet te  technique, appl iquée à de l'ADN obtenu par  un grad ient  

p r é p a r a t i f  de CsCI ( f i g u r e  16) après lyse  à 37OC de l a  souche 2011 s t r  3, 

montre I 'ex is- tence de deux p i c s  séparés pa r  deux f r a c t i o n s  ( f i g u r e  17) ; 

ceux-ci sont  t r è s  proches l ' u n  de l ' a u t r e  e t  on pouva i t  c r a i n d r e  q u ' i l s  

correspondent à une e r reu r  de c o l l e c t e  ou de comptage sur une ou deux 

f r a c t i o n s  ; cependant, ces deux p i c s  sont  mis en évidence de façon repro0üc- 



t i b l e  avec 3 aut res  préparai- ions d'ADN de c e t t e  souche. 

No. de fraction 

4- 
Figure 17 : Cer-itrinigation analytique en cjradient de C s  SC - &J de 

2 4 l t  ADN t r i t i é  Ge 12 souche 201 1 s t r  3 provenat-$*un gradient  
prépsrat i f  de CsC1 (20 pg d'ADN dans 1.1) . Des 
f r ac t i ons  de 38 pl. sont co l lec tées ,  
d'im voluriie cornu solit prélevées pour dé terminer 1 a densi t é  
&25O C, 

A$ i n  de v o i r  s i  n o t r e  procédé de grad ient  p r é p a r a t i f  d'ADN ne 

p r o d u i s a i t  pas un a r t e f a c t ,  nous avons analysé de l'ADN t r i t i é  dfE.  c o l i  -- 
HfrC ~ h ~ -  dans les  mêmes cond i t i ons  ; un seul p i c  a é t é  observé ( f i g u r e  18). 

Cet te  expérience a  été également r é a l i s é e  avec de IfADN non 

r a d i o a c t i f  des souches M 9 S e t  M 1 1  S. Les p r o f i  l s  obtenus par  l s c t u r e  

à 254 nm montrent l a  présence de deux p i c s  ( f i g u r e  19). 



Nade f r a c t i o n  

+ ~ i w e  18 : Centrifigation analytique en gradient de C s  SO - pg de 
l'ADN t T i t i é  de l a  souche d t E .  c o l i  H f r  C ~ $ ~ - ~ ~ r o v e n ? a t  
d'un gradient prépara? if de -10 p,g dt4>N). Des fr, 7cFionç . . 
de 42 pl sont collect6e.s. 

FTgwc 19 : Ccntri~%:ration analytique en gradient de Cç,SO + de 
I ADil provecmt de ;radients p r é l x a t i l s  ùe~iJsi?; ::s s0:ic:ie c, : 
a) 1; 9 S ; 5 )  1.i 11 Ç ( 2 0  ]LI dt?,i~ir), Les pro f i i s  dc 254 mii 

. . 
Sûll t  3 b t f l i 1 ' ~ ~  ~ r 2 . c ~  51 i;Jl f p;7(l.;:ioiiii;euy 82 r- l~z~j,c; l~ aç soc- ci 

2 ri? abç0rp-l-io~;:ètre-,-~;;;nlyseui- type *ÇC(-je ~ü pente t ics 
gradients e s t  trs.c&e à pc?rtir des de.a denskt6s e x t r ê r ~ s ,  



I I  e s t  à no te r  q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  de re t rouve r  des densi tés 

apparentes ident iques d'une prépara t ion  d'ADN à une autre,  à cause 

des f a i b l e s  quan t i t és  des p r o d u i t s  en présence e t  de l a  grande s e n s i b i l i t é  

de l a  méthode au rappor t  des concent ra t ions  en ions ACJ* e t  en ADN. 

Tous l e s  r é s u l t a t s  des d i f f é r e n t s . i y p e s  de grad ients  que nous 

avons e f fec tués  sont récap i tu lés  dans l e  tab leau IV. 
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La présence d'ADN extrachromosomique ou d'une hétérogénéi té dans 

l'ADN de - R. m e l i l o t i  a é t é  é tud iée dans l e  b u t  d ' é l u c i d e r  l a  r é p a r t i t i o n  

de l ' i n f o r m a t i o n  génétique contenue dans c e t t e  bac té r ie .  

En un premi e r  temps, nous avons e f fec tué  de.s ' g rad ien ts  neutres 

de CsCl qui  ne nous o n t  pas permis de met t re  en évidence une hétérogénéi té 

dans l'ADN de l a  souche 2011 s t r  3. Ceci e s t  sans doute dû au f a i b l e  pouvo i r  

de séparat ion de c e t t e  technique lorsque des molécules d'ADN ayant une 

d i f f é r e n c e  minime de contenu en bases sont en présence. Cependant, nous 

avons pu déterminer l a  dens i té  apparente de f l o t t a t i o n  de l'ADN de c e t t e  

souche e t  de c e l u i  des bactéro ldes en provenant ( f i gure 2) ; aucune d i  f f é- 

rence s i g n i f i c a t i v e  de composit ion en bases n 'a  é t é  remarquée. Ceci concorde 

avec l e s  r é s u l t a t s  observés par  SUTTON ( 8 7  chez Rhizobium de Lotus e t  -- 
par REIJNDERS e t  c o l l .  ( 7 7  1 chez - R. leguminoçarum, Par confie, AGARWAL 

e t  METHA ( 1 ) o n t  observé une dens i té  apparenye de l'ADN p l u s  f a i b l e  pour 

les  bactéro ldes de souches de Rhizobium iso lées  de Phaseolus aureus e t  -- 
Cicer  ar ie t inum.  -- L ' i d e n t i t é  de densi té apparente de l'ADN de ces deux 

formes extrêmes du Rhizobium n 'es t  pas une preuve s u f f i s a n t e  pour a f f i r m e r  

q u ' i l  n ' y  a pas de changement physique dans. l e  ma té r ie l  génétique l o r s  du 

passage de l a  bac+ér ie l i b r e  vers  l a  forme bactérorde. En e f f e t ,  un contenu 

en ADN p lus  important dans l e  bacterorde ( j usqu 'à  7 f o i s  p lus )  a éPS consta té  

par  p lus ieu rs  auteurs ( 7, 75, 89 p a r ' l a  technique de cytof luor-ornétr ie, 

La &thode de MARMUR ( 6'6 d 'abord ernp loyée pour e x t r a  i r e  I 'ADN 

é t a n t  t r o p  d e s t r v c t i v e  pour conserver l a  s t r u c t u r e  t e r t i a i r e  des plasmides, 

nous avons recherché un procédé convenable de l yse  douce de R. m e l i l o t i  ; - 
l e s  techniques u t i l i s é e s  chez E, c o l i  s ' é tan t  avér6es infruc-tueüses, m2me -- 



en f a i s a n t  v a r i e r  p l u s i e u r s  paramètres, nous avons employé pour commencer 

une méthode de lyse à 37OC i v o  i r "Matériel  el- méthodes" § l V-2) . Ce 1 1 e-c i 

conv ient  par fa i tement  à l a  prépara t ion  d'ADN en g rad ien t  de CsCI mais 

sa durée e t  l a  température élevée sont p r é j u d i c i a b l e s  à l a  s t r u c t u r e  

t e r t i a i r e  des plasmides. Seule l a  technique à l a  c a r b é n i c i l l i n e  p u i s  au 

lysozyme à basse température de LEDEBOER e t  c o l  1 .  ( 5 8  ),modifiée pour l a  

lyse a l c a l i n e  par  NUTI e t  c o l  1 .  ( 7 4  1 condu i t  6 des r é s u l t a t s  dans l 'ensemble 

s a t i s f a i s a n t s .  Comme ces auteurs, nous avons remarqué que l a  lyse a l c a l i n e  

é t a i t  p l u s  e f f i c a c e  que l a  l yse  neutre ; néanmoins, c e t t e  dern ière  nous 

a permis de mePtr-e en évidence des plasmides en g rad ien t  de CsCl - bromure 

dléthidium. Tout cec i  montre que - R. m e l i l o t i  se comporte à ce s u j e t  comme 

les  au t res  espèces de Rhizobium e t  aussi comme A, tumefaciens. - 
La r é c a p i t u l a t i o n  des r é s u l t a t s  dans l e  Tableau I V  permet de 

f a i r e  l e s  consta ta t ions  suivantes : 

a. des piasmides sont  présents chez les  souches M 5 N 1, M 1 1  S 

M 22 s t r  e t  1.5 d'après l es  grad ients  a l c a l i n s  de saccharose ( f i g u r e s  5 e t  

7) ; cec i  e s t  conf irmé pour l es  t r o i s  premières souches par c e n t r i f u g a t i o n  

en g rad ien t  de CsCI - bromure d léth id ium ( f i g u r e s  12 e t  13). f o u r  l a  souche 

1.5, .un épaulement e s t  observé dans ce d e r n i e r  type de gradient ,  avec pour 

cause probable l e  mauvais rendement de l a  l yse  neut re  pour c e l l e - c i .  

b. chez l e  souche M 1 1  S e t  son d é r i v é  M li ( R  P d ) ,  un second p i c  

d'ADN à sédimentation p l u s  rap ide a é t é  remarqué de façon inconstante en 

g rad ien t  a l c a l i n  de saccharose ( f i g u r e  10). Nous pensons q u t i l  correspond 

à l a  présence d'un ADN extrachromosornique de t a i l  l e  p l u s  importante que c e l u i  

régul  ièrememerit mis en évidence chez l a  souche M 1 1  S, niais de t a i  l l e  i n fé-  

r i e u r e  à c e l u i  de l a  souche M 22 s t r  (puisqu'une c e n t r i f u g a t i o n  de 17 mn 

dans les  mêmes cond i t i ons  du l y s a t  a l c a l i n  de l a  souche M 1 1  S ne montre 



aucun p i c  à sédimentat ion rap ide) .  I I  se peut aussi que ce p i c  s o i t  dû à 

l a  format ion i r r é g u l i è r e  de caténaneg. 

c. aucun p i c  à sédimentat ion rap ide en grad ient  a l c a l i n  de saccharo- 

se n 'a  é t é  r e p i r é  pour l e s  t r o i s  souches M 9 S, M 12 S e t  2011 s t r  3 ; 

ceci  peut ê t r e  l a  conséquence s o i t  : 

; de I1absencs d'ADN extrachromosomique ; 

, de l ' ex i s tence  d'un plasmide de t a i l l e  t r o p  importante pour 

r é s i s t e r  aux cond i t i ons  de lyse a l c a l i n e  (qu i  permettent de me t t re  en éviden- 

ce des plasmides jusqulà un poids molécu la i re  de 350 Mdal) ; 

, d'une durée de c e n t r i f u g a t i o n  i n s u f f i s a n t e  pour séparer un 

p e t i t  plasmide (nous avons c e n t r l f u g é  80 mn sans observer de p i c  2 

sédimentation rap ide ) ,  

Ces r é s u l t a t s  o n t  é t é  conf irmés en g rad ien t  de CsCl - bromure 

d ' é th  i d i  um pour l e s  souches M 9 S e t  M 12 S ; cependant, pour l a  souche 

2011 s t r  3 ,  des molécules d'ADN superhé l ico ïda les  formant un p i c  assez 

important (env i ron  7 , 3  % de l a  r a d i o a c t i v i f é  t o t a l e  ; f i g u r e  14) sont 

mises en h i d e n c e .  Ce cas p a r t i c u l i e r  peut  ê t r e  dû s o i t  : 

. à I1accurnulation de copies d'un p e t i t  plasmide dans l a  c e l l u l e  

bactér ienne ; par  exemple,si ce p e t i t  plasmide e s t  d'une t a i l l e  de l ' o r d r e  

d'un c inq  centième de chromosome (env i ron  7  da 1 ,  en esf imant l a  t a i  1 l e  du 

chromosome autour  de 3500 Mdal ;100), ce la  f e r a i t  36 copies pal- c e l l u i e  

avec un rendement de 100 $ en formes c i r c u l a i r e s  fermées superhél icordales,  

ce qui  e s t  improbable. 



. à l ' ex i s tence  d'un ADN ex.trachrumossmique d'un po ids  molécu la i re  

t r è s  é levé non mis en évidence en g rad ien t  a l c a l i n  de saccharose, en 

admettant un bon rendement en g rad ien t  de CsCI - bromure d 'éth id ium. Cet te  

hypothèse p a r a i t  l a  p lus  vraisemblable. 

d. l a  t a i l l e  de ces plasmides e s t  var iab le ,  s i  on l a  juge d'après 

les  p o s i t i o n s  observées en g rad ien ts  a l c a l i n s  de saccharose ; l a  souche M 1 1  S 

renferme un plasmide d'un po ids  r i l é c u l a i r e  légèrement i n f é r i e u r  à c e l u i  

du plasmide R P 4 (36 Mdal;50 ) e t  peu t -ê t re  un second .d 'urie t a i  l l e  supér ieure 

à ce d e r n i e r  ; les  plasmides des souches M 5 N 1 e t  1.5 sont d'une t a i l l e  

t r è s  v o i s i n e  e t  p l u s  élevée que c e l l e  du R P 4 .  Enfin, l a  souche M 22 s t r  

possède un grand plasmide dont l e  po ids  molécu la i re  e s t  un peu i n f é r i e u r  

à c e l u i  de R. t r i f o l i i  T 5 (350 Mdal) ; ces es t imat ions  ne sont va lab les  - 
que s i  l e s  p i c s  d'ADN à sédimentat ion rap ide observés en grad ients  a l c a l i n s  

de saccharose sont  composés de monomères de plasmides. 

Nous avons ten té  d'aborder l es  p rop r ié tés  de ces molécules : 

contra i rement  à COLE e t  ELKAN ( 17  ) chez - R. japon icum e t  DUMICAN e t  co i  1 .  ( 33 1 

chez R. t r i f o l i l ,  nous n'avons pas pu met t re  en évidence de rés is tance - -_r- 

p a r t i c u l i è r e  à 28 a n t i b i o t i q u e s  tes tés .  Des essais d ' é l i m i n a t i o n  de p i ~ s m i d e  

o n t  é t é  e f f e c t u é s  chez des souches renfermant un plasmide indigène e t  l e  

plasmide R P 4 comme témoin in terne.  

Ces souches o n t  é t é  obtenues par cr6isement e n t r e  E. c o l i  J 53 
7 -- 

( R  P 4 )  e t  - R. m e l i l o t i ,  e t  sont t o u j o u r s  e f f i c i e n t e s  sur p l a n t u l e s  aseptiques 

de luzerne. Le plasmide R P 4 .apparatt  compôtible avec l e  plasmide indigène 

des souches de R. a e l i l o t l  (c 'es t -à-d i re  qu'il ne ilexclut pas de l a  c e l l u l e  
7 



e t  inversementi, s i  on juge l u s  r é s u l t a t s  observés en g rad ien ts  a l c a l i n s  

de saccharose pour les  souches M 5 N 1 ( R  P 4 )  e t  1.5 ( R  P 4 )  ( f i s u r e  8). 

Nous n'avons pas réussi  à o b t e n i r  des c lones dépourvus de plasmide R P 4 e t . d e v ~  

nus sensib les à l a  té t racyc ! i ne .  I I  e s t  à no te r  que DUNICAN e t  c o l  1 .  ( 3 3  1 

o n t  pu é l im ine r  l e  plasrnide de rés is tance à l a  p 6 n i c i l l i n e  d'une souche 

de - R. t r i f o l i i  par  l 'emplo i  de bronlure d 'é th id ium à 100pg/ml ; dans ces 

cond i t ions ,  l a  cro issance de nos souches e s t  complètement inhibée. De p lus,  

l e s  plasmides de rés i s tance  aux a n t i b i o t i q u e s  sont assez peu sens ib les  à 

l f a c t i o n  des acr id ines ,  t a n d i s  que l e  SDS provoque l a  s é l e c t i o n  de v a r i o n t s  

spontanés ayant perdu l e u r  plasmide de rés is tance '( 79  1 .  

Ces deux agents c u r a t i f s  o n t  t o u t e f o i s  permis à ZURKOWSKI e t  

c o l l .  ( 1 0 4 )  de supprimer I f i n f e c t i v i t é  chez R. t r i f o l i i .  Récemment, JWNSTON 

e t  c o l l .  ( 5 2 1 ,  en u t i l i s a n t  un plasmide conjuga"rf  conférant  une product ion  

de bactér ioc ine  chez une souche de - R. leguminosarum e t  marqué par  l e  - 
transposon Tn 5 ( rés i s tance  à l a  kanamycine)on+ réuss i  à t r a n s f é r e r  à 

haute fréquence l a  capac i té  de noduler l e  p o i s  à un mutant de R. leauminosaruw - i'--ri--.l-i 
non in fec t i eux  pour c e t t e  Iégumineuse a i n s i  qu'à d 'au t res  espSces de 

Rhizobium:Ce carac tère  d l i n f e c t i v i t é  s e r a i t  donc s i t u é  sur un plasmide. 

En ce q u i  concerne les  plasmides indigènes de nos souches, i l  

e s t  d i f f i c i l e  d fes t imer  s ' i l s  o n t  é t é  é l im inés  par  les  agents c u r a f i f s  que 

nous avons employés, puisque nous n'avons pas t rouvé de carac tère  marqueur. 

Après t ra i tement ,  quelques clones o n t  été p r i s  au hasard e t  inoculés à 

des p lan tu les  aseptiques de luzerne ; i l s  n 'ava ient  pas perdu leu rs  p r o p r i é t é s  

symbiotiques. 

DUN(CAN e t  c o l l .  ( 33 o n t  émis l 'hypothèse que les  gènes n i f  - 
é t a i e n t  s i t ués  su r  un plasmide. Nous ne sommes pas en mesure de l i e r  ceiPe 

p r o p r i é t é  ( a i n s i  que I 1 j n f e c t i v i t @  e t  l a  s p é c i f i c i t é  d'hôte! aux plasmides 

que nous avons mis  en 6vidence chez R. r n e l i l o t i .  De plus, l eu rs  t a i l l e s  - 



nous para issent  t r o p  d i f féren-kes pour que ces molécules p o r t e n t  Ifensemble 

de l ' i n f o r m a t i o n  génétique codant pour l e s  p rop r ié tés  symbiotiques, s i  on 

compare avec l e  plasmide T i  d'A. - tumefaciens, e t  compte-tenu de l a  grande 

d i v e r s i t é  des t a i l l e s  des plasmides observés chez les  d i f f é r e n t e s  espèces 

de Rhizobium (33 ,s .  7 L ,  105). 

e. une hétérogénéi té dans l a  ccmposit ion en bases de l'ADN a é t é  

remarquée pour 3 souches par c e n t r i  f uga t  ion  en grad ient  de CsZSO4- ACJ*: 

. pour l a  souche 2011 s t r  3, un grand p i c  de dens i té  p lus  

f a i b l e  e t  représentant  env i ron  13 $ de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  a é t é  separ6 

( f i g u r e  17) ; nous pensons q u ' i l  correspond à un ADN extrachromosomique 

de po ids  molécu la i re  t r è s  élevé, ceci  conf i r inant  les  résul" ras en grad ients  

a l c a l i n s  de sacchar-ose e t  de CsCI-bromure dlé-Îhidiutn e f fec t l i és  avec les  

l ysa ts  de c e t t e  souche. 

. I1 importance des p i c s  observés pour l es  souches M 9 S eS M 1 1  S 

(b ien  que ceux-ci so ien t  exprimés en pourcentage de transmit-tance ; f i g u r e  19) 

e s t  probablement due : 

a)dlune p a r t  à l ' e x i s t e n c e  d'un ADN extrachromosomique de poids 

mol4cu la i re  t r è s  élevé chez l a  soiiche M 9 S, non détec té  par  l e s  deux 

aut res  techniques ; 

p)dlaul - re p a r t ,  à l a  présence de p lus ieu rs  copies par  c e l l u l e  

du plasmide régul ièrement m i ç  en évidence chez l a  souche M 1 1  S, ou à 

l ' ex i s tence  d'un second ADN s a t e l l i t e  de poids m5lécu la i re  supér ieur  e t  de 

composit ion en bases ident ique 21 c e l l e  du premier, ce qu i  s e r a i t  en accord 

avec les  observat ions f a i t e s  de façon i r r é g u l i b r a  en g r a d i e ~ t  a l c a l i n  de 

saccharose. 



f .  enfin; i a  souche M 12 S ne p a r a i t  pas posséder d'ADN ext rachro-  

mosomique s i  on se r é f è r e  aux deux premiers types de gradients,  seuls 

e f fec tués .  

En conclusion, de l'ADN extrachromosomique de t a i l l e  va r iée  a é t é  

mis en évidence chez 6 souches de R. m e l i l o t i  ; pour deux d 'en t re  e l l e s  - -- 
( M  9 S e t  2011 s t r  31, l e  po ids  molécu la i re  de l e u r  ADN extrachromosomique 

semble t r è s  é levé ; ce d e r n i e r  p o u r r a i t  ê t r e  q u a l i f i é  de "chromosome surnurné- 

r a i r e w  ; en e f f e t ,  jusqulà quel l e  t a i l i e  de l'ADN extrachromosomique 

p e u t - i l  ê t r e  appelé "plasmidev ? L'emploi de l a  microscopie é lec t ron ique 

( 1 5  s e r a i t  in téressant  pour déterminer la  t a i l l e  de ces molécules avec 

p l u s  de p r é c i s i o n  ; nous n'avons pas employé c e l l e - c i ,  puisque nous n'avons 

pas encore t rouvé de phénotype pour ces plasmides, que nous considérons 

actuel lement  comme "crypt iques".  La nécessi té de rechercher e t  d ' a t t r i b u e r  

une fonc t i on  quelconque à ces molécules, u t i l i s é e  ensu i te  comme moyen s imple 

de repérage l o r s  d'expériences de t r a n s f e r t s  génétiques e t  d 'é l im inat ion ,  

s'impose a f i n  de pouvoir é l u c i d e r  l e u r  r ô l e  poss ib le  dans l a  symbiose 

Rhizobium-légurnineuse, 





(1) AGARWAL A.K. and S.L. METHA. 1974. Characterization of DNA from 

Rhizobium cells and the i r  bacteroids from root  nodules. Biochem. 

Biophys. Res. Comm., - 60 : 257-265. 

(2) BECHET M. e t  J.B. GUILLAUME. 1978. &lise en évidence d1 ADN extra- 

chromosomique chez Rhizobium meliloti .  Can. J. Microbiol., - 24 : 

- -. 

( 3) BERGERSEN P.J. 1968 . The symbio tic s t a t e  i n  legume r o o t  nodxles : 

Studies with soybean system. Transactions, 9th international Congress 

on Soi1 Science, Adelaide, Australia (~n te rna t iona l  Soi1 Science 

Society), vol. 2 : 49-63. 

(4) BERGERSEN F.J. 1969. Nitrogen f ixa t ion  i n  l e m  root  nodules : 

biochemical s ixdies  with soybean. b c .  Roy. Soc.  o on don)^, ?72 : 

(5) BERINGER S.E. and D. A. HOPWOOD. 1976. Chromosomal recombination 

and mapping i n  Rhizobium leguminosarum. Nature, 264 : 291-293. 

(6) BISHOP P,E., F.B. DAZZO, E.R. APPELBAUM, R. J. MAIER and W.J. BRILL. 

1977, Intergeneric t ransfer  of gene s involved i n  the Rhizobium- 

Legume symbiosis. Science, - 198 : 938-939. 

(7) BISSELING T., R.C. VAN DEN BOS, A. VAN I(AMMEN9 M. VAN DEN PLOEG, 

P. VAN DUIJN and A. EOüWERS. Cytofluorometrical determination of 

the DNA contents of bac teroids and corre sponding bro th-cul tured 

Rhizobium bacteria. J. Gen. Microbiol,, pl- : 79-84. 
* 2 



(8) BOMiIOFF G.H., P.M. KLAPTflJK, H.C.M. mSmR, R.A. *SCHILPEROORT, 

J.P. HERNALSTEENS and J, SCHELL. 1976. Octopine and nopaline : 

synthesis and breakdown gene t i c a l l y  controlled by a plasmid of 

I . d  

I r  - 11 ,  ., Agrobacteriwn tumefaciens. Wlec. Gen. Genet., 145 : 177-181. 
_ i< ' I  , . - - , '  

.. L _  
= G 

/ - . v n v  
Il ; 

(9) BONNIER C. e t  J. BRAKEL. 1969. Lutte biologique contre l a  f a i m .  

Presses agronomiques de Gembloux, ASBL ed. Duculot S.A. : 102-105. 

(10) BORST P. and G.J.C.M. ROTTENBURG. 1965. Renaturation of mitochon;. 

clrial DNA. Biochim. Biophys. &ta ,  - 114 : 645-647. 

(11) BOUANCHAüD D.H. 1973. Aspects de l 'hérédi té  non chromosomique chez 

l e s  bactér ies  : structure,  rép l ica t ion  e t  c lass i f ica t ion  des 

plasmides de résis tance aux antibiotiques. Bui l ,  Inst .  Pasteur, 

2 : 49-73. 

( 12) BOURGEOIS' J.P. 1977. Recherche de plasmides sur différentes  souches 

de Rhizobium à croissance rapide. Diplame d'études approfondies 

de Biochimie. UniversitC des Sciences e t  Techniques de Li l le .  

( 13) BRITTEN R a  J. and R.B. ROBERTS. 1960. High-resolution density gradient 

sedimntation analysis . Science, - 131 : 32-33. 

(14) CHEN A.P.T. and D.A. PHILLIPS. 1976. ~t tachment  of Rhizobium to 

legume roots a s  the basis f o r  specif ic  interactions.  Physiol. Plant., 

38 r 83-88. - 

( 15) CLOtES R.C. 1972. Molecul ar strUc.hrre of bac t e r i a l  plasmids. Bac t e s io l  . 
.va, 3 : 361-405. 



(16) COHEN S.N. 1976. Transposable genetic elements and plasnid evolution. 

Nature, 263 : 731-738. 

(17) COLE M.A. and G.H. ELKAN. 1973. Antibiotic resistance transfer i n  

~hizobium j aponicum. Antimicrob. Ag. Chemo ther . , 4 : 248-25 3. - 

(18) CURRIER T.C. and E.W. NESTER. 1976. Evidence f o r  diverse types of 

-- . 
1 arge p l  asmids i n  tumor-inducing s t r a ins  of ~grobac  terium. 

J. Bacteriol . , 126 : 157-165. 

(19) CURRIER W.W. and G.A. STROBEL. 1977. The chernotactic behavior of 

t r e f  o i l  Rhizobium. FEPIS Microbiol . Le t t e r s ,  1 : 243-246. - 

(20) CURRIER W.W. and G.A. STROBEL. 1977. Chemotaxis of Rhizobium spp. 

to  a glycopro t e in  produced by birdsfoo t t r e f o i l  roo ts. Science, 

(21) CUTTING J.A. and H.M. SCHULBLW. 1969. Tie site of hem synthesis 

i n  soybean root  nodules. Biochim. Biophys. Acta, 192 : 486-493, - 

(22) CUTTING J.A. and H.M. SCHLnKAS. 1971. The biogenesis of leghemoglo- 

bin. The de terminant i n  the Rhizobium-legume symbiosis f o r  leghemo- 

globin spec i f ic i  ty. Biochim. Biophys. .Ac t a ,  229 : 58-62. - 

(23) DART P.J. and F.V. MERCER. 1964. The legume rhizosphere, m h .  

filierobi01 . , 2 : 344-378. 

(24) DART P.J. 1974. The infection process. The biology of nitrogen 

f ixa t ion  (A.  QUISPEL,  dito or). Frontiers of aiology, 33 : 381-429, - 



(25) DATKO A.H. and G.A. MACLACHAN. 1968. Indolacetic acid and the 

synthesis of. glucanases and pec t ic  enzymes. Plant. Physiol., 43 : - 
735-7420 . 

(26) DAZZO F.B. and D.H. HIIBBELL. 1975. Cross-reactive antigens and 

l e c t i n  a s  de terminants of symbio t i c  specif i c i  ty i n  the Rhizobium- 

clover association . Appl . lîicrobiol . , 30 : 101 7- 1033. - 

(27) DAZZO F.B., C.A. NAPOLI and D.H. WBEELL. 1976. ~ d s o r p t i o n  of bac te r ia  

t o  roo t s  a s  r e l a t ed  to  host spec i f i c i t y  i n  the Rhizobium-clover 

symbiosis. &pl. Environ. Microbiol . , 32 : 166- 17 1. - 

(28) DELATPRE J.H. e t  A. DELEPLAIQUE. 1971. Etude des ca rac t e re s  physio- 

logiques e t  biochimiques de 63 souches i so l ées  de nodules de ~égumi- 

neuses. Ann. Inst .  Pasteur, L i l l e ,  - XXII : 215-230,. 

(29) DE LEY J O  .and A. RASSEL. 1965. DNA base composition, f l age l l a t i on  

and taxonomy of the genus ~hizobium. J. Gen. Microbiol., 41 : 85-91. - 

(30) DIXON R.O.D. 1969. Rhizobia ( w i  t h  par t icu la r  reference to  re la t io -  

ships  with host plants) .  Ann. Rev. Microbiol., 23 : 137-158. - 

(31) DIXON R.A. and F.C. CANNON. 1976. Recent advances i n  the genetic of 

nitrogen f ixat ion.  Dans Symbiotic n i  trogen f ixa t ion  i n  plants  (P. S. - 
N U T I W ,  Editor ; Cambridge University Press) : 3-24. 

(32) DUNICAN L.Y. and F.C. CAIWON. 1971. Genetic control  of symbiotic 

proper t ies  i n  ~hizobium : evidence f o r  plasmid con'irol. Plant and 
.m < 

*33 
- T , ,  Soil, Speciitl Volume : 73-79. _. - . #  

' . I " ,. - _  - 7 - - 8 8 

w L.8 
- , ,  - - L  < 

, . .-' . 
. , , ' "  

+ , - ,  : - -I 
, - 8  

. -  I 1. . 

- .  - 8  . . 
8 A ,  

e < 7 3 - .- --. - -. . 5-, - 





(39) FREIFELDER D. 1970. Isolat ion of extrachromosomal DNA from bac te r ia .  

Methods i n  Enzymology, XXI : 153-163. - 

- I 

(40) mTKE H. and J. INSELBURG. 1972. ~ l e c t i o n  microçcopic s tudies  of - '1 , .,p -4- 
n q 4  

repl icat ing and catenated co l i c in  fac tor  Dl DNA i so la ted  from 

minicells. Proc, Nat. Acad. Sci. (u. S.A.), 69 : 89-92. 

.. , 

(41) GODSON G.N, A technique of rapid l y s i s  f o r  the preparation of 

Escherichia - c o l i  polyribosoms. lie thoüs i n  Enzymology, X I I  A : - 

(42) GRESSHOFF P.M., M O L .  STONICKI, J.F. EADIE and BoG. ROLEE* 1977. 

Viabi l i ty  of Rhizobium t r i f o l i i  bacteroids from clover root  nodules, 

Plant Sci. Letters,  2 : 299-304. 

(43) GUILLE E., F. QUETIER e t  ri'. HUGUET. 1968. Etudes des acides déoxyri- 

bonucléiques des végétaux. Formation d'un ADN nucléaire riche en G+C 

l o r s  de l a  blessure de cer ta ines  plantes supérieures. C.R. Acad. 

scie' (paris) Sr. D, - 266 : 836-838. 

(44) HEARST J.E. and J. VINOGRAD. 1961. The net  hydration of T4 bacterio- 

phage deoxyribonucleic acid and the e f fec t  of hydration on buoyant 

behavior i n  a density gradient a t  equilibriwn i n  the ultracentrifige.  

Proc. Nat, Acad. Sci. (U.S.A.), 42 : 1005-1014. 

(45) HTGASHI S. 1967. Transfer of clover in fec t iv i ty  of Rhizobium t r i f o l i i  

t o  ~h izob iu~n  phaseoli as  mediated by an episomic factor.  J, Gen, 



(46) iiûOYKAAS P.J. J., P.M. KLAP161:JK, M.P. NüTI, R. A. SCHILPEROORT and 
.. 

A, RORSCH. 1977. Transfer of the Agrobacteriwn W e f a c i e n s  Ti plasmid 

t o  avivulent agrobacteria and to  Rhizobium ex v a ,  J. Gen. 

Microbicl., - 98 t 477-484. 

(47) IFFT J.B., D,H. VOET and Je VI,*IOGRAD. 1961. The determination 

of density dis t r ibut ion and density gradients i n  binary solutions a t  

equilibrium i n  the ~ l t r a c e n b i f u ~ e .  J. Phys. Chem., - 65 : 1138-1 144. 

(48) JACOB Fe e t  E.L. WOLLMAIJ. 1955. Les épisomes, 63éments génétiques 

ajoutés. C.R. ~ c a d .  Scie (paris), 247 : 154-156. 

(49) JACOB F. e t  E.A. ADELBERG. 1959. Transfert de caractères  génétiques 

p a r  incorporation au facteur  sexuel dSEscherichia - c o l i  . C.R. Acad. 

S c i .  (par is) ,  - 249 : 189-191. 

(50) JACOBY GOA;, A.E, JACOB and R.W. HEDGES, 1976. ~ecombination between 

plasmids of incompatibili ty groups . P- 1 and P-2. J. Bac t e r i o l  . , 127 : : 

(51) JENSEN R. H. and Nb DAVIDSOM. 1966. Spec trophotome t r i c ,  potentio- 

metric and densi ty gradient ul t racentr i fugat ion s tudies  of the 

bindinç of s i lve r  ion by DNA. Biopolywrs, - 4 : 17-32. 

(52) JOHNSTON A. W. B., 3 . L  . BEYNON, A. V. BUCHANAN-WOLLASTON, S. M. SETCHELL, 

P.R. KIRSCH and S.E. BERINGER. 1978. High frequency t ransfer  of 

nodul ating a b i l i  ty between s t r a i n s  and species of Rhizobium. 

Nature, 276 : 634-636. - 



(53) WSHIRO T., C.D. CROWLL and B.F. HANKARAN. Jr. 1978. Acetylene 

reduction ac t iv i ty  i n  free-living cul tures  of rhizobia, Int .  J, 

Syst. Bacteriol., 28 : 27-31.. - 

(54) KEISTER D.L. 1975. Acetylene reduction by pure cul tures  of Rhizobia. 

J. Bacteriol., 123 : 1265-1268. - 

(55) KLEIN G.E., P. JCMISON, R.A. HAAK and A.G. MATTHYSSE. 1975. 

Physical evidence Rhizobium j aponicurn. Experientia, 

31 : 532-533. - 

(56) KONDOROSI A., G a  B a  KISS, Ta FORRAI, Ea VPNCZE and Z a  BANFALVI. 

hiTIL-f 
1 

1977. C i r c u l a  linkage map of Rhizobium meli lot i  chromosome. 
At. â";?'.; -?kg.; 

- , i;, Nature, 268 : 525-527. - 

(57) KOWALCZUK E. and Z. LORKIEWICZ. 1977. Transfer of Rldrdl9 plasinid 

from Escherichia c o l i  553 to  Rhizobium t r i f o l i i  by conjugation, - 
Acta ~ c r o b i o l .  Polon. Ser. .A, 3 : 9-18. 

(58) LEDEBOER A.EI*, A.H.J. KROL, J.J.M. DONS, Fa SPIER, R.A. SCHILPE- 

2' ;. 
RQORT, 1. ZAENEN, N. VAN LAREBEICE and J. SCHELL, 1976. On the iso- 

- 2  

l a t i o n  of TT-plasmid from Agrobacteriwn tumefacie9s. Nucleic ~ c i d s  

(59) LEMIOX E. S. 1965. Transduction of liniced genetic characters of the 

host by bacteriophage Pl. Virology, 2 : 190-206. 

O 
(60) LJUNGGRE31 H. and Ga FAHIIAEUS. 1959. Effect of Rhizobium polysaccharide 

on the formation of polygalacturonase i n  lucerne an& Lru 
8 .  -. 



. :1 b,; -- ta  
8 .  . - , . , ' . '  . . Y > ,--+ 2 ' , - '  .' ' 
. . 

. A  - . I 
IX 

, 8 - W . -  , . 8 

i l  8 -  ' 
. '  . - n * .  - ' (61) LJUNGGREN H. 1969. Wchanism and pat tern o f ,  Rhizobium invasion in to  

7 > 

- 8  _ ' < ,  

r; 
leguminous roots  hairs. Physiol.  lar rit., Suppl. V : 1-82. 

(62) LORKIEWICZ Z., R. RUSSA and T. URBANIK. 1978. Ni.trogen f ixa t ion  by 

Rhizobium i n  pure cultures.  Act.a Microbiol. Polon., 2~ : 5-9. 

(63) LUDLUM D.B. and R.C. WARNER. 1965.. Equilibriurn centrifugation in  

cesiwn su l fa te  solution. 3. Biol. Chem. 240 : 2961-2965. - 

(64) LURIA S.E. and J.W. BURROUS. 1957. Hybridization betkreen ~ s c h e r i c h i a  

c o l i  and Shigella. J. Bacteriol. 2 : 461-476. - 

(65) LUYINDULA N., G. TSHITEN~E, P. LURQUIN e t  L. LEDOUX. 1975. Etude 

des plasmides de Rhizobium j aponi&m. &ch. I n t  . Phyçiol . Biochim., 

83 r 199-200. - 

(66) MARMUR 3. 1961. A procedure f o r  the i so la t ion  of deoxyribonucleic 
, 

acid $rom micro-organisms. 3. Mol.  Biol., 3 : 208-218. - 

(67) MARSHALL K.C., R.H. CRUICKSHANK and H.V.A. BUSHBY. 1975. The orienta- 

t ion  of ce r t a in  root-nodule bac t e r i a  a t  interfaces,  including legume 
, m, 

,- - .- -=.- y .L -..-PT - -.----A 1- - - 
root-hair surfaces. 3. Gen. Microbiol.., 91 : 198-200.' - 

. . , . .  - 8 A , .  : - .  .. l 1 . .  . .  ,. ;- ., -: .-,. 2 ' .... . . . .  < ..:. , . . . .  . . . .  + ,  - . .- 7 .  4' - " . . . .  '.- = '"' . . 
' . .  ';. . ., , l ; , : '  . .  - .. 

. u . . .  

. ... , :, , -  ,, ..: . ' I  . . , 4 )  
.A. 

. . , .  , 
,qt. . \ ;  i'. . , . .  , , : , lc ; ,  ,..; , ' L , , l  y, i 8.- . 
u t . .  c . -, . . . . .  , ,, m - . , .  ',"+:'. ". ,;.i ; ;," "6 1 ; . . ' I  

k.! 
. , , ' .  . - , *! , ; - - , .,. .. ,, . - . ,* L 

(68) W GREGOR A.N. and M. ALEXANDER.'.. 1971'. Formation of tumor-like struc- 
$7: 

t u e s  on legumes roots  by Rhizobium. J. Bacteriol., : 728-732. 

-. 
+ - 1  8 - 

,,.,+* '?< .y ; -  

. (69) MEADE H.H. and E.R. SIGNER. 1977. Genetic mapping of Rhizobium + - .+ , , . 5  n 

meli lot i .  Proc. Nat. ,Acad. Sci. (u. S.A.) ,  2 : 2076-2078. 



(70) MûSSE B. 1964. Elec tron-microscope s tudies  of nodule development 

i n  some clover species. J. Gen. Hcrobiol. ,  - 36. :  49-66. 

(71) NAPOLI C.A., F.B. DAZZO and D.H. HUBBELL. 1975. Froduction of cellu- 

10 i b r i l s  by ~hizobium. Appl. Microbiol., 30 : 123-131. - 

(72) NIEL C., J.B. WILLAUME e t  N. BECHET. 1977. >lise en évidence de 

deux enzymes présentant une a c t i v i t é  P-gai ac tosidasique chez 

Rhizobium meliloti .  Can. J. )rjcrobiol., 23 : 1178-1181. 
7 

(7 3) NOVlCK R.P., R.C. CLOWES, S.N. COHEN; R. CURTISS III, N. DATTA and 

S. FALKOW. 1976. Uniform nomenclature for  bacter ial  plasmids : 

a proposai. Bacteriol . Rev., 40 : 168- 189. 

(74) rwm M.P., A.M. LEDEBOER, A.A. LEPIDI and R. A. SCHILPEROORT. 1977. 

Large plasmids i n  d i f fe rent  Rhizobium species. J. Gen. Microbiol., 

100 3 241-248 - 

(75) PAAU A.S., D. LEE and J.R. COWLES. 1977. Comparison of nucleic acid 

content i n  population of free-living and symbiotic Rhizobium 

meli lot i  by flow-microfluorometry. J. Bacteriol., 129 : 1156-1 158. - 

- - ' . l .  .-  8 
, . 8 . .  . . , , - . . , o. ; ,, 8 ,  4 1 -, L 1 1 - '  ' . , , ,  g '.Ti; 1:. .J.' - ,  .. . ,, ,,;;*,, KL 8 .  8 -. . ,  

A .  , ; 8 .  - U 

. - .. . . . . 
8 ,  - 

:;LA# , . . . - -  , <,g.;n - 8:. ' ,y . , .  , , , ..: n .n'! ' ' , . i. , . -7';: ,,;)-? ,:;T~ 1 I : 
- 1 . .  ' -  

(76) R ~ L O F F  R. ,' W. BAU'ËR and J. V I N ~ & ~ .  ,1967. .'A dy&buo$%t-densi 6 

method f o r  the detection and i so la t ion  of closed c i rcu lar  duplex DNA : 

2he closed c i rcu lar  DNA i n  HeLa ce l l s .  Proc. Nat. Acad. Sci. (U.S.A.), 

22 : 1514-1520. 

(77) REIJNDERS L., L. VISSER, A.14.J. ALBERS, A. VAN mEN and A. HOUiJERS. 

1975. A cornparison of DHA from f r e e  l iv ing  and endosymbiotic Rhizobiv.~ 

leguminosamrm ( s t r a in  PRE) . Biochim. Biophys. Acta, 414 t 206-216. 
- - . - "=i--;l 

' 8  

1 .  1 _ I  - . .II >* - - .  
- . - -  ..- 5 -  -a 

. '  . *  
1 :.- ., ... !.. . *-="..' 

- - 

'8 : ' r. ,'-, rn~ > .. . . . . - .  . . . . 
1:. - - i., 3.: r il 



i ~ l  Ji,'' -<+:- 
,; Tt+- L; 

.Ai('_* :- I . ,  - 4  >,? , . . 
J L-i. P 

a .  , -.-<., ,, % - >  1 ' 7 ' I > L ,  I - A +  8 , 
1 . \l . ), , 

1 < 1  . r -. ; - 8 -0 - 8  3 -  . , ' 1 . . 
X I  

7 -, C r (  .- 1 , r * (  ' 7  . I.., , - > - , J  . 
- 1 

' 1  , - -  

, ,- - . ' (78) ROUGE P. e t  L. LABROUE. 1977. Sur, le r8 le  des phytohémagglutininen 1 1 ' '  "- 
=.. " - 8 .  1 : l , i$: l* - c-, - i _ .  < 

4 '  

l:;-;,. .#,. - dans 1; kix&ion specif ique des souches compatibles de Rhizobium 
> >;- d{ i.!;:,:*~z 4 

leguminosamm sur l e  Pois. C.R. Acad. Sci. (paris) Sr. D, 284 : - 

(79) SALISBURY V., R. W. HEDGES and N. DATTA. 1972. Two modes of * curing * 

transmissible. bacterial  plasmids. J. Rn.  r jcrobiol  . , : 443-452. 

8 . 1  , - 
(80) SAM>ZRS R.E., R.W. CARLSON and P. ALBERSHE1I.I. 1978. A Rhizobium 

* l- f+ ?,'l 

mutant incapable of nodulation and normal polysaccharide secretion. 

Nature, a : 240-242. 

*-A -6; 1 (81) SCHILDKRAUT C.L., J. MAREXJR and P. DOTY. 1962.' Determination of 
- - - ., -'. 

l: ,,: , , . ._ ,.- lk - the base composition of deoxyribonucleic acid from its buoyant 

. . densiw i n  CsC1. J. fbl. Biol., 4 : 430-443. - 

3 - ' ' d , . ; 4 ; -  -;:A;'Y! (82) SWn..tJGAlJ K.T. and R.C. VALENTI'E. 1975. Molecular biology of nitro-: 
.L 1. LJ --,;=. b !+. -, , i,42?,, ,.~,s>y;$;>.7:,:'3-q~ 

,,. .. iz-. :!.y;>.- ;!fa,<., F.r? ,$Fd 
. - - gen fixation. Science, 187 : 919-924. 
5 ~ ;  '!:::. $ 5 4  
P .  - I 
4- . - i* > .  I L 

,r . -,.,- 1 - - 
L i .  

- 8  8. -<LI,{. - T.l<* A: 

. , . ,-,,, . ?  8 

, (83) SDLOI-LüïïBROSO R., L. KLEIEL4N and H.M. S C ~ L I W I .  1978. ~iochemical 
1 

'i ., i f i l 1 <  
- - evidence tha t  leghemoglobin genes are present i n  the soybean but not 

-a -.L.'-L- ' 
S c  ,- 5 ; -  -;-1 

i n  the ~hizobiurn genome. Nature ,' ' : 558-560. . - 
A - 1  

, -  I 

. '--- 
., ,.; :y 

: 1 2 ,  : L,., - 4 I : 8 ,  ; -f: .  ' * . -  
+ VI - -' 8 I . - 8  

, N u  - ' I  - .  - -  : 'r ' 1  . &,', 

(84) SKOTNICKI M.L. and B.G. ROLFE. 1978. 'Ii.ansfer of nitrogen f ixa t ion  

genes from a bacterium \rith the charac te r i s t i c s  of 
,. . , 
::. I F  

... ,,.. ici,; .,,: J.8 ,., .- r n r :  - - .. 4- .L,-, ' -.' " A -. - and Agrobacterium. J. kc te r io l . ,  - 133 : 518-526. 
.'. 1L . , FL, '. ,7S; <,::i!:: - i . +,  - 8. , ,. - -  , /  ; .,xr . . .1 #. ,r, -*. --' . .' . ~ 

...: . . . ,  - ,. . . (  ,+....-F , 7  - . z r n , ' - . '  . ,  

; ,<,p ;; . rc:,, . .;;: ,i;Ln&L$t;<7ji7;;-;!J;;.;;G ;,,>-;-;;!-$;; ; .{;$~~;;~;>~;&,Pd;;;;~;~;::<:,.;:::.:.~;:;~ j::.i:;.l. ;&  ''.'.,;. .' '. ;. 
8 ,F , , . : . A !!.,8!ll. .; j ,. .-;,-., . - ( ,  -.-, 

. - , . . J i - .  - . ' 
. .,. , '. 8 .. . - 1 J  . ,.'. ' & y r  , , ., . 

-: ., JI ,:.* 4 . ,.'l L -  C r' , 

,.,, : !' , , ' j ,  

8 ' '  .,;, " I;'k. 

./+ ..- . ,-,yL 8 P . : ,  ) ' *  

:. 1 
'T,; ,., ' ' " ,,+ $.:? ,:,,y,. :. 8 . ,.,y 4 , ,. 

,,, ." . !'.lt,;; . . . ., . . -  
. . ..,. . . _  ,. .. .-. ;Y :, i . ,r ,  

. p  . . ,  .' . , 1 :i. .. ' 8  ~ , 
'. . 

= , . . . . , -. . . . - .  
, - 7  i :  . 8 ' .  . , . , , , +  ..',. . - h r . '  , ,  , ' . . .  . -  , .  - -- . . . .,+,, : ' ;. ' z: 

?, . - . ,, 
.J  " .,*.,2 . ,  ,.,. . .  .' 

both Rhizobium 



- L >L'- 

;',;,#..- -, ' L m ; ,  ., 
; ;,,, - ' ,$- ,J,~ :.$ XII 

(85) SOLHEIM B. and J. RAA. 1973. Characterization of the substances 

causing deformation of root  ha i rs  of Wifolium repens when inoculated 

with Rhizobium t r i f o l i i .  J. Gen. Microbiol., 22 : 241-247. 

(86) STONINGTON O.G. and D.E. PETTIJOHN. 1971. The folded genome of 
-- 

Escherichia c o l i  i so la ted  i n  a protein - DPJA - RNA cornilex. Proc. - 
Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) - 68 : 6-9. 

(87) , SUTTON W.D, 1974. Some features  of the DNA of Rhizobium bacteroids 

and bacteria. Biochim. Biophys. &ta,  366 : l-lOr 

(88) SUTTON W.D., NOM. JEPSEN and B.D. SHAW. 1977. Changes i n  the number, 

vi a b i l i  ty , .and amino-acid-incorporating ac t i v i  ty of Rhizobium 

bacteroids &ring lupin nodule deveiopment. Plant Physiol., 59 : - 
741-7440 

(89) SUTTON W.D., ROC, VAN DEN BOS and T. BISSELING. 1978. The.DNA content 

of Rhizobium ( s t r a i n  NZP 2257) bacteroids and bacteria.  Plant Sci . 
Letters,  - 12 : 145-149. 

(90) SZYBALSKI W. and E.H. SZYBALSKI. 1973. Buoyant densi t i e s  of nucleic 
8 8 

A .L  acids and polynucleotides. Handbook of Microbiology ( A.I. LASKIN - -  . 
2 ' 

$-.%Y.,: J'! 
1 

A L .  

- 8 , 
., A and H.A. LECHEVALIER, Editors ; CRC Press), II : 775-780. - , - 7-'i ., '.L 

: A L  . 6- 

(91) TORREY J.G. 1961. Kinetin as  a' t r igger  f o r  mitosis i n  mature endo- 

mitotic plznt c e l l s ,  Exptl. Cell. Res., - 23 : 281-299, 

(92) T S H I E N G E  G., W. LUYIIJDDULA, Pd?. LUR?UIN and L. LTDOUX. 1975. Plasnid 

deoxyribonucleic acid i n  Rhizobium visna and Rhizobium t r i f o l i i  . 
3 8 

- 8 : ( - ;  7 '  r - 1  , - i  - J -  

7 ;f - - 8  * 1 
, ~iockiim. Sophys. Acta, 414 2 357-361, - 



(93) TSIEN H.C., P. S. CAIN and E.L. SCHMIDT. 1977. Viabi l i ty  of Rhizobium 

bac teroidç. .&pl. Environ. Fiicrobiol . , 34 : 854-856. - 

(94) V a ?  LAREBEKE N., G. ENGLER, M. HOLSTERS, S. VAN DEN ELSACKER, 

1. ZAENEN, R.A. SCHILPEROORT and J. SCHELL, 1974, Large plasmid i n  

Agrobac terium tumef aciens essen t i  aï f o r  crown-gall inducing a b i l i  ty  . 
Nature, 252 : 169-170. 

(95) VAN LAREBEKE N a ,  C. GENETELLO, J. SCHELL, R.A. SCHILPEROORT, 

A.K. HERMANS, J.P. HERNALSTEENS and M. VAN MONTAGü, 1975. Acquisition 

of tumor-inducing a b i l i  ty by non-oncogenic agrobac t e r i a  as  a r e  su1 t 

of plasmid t ransfer .  Nature, - 255 : 742-743. 

(96) VINCENT J,H. 1974. Roo t-nodule symbioses w i  t h  Rhizobium. The biology 

of nitrogen f ixa t ion  (A, QUISPEL,   di tor)  . F'rontiers of Biology, 

VINOGRAD J., J. LEBOWITZ, S. RADLOFF, R. WATSON and P. LAIPIS. 1965. 

The 'twisted c i r c u l a  form of polyoma v i r a l  DNA. Proc, Nat. Acad. 
;; 
" L I ' I .  

Scie (U.S.A.), 53 : 1104-1111. 

> I  1 -.. - '  .,L 

- w .-- - - 
1 ' '  , . r .- - - * 1 . .  I r  I 

(98) WATSON B., TOC, CURRIER, M.P. GORDON, M.D. CHILTON and E.W. NESTER. 

1975. Plasmid -- required f o r  virulence of Agrobac terium tumef aciens. 

J. Bacteriol., 123 : 255-264. 

(99) WOHLHIETSR J.A., S. FALKOW, R.V. CITARELLA and L. S. BARON. 1964. 

~ h a r a c t e r i z a t i o n  of DNA from a Proteus s t r a i n  harboring an episome. 

J. Nol. ~ i o l . ,  - 9 : 576-588. 



X I V  

( 100) WORCEL A. and E. BURGI. 1972. On the s t ructure of the folded iJ: . . ''- 
- -;..y$~,+ 2 

chromosorre of Escherichia co l i .  J. EIol. Bi01 ., 71 : 127-147. - 

( 101) WRIGHT Y.H. 1926. The nodule bacter ia  of soybeans. 1-Bacteriology 

of s t rains .  Soi1 Sci., 20 : 93- 129. - 

( 102) WLLSTEIN L.H., M.L. BRUENING, B.M. WULLSTEIN and M. SHERWOOD. 

1975. Isolat ion and pa r t i a l  characterization of DNA i n  capsular 

preparations of Rhizobium t r i f o l i i  . Physiol . Plant., 35 : 129-1 34. - 

( 103) ZAGNEN I., N. VAN LAREBZKE, H. TEUCHY, M. VAN HONTAGü and J. SCHELL . 
1974. Supercoiled c i rcu lar  DNA i n  crotm-galb inducing Agrobac terium 

strains .  J. Mol. Bi01 ., - 86 : 109-127. 

(104) ZURKOVSKI W., M. HOFFMAW and Z. LORKIEWICZ, 1973. Eflect  of acri-  

f 1 avine and sodium-dodecyl çulphate on infec tivene ss O£ Rhizobium 

t r i f o l i i .  Acta Microbiol. P O ~ O ~ .  Ser. A, 5 : 55-60, - 

ZURKOWSKI 

t r i f o l i i  . 
W.. and 2. LORKIEWïCZ. 197 6. Pl a s d d  DNA i n  

Bacteriol . 
Rhizobium 


