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G L O S S A I R E  



1 - NûMENCLATURE DES MUTANT5 ET DERIVES RÉSULTANT DE LI INSERTION 

DU TRANSPOSON T d  

- Souche sauvage 444 de Rhizabium mli lo t i .  

- Mutant auxotrophe 444 : : Tn5 . 10 : est exigeant en arginUze e t  résistant 

Le chiffre 10 : numéro du clone mutant. 

En abrégé : mutant 10 

- Révertant ~oto t raphe  de ce mutant : 

~uméro du clone révertant 

En abrégé : révertant 10.1 

- Mutant résistant à une forte concentration en kanamycine : 

Mutant A 

En abrégé : mutant 10.A 

Ceci est  valable p u r  la soxhe M28S.tr. 

Le symbole : : signifie insertion. 



mn : minute 

qSP : quantité suffisante pour 

Ncd- : un mutant incapable de ncduler les  racines de la plante hôte 

~ i x -  : un mutant incapable de fixer 1 'azote atnrs*érique 

glc : glucose 

Tris : qy 1s- (hydroxy-méthyl-amidthane) 

Na2EDTA : acide éthylène d m - t e t r a - a c é t i p  sel d i d i -  

1 paire de base 2 660 Daltons 

-6 
1 Calton (masse de 1 'atane d'hydrogène) = 10 Mégadalton 



A V A N T  - P R O P 9 S  



L ' W  en luiinâne, avec sa capacité mentale e t  son 

cerveau, réalisa au cours des tanps un net progrès pour vaincre l a  

nature et l'adapter à ses besoins. Mais  peut-il canaliser toutes ses 

connaissances dans l e  seul but de réaliser son bnheur ? Il es t  certain 

que cette faculté de penser de l'Emme peut ê t r e  uti l isée so i t  p u r  le 

bonhew , soit pur l e  malheur de 1' hurrianité. 

Certains exanples récents de découvertes ccar~ne l a  bmbe 

atomique pnnettant d ' affirmer cette hypthèse, corn nous 1 ' Mique 

l 'h is toire  proche 03 une bombe de ce genre fut  lancée sur HiFOSHD'IA en 

1945 avec les oo~équences que l'on sait e t  les séquelles exis-t 

encore actuellement. 

Pourquoi ces effarts déployés seulerrent p u r  fabriquer des 

armements de plus en plus sophistiqués qui &nent l a  peur e t  l a  mrt 

pamll les enfants de ce mnde ? Parmi ceux-ci, l a  guerre microbiologique, 

lorsqu'on sa i t  que des chescheurs travaillent jour e t  nuit pur r e e  

des microbes =tels e t  incontrôlables biologiquement. 

EST-CE LÀ I;E PKGEES DE L'NBPE ? 

S i  on adapte toutes les  connaissances humaines seulment 

p u r  résodre l e s  problèmes de l l ~ m e ,  on peut faire de ce mrde un 

paradis. Parmi ces problèmes, se pose celui de l a  nutrition avec la 

pussée dhgraphique. 

En effet, la famine, qui est responsable de l a  m t  de 

beaucoup d'enfants dans l e  Tiers-Wnde, nous incite à se  pencher sérieu- 

senent sur ce problème, en cherchant à améliorer l e  rendment des 



produits agricolzs e t  en particulier celui des légumineuses, qui 

jouent un ra l e  impmtant dans la nutrition de 1'Homne. 

La fixation de l'azote atmsphérique, grâce à l a  symbiose 

Rhizobium-lé~euse ,  présente un intérêt agrommique considérable 

puisqu'elle corduit à une synthèse des acides aminés (cmpsants de 

base des wotéines) , Ct partir de substances inorganiques dans 1 'aWs- 

phère ; en plus, e l le  maintient la f e r t i l i t é  du sol grâce aux exsudats 

racinaires. 

En effet, l e  but de chercheurs dans l e  domine génétique 

es t  destiné à suppimer ou à réduire l a  consomration mondiale d'engrais 

azotés, car leur  fabrication derriade une dépense énergétique considéra- 

ble : e l l e  nécessite une tapérature de l'ordre de 500' C e t  une pcession 

de 200 à 400 atmosph2res pour activer la molécule d ' azote, a lms  que 

la niwogénase catalyse l a  même réaction à température e t  à pression 

ardinaires . Pour envisager ce PO jet, t rois  voies de recherches sont 

pursuivies sur les  deux partenaires W i o t i q u e s  : 

1. Les  nicdifications génétiques de l a  plante-hôte permet- 

tant d ' augmenter l e  r d a n e n t .  

2. L'obtention de souches de Rhizobium su= efficientes 

capables de fixer l 'azote à grarde échelle, ceci en multipliant les 

sites actifs de 1 'enzyme nitrogénase par amplification des gènes nif 

qui d e n t  p u r  sa synthèse. 

3 .  La recherche de souches de Rhizobium capables d ' mtrer 

en symbiose avec les céréales par exemple, ceci ~ é c e s s i t e  une mcdifica- 

tion génétique de la spécificité d ' hôte (reconnaissance bactér ie-plante 1 . 



Une façon d'aborder 1 ' étude de gènes nif chez Rhizobium 

au p i n t  de vue de leur régulation e t  de leur gnplacaent e s t  d ' isoler 

des mutants bloqués au niveau de gènes de l a  symbiose e t ,  indirectement, 

de rechercher des mutants auxotro@es puisque certains gènes contrôlant 

la synthèse des acides aminés agiraient came activateurs de la trans- 

cription des $ries de la symbiose. 

Jusqu'à mintenant, l ' i s o l a e n t  de mutants a é té  réalisé 

à l 'a ide de plusieurs agents mutagènes : physiques (rayons X,  U .V. , etc. . . 1 , 
chimiques (N-inéthyl -N'-nitro- N-nitrosoguanidine, éthyl méthyl suifona- 

te ,  etc. . . ) e t  récament biologigues ( éléments transpçables ) . 

L'utilisation des deux premiers types d'agents mutagènes 

sont dangereux p u r  l a  santé car l a  plupart sont cancérigènes par conta- 

mination de l a  peau ou respiration de ces produits lors des mani- 

pulations. Eh plus, ces agents sont coûteux, tardis que l'emploi d ' é l k n t s  

transpsables canie agents mutagènes ne manifeste aucun danger biologique. 

En outre, mus avons ennploy6 ceux-ci afin de p w o i u  récolter des mutants 

d i f fkents  de ceux obtenus p les autres agents, car chaque agent a un 

d e  d'action particulier qui se traduit p r  l 'aff ini té  p u r  certaines 

séquences d ' ADN. 

Avant d'expser les résultats de mtre travail,  nous présen- 

tons une étude bibliographique en deux p x t i e s  distinctes : 

- Généralités sur les éléments trampsables e t  en particu- 

lier l e  trampson M . 
- Problème du s u p p t  de gènes de la symbiose sur l e  matériel 

génétique e t  en particulier l a  relation entre ces gènes et l'existence de 

plasnides chez l e s  différentes espèces de Rhizobium. 





1 - LA DECOUVERTE DES ÉLÉMENTS TRAI\ISPOSABLES CHEZ LES BACTÉRIES 

En 1960, 1.rW-aMy (56 ) e t  SHAPIIa3 ( 80)  trouvèrent un 

nouveau genre de mutation affectant les gènes d 'une souche d 'Esche 

richia coli. Ce caractère nouveau ne wuvait alars être expliqué par 

aucun mécanisme de mutation connu. LRS eacpnents d'ADN touchés étaient 

des particules de bactériophage lamWa pcrrtant le gène bactérien p u r  
+ 

l 'ut i l isation du galactose (c&) . Les virions ml- e t  Ga1 ont été 

centri£ugés en gradient de chlorure de césiun. L e s  prrticules Gal-  se 

sont révélées plus denses que celles pxtant  les  gènes mnmux. On a 

donc constaté ~UEI l'augmentation du pids mléculaire des particules 

 al- implicpait qu'elles contenaient une mlécule d'ADN plus grande 

que les particules originales. A l a  lumière de ces données, on conclut 

qu'un rxmbre limité d'autres f r a v t s  ayant jusqu'à 2 COO nucléotides 

de long pumient  s' intégrer dans des gènes différents, interragant 

leur continuité e t  inhibant leur activité. C e s  auteurs ont donné à ces 

éléments l e  n a  de "séquence d ' insertion" (1s) . 
A côté de ces resùltats, HEKES et  JACXB (37  ) ont observé 

que des gènes de r é s i s m c e  aux antibiotiques étaient transfésés d'un 

ADN plasmidique à un autre à l ' intérieur d'une m-&ne cellule. Ceci é t a i t  

prouvé par l e  f a i t  que le plasmide, ayant reçu l a  résistance à l a  péni- 

ci l l ine e t  à l'ampicilline, avait subi un accroisçenientde ta i l le .  Ces 

auteurs m e n t  l 'hypthèse que l e  gène de la résistance à l'ampicillire 

é t a i t  p+S par un fragment d 'ADN qui puvai t  ê t re  "transposé1', c' est-à- 

dire qui pouvait se déplacer d'une mlécule ~ ' A D N  à une au-h-e, e t  ils ont 

n d  ce type d ' élément "transpson" . 



1 1 - LES D TFFÉRENTS GROUPES D' ÉLÉMENTS TRANSPOSABLEÇ 

Il semble qu'on p u t  classer les é l h t s  transpsables 

en quatre catégnries selon leur t a i l l e  e t  selon les  gènes qu' i ls  portent : 

A - - IS (Séquence d ' i n s e r t i o n )  : 

Ce sont des séquences d'ADJ ne renfesniant que de(s) gène(s) 

codant d pur leur fonction d ' insertion e t  dont l a  taille e s t  inférieure à 

2 COO paires de bases, Exanples : IS1, IS2, IS3, etc... 

L'imlpssibilité de détecter d'autres gènes sur les séquences 

d'insertion se traduit par l e  f a i t  que leur ~ é s e n c e  sur l e  materiel géné- 

tique ne se manifeste par awun caractère phémtypique supplbntaire ,  

compte-tenu de 1 ' é v e n t ~ ~ l l e  mutation ~ovoquée  par leur insertion. 

C e c i  prouve qu' i ls  ont une origine erdogénique, car plusieurs 

copies de ces él6ments puvent toujours exister chez une cellule dlE. coli,  

sauf dans l e  cas du IS4, qui se trouve à l ' é t a t  d'une seule copie chez 

plusieurs souches dtE, col i  K-12 ( 2 0  ) . 

3 - - Pn (Transposon) : 

Ces éléments sont plus mnplexes que les séquences d'inser- 

tion e t  contienrient souvent des séquences d ' insertion sur leurs extrémi- 

tés. En plus des $ries nécessaires à la transpsition, ils pssèdent un 

ou deux gènes conférant l a  résistance aux antibiotiques c m e  la plupart 

de transposons. Cependant, l e  t r a n s ~ s o n  Tn501 code pour une résistance 

aux ions mcuriques ( 84 ) e t  l e  transposon Tn951 porte un opéron 

d'utilisation du lactose ( 2 3 ) .  Uur t a i l l e  es t  supérieure à 2 COO paires 

de bases. 



L'intérêt de l 'uti l isation des transpçons au point de vue de 

la génétique bac térienne rmderne se traduit pw O ' bprtantes propriétés (47 ) : 

1. les transposons oonfèrant la résistance aux antibiotiques 

peuvent être trowés insérés dans un cpard m n k e  de sites sur le chraro- 

scarie bactérien ; 

2. Us gènes au niveau desquels sont insérés les  transpçons 

perdent ccanplètement leur fonction ; 

3.  ïe phénoiqqe de la mutation d'insertion es t  étroitemnt 

l i é  à la résistance aux antibiotiques l m s  de croisements génétigues ; 

4. Ces mutations d'insertion peuvent ê tre  trouvées à haute 

fréquence après mitagenèse par les transpsons ; 

5. La mutation d'insertion réverse par une excision précise 

avec une perte conamitante de la résistance ; 

6. lRur insevtion dans des opérons sont fortment polaires : 

7. L'insertion des t ranpsonç  peut vovoquer une délétion 

adjacente ; 

8. Les transposons p w e n t  fournir une région transparta- 

ble d 'kamlogie ; 

9. L'insertion se ccrinparte CORTE une mutation ponctuelle 

u t i le  p u r  115tablissaent d'une carte génétique ; 

10. L'insertion peut êtce obtenue de façon s p é c i f i p .  

11. L'utilisation des plasnides d'Agrobacterium tumefaciens 

co rn  vecteurs wur l e  génie génétique des cellules végétales, apparaft 

prochaine après la d h n s t r a t i o n  qu'un transpson inséré dans l e  plasmide 

T i  e t  d é m é  "T-DNA1' p u t  être transféré dans le géncme de l a  cellule 



végétale ( 3 9 ) .  RI effet ,  ces bactéries pathogènes de plantes supérieu- 

res pssèdent toutes ce plasmide dont l'une des caractGristiqyes e s t  de 

porter des gènes ccdant pour l e  métabolism d'acides aminés inhabituels 

appelés les "opines" (nopline, octopine A , . . . ) . 
L'obtention de plantes synthétisant des opines e t  la trans- 

mission de ce caractère à l a  descerdance de qcrelques unes de ces plantes 

indiquent qu ' i l  sera peut être pss ib le  d 'uti l iser ce système pur mdi- 

f ier  l e  géncnne des végétaux. 

k tableau ci-apès résume les caractères des neuf _premiers 

transpsons qui. on-t: été découverts ( 47 . 

C - Episomes : 

Ce sontdes él&ents transpsables géants contenant souvent 

des s6quences d ' insertion (1s) e t  des trançposons (Tn) . Lear réplication 

e s t  autoncane e t  p u t  donner plusieurs copies de la  mlécule par cellule. 

Le facteur F d 'E . coli p r t e  une séqyence d ' insertion IS3 qui permet 

son intégration en divers endroits du ciirmsome ( 70 ) . 

D - Bactériophage : 

Le cas particulier du bactériophage Mu : celui-ci @ut 

htwer. son ADN dans le &orriomm bactérien, forrriant alors un "pophage" 

latent qui coexiste avec la bactérie e t  se transmet à sa descendance lors- 

qu' el le  se divise. Cependant, à. l 'oppsé des autres phages tempérés, celui-là 

p u t  s' intégrer en de nombreux s i tes  du chrcarom, créant ainsi  un grand 

mmbre de mutations différentes chez l'hôte bactérien. 

S i  l e  phage Mu quitte l e  s i t e  au niveau d-1 il é t a i t  





inséré, il emporte un &e impartant de nucléotides de l'hôte e t  

détermine des délétions irréparab&s. Irn- le phage Mu infecte une 

nouvelle cellule, il perd l'ancien ALN bactérien e t  il e s t  transposé 

sur un site du chrmsclrrul du nouvel hôte ( 88) . 

E3UüWlI e t  coll. ( 17 ) ont mntré que la capacité du phage 

Mu à se répli- est étxoitement associée à celle d'être trançposé. 

Ces expériences ont mntré que la transposition du phage Mu du ckcsrioso- 

rn bactérien sur les plasmides impliquait le transfert du gène histidine 

(his) - sur l e  plasmide entre deux copies de Mu. 

L'ADN de bactériophage X peut être considéré corn un élément transposa- 

ble l a s  de son phéncmène de lysogénisation, u n i m t  parce que son 

intégration n'est pas dépxxiante du fonctionnement du gène rec A. 

CeprYlant, son mécanisme d'intégration dans le chrmscirrie dlE.coli e s t  

différent de celui des éléments transpsables ( 63 ) . 

Notre travail p r t a n t  sur l'obtention de mutants chez 

Rhizobium nieliloti par intrcduction, puis insertion du transpson Tn5 , 

nous avons jugé n6cessaLre d'expser dans l e  paragraphe suivant sa 

stsucture e t  ses p r o ~ i é t é s .  

1 I 1 - STRUCTURE ET PROPRIÉTÉS DU TRANSPOSON ni5 

Le iranspson Tn5 p t e  un gène qui confère l a  r é ç i s m c e  

à l a  kanamycine ( 5 , 9 ) , en spécifiant l a  structure de l'enzyme 

amimglycoside 3-phosphtransférase 1. Cette dernière inactive l a  



kanamycine en transformant le group.ment 3-hydroql de ce t  antibiotique 

en groupaent phospharyl ( 7 , 90) . 
Ce transpson avait été d&ouvert pur la première fo i s  

p d a n t  la croissance du phage X en grésence d'une souche d'E. co l i  

psçèdant le plasnide JR67. L' analyse phagique mntra  qu'un gène de la 

résistance à la kanamycine avait é té  inséré suc l 'ADN du bactério- 

phage ( 5 ) . 
Son intégration pouvait avoir l ieu  dans des bactéicies 

mutantes auxquelles mquait une ,motéine particulière, p r d u i t  Gu gène 

rec A, que l 'on savait irfiispensable à la recmbinaison horriologue ( 21  , 22 - 
46 ) .  Cette intégration déperidrait de la reconnaissance de courtes 

séquences d'ADN hxmlogues, donc du rrombre de s i t e s  contenant celles-ci. 

E l l e  peut se f a i r e  au niveau d'un gérKjnae bactérien dépurvu de séquences 

hcUrokWes étendues ( 18 86 ) . 
C m e  le transpson Tn5 est transféré en tant qu'unité 

génétique dis t incte  e t  caractéristique, il doi t  exister un mécanisme 

enzymatique hautment spécifique capable de coupa l 'ADN à ces anplace- 

mts précis. 

Des -iences mntrent que ce transpson d e  p u r  une 

enzyme appelée "transposase" qui e s t  nécessaire à l a  transposition 

(FIGURE 1) e t  une substance r é ~ e s s e u r  qui régule à la fois sa 

propre synthèse et l a  transcription en ARN du gèce de ia transposase 

( 36 , 61 ) .  

Ia t a i l l e  du transposon Tn5 e s t  de l 'ordre de 5 7C0 paires 

de bases. Ses a a n i t é s  font 1 532 nucléotides de long et  sont en f a i t  
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p u r  une enzyme nécessaire à l a  transposition (une trampsase) e t  un gène 

ccdant p u r  une protéine répresseur q u i  conrôle l a  transcription des gènes 

de l a  transposase e t  du répesseur lui-rrenul. ïes flèches indiquent l e  sens 

dans lequel es t  transcrit l 'ADN des différentes régions. 
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constituées de deux copies de la séquence d ' inserFLon ISSO ( 8 ) . L a  

microscopie électronique a montré également que les deux extrémités 

avaient une grogriété singulière : elles étaient constituées de séquen- 

ces de nucléotides ccnnplémmtaires les unes des autres, mais disposées 

en sens inverse (46,87) ;par exemple, la séquence de nucléotides CCCAGAC 

e s t  canplémentaire de l a  séquence GïCTGGG (FIGURE II). 

Les deux séquences d ' insertion IS50 n'ont pas une fonction 

identique ; celle qui se  trouve sur l'extrémité à droite es t  nécessaire 

à l a  transposition du transposon Tn5 , tarrlis qu'une seule paire de 

bases situ& sur la séquence d'insertion IS50 sur l 'autre extrémité 

stisraiile l a  synth5se du prormteur nécessaire à l'expression du gène de 

l a  résistance à l a  kamtnycine ( 35 ) . 
YAMAMOTO e t  YOKCEA ( 93 ) ont établi  la carte de restriction 

du transpson Tn5 installé sur l e  plasmide JR67 (FIGURE III), en digé- 

rant ce dernier par des ~ o n u c l é a s e s  de restriction e t  en séparant les  

fragments pr migration en gel d'agarose. Ces auteurs ont trouvé que 

les enzymes de restriction suivantes : BamHI, X b I  , Sa11 , P s t I  e t  Sm1 

coupent au niveau de la région centrale p t a n t  l e  gène de l a  résistance 

à la kanamycine, Wis  que les enzymes XhoI, P s t I ,  HU-d III coupent au 

niveau des deux extrépnités . 
L'insertion du transpson Tn5 affecte les gènes adjacents 

du s i t e  d'insertion en créant une délétion ( 5 I 6 1, e t  e l le  povoque 

également l e  dedoublementd'une séquence de neuf paires de nucléoudes 

sur l'ADN receveur ( 75) . Les s-ces dédoublées encadrent l'élérrent 



FI- III : LA C?G!I'E DE RESTRICTION W TRANSPOSON Tn5 E!I%BUE PAR 

YAMAMGm Gf YOKOTA (93 ) . 
Celui-ci e s t  intégré au niveau du plasnide JF.67. 



d'insertion e t  sont imnédiataaent adjacentes à ses extrémités en ré$- 

titions inversées, car l'une des étapes du processus d'intégration 

comprerd une cassure décalée des hins d'AûN a m p l h t a i r e s  au niveau 

du s i t e  choisi pur l'intégration (71 ) 

CASSURE 
1 
f 
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-inanesiiq c O b 

9 - - - - i f 2 1 8 ! M H : -  
CASSURE 

FIGURE N : CASSURE IXCAIEE DES BRINS D'ADN C@lPl2!PENfAIXES. 

L' intérêt de 1 ' introduction du trançpoçon Tn5 dans une 

cellule bactérienne réside dans son insertion en de multiples p in t s  du 

chromosone plmoquant des mutations p la i res .  h utilisant c m  vecteur 

un phage A dont l 'ADN porte l e  trampson T ' 5  e t  a sub i  une délétion 

au niveau de gènes c ~ & ~ t  p u r  son attachanent sur l e  chromoscm d'E. coli, 



SHAW e t  BERG ( 81 ) ont obtenu plus de 3C0 mutants auxotrophes. Des 

mutants dans au moins 45 citrons différents ont été observés, mais 

l a  distribution des sites d'insertion n 'é tai t  pas due au hasard ; 

en effet ,  il y avait @daninance des mutants FOA, woB, cyçG, cysH, 

Donc l e  transpson TnS peut s'intégrer en de multiples 

s i tes  à l ' intérieur d'une molécule récepizice d'Fm, mais cette inté- 

gration ne se f a i t  p s  exactement au hasard. Certaines régions d'ADN 

sont des "points chads" qui se prêtent à de multiples intégrations 

de transposons, 

Ceci peut s'expliquer par l e  f a i t  que l e  transpson Tn5 

s'intègre préférentiellement au voisinage de séquences de nucléotides 

c m p l h t a i r e s  à celles de ses extrémités en réfititions inversées. 

Une é t d e  récerrnnent publiée chez une souche d 'E. col i  

mntre que la kéquence d ' excision du transpson Tn5 intégré sur le 

gène lactose (Lac : Tn5) e s t  l iée au site d ' insertion. En outfe , les 

extrémités en repétitions inversées contralent ce phénodne (35 ) . 

Un myen efficace pom introduire des transposons chez 

R. meliloti consiste à transférer chez cette bactérie des plasmides 

hybrides canpsés d 'un plasmide du groupe d'  incompatibilité Pl (à large 

spécificité d ' m e  chez les  bactéries gram négatives) portant ~'ADI\J du 

bactériophage Mu. 



En effe t ,  BOUCHER et  coll. ,  en 1977, ( 14 ) ont constaté 

que la  kéquence de transfert du plasmide hybride RP4 : :MuctS 

(mutant thermosensible de Mu) é t a i t  fortement inférieure de 4 à 5 puis- 

sances à celle du plasnide Fü?4 seul chez R. meliloti 2011 (de l 'ordre - 

de 10-~) ; ces auteurs -aient pouvoir introduire l'ADN du bactériophage Mu 

chez Rhizobium af in  d'obtenir des mutants par 1' insertion de celui-ci, 

e t  promqux ensuite une éventuelle intégration du plasmide RP4 dans l e  

chramsorrie. Ce  p h é n a G ~  de rion-expression de ces plasmides hybrides 

R-Mu chez Rhizobium ( 12 ) e t  Agrobacterium ( 9 1 ) qui leur a valu la 

dénomination de plasmide "suicide" ( 42 ) , e s t  probablenent dû à leur des- 

truction, sans doute par des enzymes de res t r  iction ( 12 ) . 

Ceperdant, ce c m p r t e m n t  n 'est  pas obser* chez les 

entérobactéries où ces plasmides sont trmsférés entièremnt e t  à une 

fréquence élevée, 

Des auteurs ont r m q u é  p de tels plasnudes "suicide" 

p t a n t  divers .transpsons privaient servir de vecteurs p u r  l ' in t ro-  

duction e t  l ' insert ion de ces transposons chez Rhizobium e t  Agrobacteriun 

à des fr-nces variables, en l'absence de réplication du plamide 

vecteur. Ceci constitue un myen intéressant de mutagenèse par insertion 

de tsans~oson chez ces bactéries. 

ïe plami.de "suicide" employé dans l e  @sent travail  a été 

conseu i t  par R. S D D N  ( 82 ) de l 'université de Bielefeld (R.F.A.) ; mus 

en réswons les étapes i c i  : 



1. IR plasmide R751 transférable ( t ra)  e t  portant l e  trans- - 
peson Tn402 conférant la résistance au triméthoprime provient de 

Klebsielia aerogenes ( 43) e t  apprt ient  au groupe d'inccmptibilité P l  

de Pseüiamnas (équivalent au groupe d'incompatibilité P chez E. c o u )  . 
La souche dlE. co l i  C600 portant l e  plasnide R751 a été mise en présence 

du phage  MU^ ; celui-ci, après infection de l a  cellule, s ' inssre au 

hasard dans le clnimsame ou dans l e  plasnide R751. Par conjugaison avec 

une ppüiation réceptrice rés is tane  à l 'acide nalidixique (Nalr) e t  

p r t a n t  le  piage ,yucts ("duit à 4 2 O  C) , suivie d'une sélection à 42O C 

sur milieu contenant du triméthopime e t  de l'acide mlidixique, seuls 

les transcon jugants ayant acquis l e  plasnide R75 1 : :Mu$ survivent, 

car l 'a l lè le   MU^+ es t  dominant sur 1 'allèle Mucts 

2. Par transfert de ce plasmide R751: :Mu C+ à des souches 

d'E .coli p r t a n t  divers transposons sur leur chrcarwisome ou sur un autre 

plasmide R, puis conjugaison ultérieure avec sélection des résistances 

correspdant  à celle du R751 e t  des transposons, R. SIMON a obtenu un 

plasmide "suicide" R751: :Mu Tnl  (Ap) , TnS (Km) , Tn1771 (Tc) . 
cf' 

V - PROBLÈME DU SUPPORT DES GÈNES DE iA SYFBIOSE 

I l  nous a paru intéressant d'employer ce système afin d'iso- 

ler des rnutants de R. meliloti affectés sur leurs propiétés symbiotiqces ; 

en effet ,  jusqu'en 1980, de te l s  mutants ont été obtenus par action d'agents 

chimiques. 



Dans ce qui suit, nous décrivons les procédés qui ont 

é té  employés chez Rhizobium p u r  obtenir ces mutants, puis nous parle- 

rons d'études récentes concernant l e  suppr t  génétique des propriétés 

symbiotiques chez cette bactérie, en particulier : 

- les argumnts en faveur de la situation sur des plasmides 

de gènes ccdant p u r  l a  ncdulation e t  la fixation de l'azote ; 

- l e  cas des plasmides géants. 

A - Procédés d 'obtent ion de mutants dé f i c i en t s  du p o i n t  de 

vue s vmb i O ti aue : 

Une approche irdirecte du pob1èn-e de la localisation des 

gènes nif - sur l e  matériel génétiqce a été rendue possible grâce à l'ob- 

tantion de mutants auxotrophes inef ficients en présence d 'un agent muta- 

gène chimisye puis à leur passage sur plantules. 

El3PUNGER e t  coll. (10 ) ont constaté que 3 % des survivants 

d'uns souche de Rhizobium lequminosarum traitée par la  N-méthyl-NI-nitro-N- 

nitrosoguanidine (NTG) étaient inefficients. La m i t i é  de ces mutants 

originaux se sont avérés efficients à 13' C ; il s'agit  donc de mutants 

tkennocorditionnés . 
D'autre part, des mutants non-ncdulants ont été isolés par 

MAIER e t  iWïLL ( 57 ) à partir d ' une souche de Rhizobium japonicum en em- 

ployant l e  même agent mutagène. 

Une souche inefficiente induisant l a  formation de ncdules 

roses a été isolée ; e l l e  e s t  caractérisée par la ~xésence de l é g h h -  

globine, conjointement synthétisée par les deux partenaires (une des 

raisons du fonctionnement préférentiel de la nitrogénase en m i o s e ) .  



L' analyse du mutant a mnt ré  qu' il e s t  défectueux au niveau de ccanposant 

II de la nitrogénase ( 26 ) . 
Certains auteurs ont r m q u é  chez différentes espèces de 

Rhizobium (R. meliloti,  R. t r i f o l i i ,  R. legcPrllnosarum) q w  l es  exigences 

en bases nucléiques, leucine, histidine e t  riboflavins sont é t roi temat  

associées à l 'efficience : le pssage à l ' é t a t  prototrophe de ces souches 

provoque le retour de leur capacité à fixer l 'azote a.trrinsphérique, ce qui 

n'est  pas l e  cas a p è s  addition de l'exigence ( 27 , 23 t 76 , 79). 

Par contre, les mutants exigeants en arginine, glycocolle, 

cystéine, méttiionine, tryptuphane e t  phGnylalanine ne mntrent  aucune 

relat ion avec les propriétés syhiotiques ( 2 8 ,  76). 

La transduction e s t  une autre façon d'étudier l a  ~ o t o t r o -  

phie. En effet,  un mutant L ~ S -  ~ o d -  de R. t r i f o l i i  et un autre ~ e u -  ikd- 

de R. meliloti sontdevenus prototrophes e t  à nouveau capables de ncduler 

les racines de légcmllneuse en in t rdu isan t  dans le génome un s epen t  

d 'ADN -tant le gène convenable ( 50 , 5 1  ) . 
Diverses hypothèses ont été suggérées : la plante-hôte ne 

peut pas fournir l a  substance indispnsable aux mutants perdant les dif- 

férentes étapes de la symbiose, ou bien l e  produit f inal  de leur biosyn- 

thèse est impliqué dans le processus de l a  symbiose. 

A p o p s  de révertants de R. meiiloti exigeants en 

isolemine + valine, certains sont &et d'autres ~ c d -  ; ceci suggère 

que l e  produit f ina l  de l a  biosynthèse de l 'isoleucine intervient 

indirectesnent dans le ~ o c e s s u ç  symbiotique ( 28 . 



mfin ,  LULMCG e t  S I W R  (55 ) ont sélectionné un mutant de 

Rhizobium "ccwpea" 32K1 bloqué au niveau du gène synthétisant la gluta- 

mine synthétase CGS; E .C -6 .3.1.2 .] en ut i l i sant  l a  ~ - & t h y l - ~ '  -nitro- 

N-nitrosoguanidine. Ia mutation e s t  étroitement l i ée  avec l 'efficience. 

Ces auteurs ont conclu que cette e n v  agissait  c m  un activateur de 

la transcription des gènes - nif.  

De notre &té, après traitement de la souche de R. m l i l o t i  

2011 par l'éthyIméthylsulfonate, nous avons isolé t ro i s  mutants incagables 

de synthétiser la glutamate s y n ~ s e  CCCC3.T : E .C .1.4.1.13] . Ceuxri 

présentent une act iv i té  nitrogénasique ccmparable à cel le  de la souche 

sauvage, d'où l'absence de relation entre cette mutation e t  les propriétes 

symbiotiques ( 1 ) . 
"1 établissant l a  carte génétique de Phizobium ( 11 , 44) , 

48 , 59 ) , aucm gène ccdant p u r  l es  caractères d ' infectivité ou 

d'efficience n'a pu être identifié e t  localisé sur l e  chromsom de 

Rhizobium, car il n'a pas été possible d ' isoler  chez Rhizobium des mu- 

tants  if-, sélectionnés par 1' incapacité à se développer sur milieu 

gélosé dépurvu de source d 'azote, crime dans le cas de bactéries fixa- 

t r i ces  libres de l'azote t e l l es  Klebsiella ( 31 , 32 , 85 ) e t  Azotobacter 

( 58 , 65 ) . Signalons que ceci n' a pas été mis en évidence p u r  les 

Rhizobium fixateurs libres à la sui te  de l a  sensibil i té  de leur nitrogé. 

nase à l'oxygène. Donc les gènes de l 'efficience pourraient être si tués 

s o i t  sur l e  chrcanosome bactérien, ou sur de (s) p l a d d e  ( s) indigène (s) 

ou sur une d i n a i s o n  de ces deux structures. 



B - Preuves en faveur des plasmides de Rhizobium comme support 

de gènes codant pour l e s  propr ié tés  symbiotiques : 

@puis quelques années, des recherches sont axées sur l 'ADN 

extra&msomique (ou plasnide) @sent dans différentes espèces de 

Rhizobium, afin de voir s ' i l  existe une relation entre ces macramolécules 

e t  les  p r o ~ i é t é s  symbiotiques de l a  bactérie, 

m effet ,  d ' a ~ è s  les travaux d'HIGASHI en 1967 ( 4 0  1, il 

a été montré que l e s  plasmides iridigènes de Rhizobium sont impliqués dans 

les pmcessus de ncdulation, par l e  f a i t  qu' il a réussi à transférer l a  

spécificite d'hate de R. t r i f o l i i  à Rhizobium phaseoli ; il a obtenu ainsi  

des R. phaseoli capables de ncduler l e  trèfle, 

Des auteurs ont égalerrent transféré cette spécificité à 

R. leginninosarum et  Agrobacterium tumefaciens au moyen d'un plamide de 

R. trifoïii.  m q u é  par l e  WanSpoSOn Tn5 (pRe5a: :fn5 j . La wemière souche 

ayant a w s  ce plasnide avait l e  pouvoir de ncduler l e  trèfle ainsi  LE 

sa plante-hate originale (pis) . Cependant, l e s  clones hybrides d 'A. tume- 

faciens ont provoqué uniquement des poils absorbants sur les racines de 

pois ( 42 1. 

l3-1 outre, les  gènes nif de R. t r i f o l i i  ont été transférés à - 
une souche de K. aerogenes déficiente du point de vue de la fixation de 

l'azote ( 34 ) e t  à une souche de R. t r i f o l i i  inefficiente ( 96 ) .  La fré- 

quence de transfmt obtenue es t  en faveur d'un plasmide c m e  porteur 

des .gènes nif. - 
SKOTNICKI e t  con. ( 83 ) ont transmis, à l 'aide du plasmide 

conjugatiS RL-19drd, les  gènes de l a  fixation de l'azote de R. t r i f o l i i  



à une souche d'E. col i  en irradiant aux U.V. l a  souche donatrice p u r  

stimuler la mbilisation du plami.de Migène partant l e s  gènes nif  - 
( 34) . Ils ont sélectionné ainsi une souche hyhride d'  E. col i  f ixae ice  

libre d 'azote en conditions d ' anaérobiose. L'avantage ~ p a t i w  du plas- 

mide R1-1%d, c 'est  q u ' i l  permet l e  transfert d ' imptan t s  &agnats 

d 'ADN : par conséquent, les  gènes & (galactose) , (biotine) , 

c N  (chlorate), etc.. . ont été transmis en &ne temps. C e c i  a pu être  - 
util isé p u r  ps i t iomer  un ncanbre de c a r a c e e s  relativement faibles. 

Une p r t e  de l'efficience a é té  constatée chez R. t r i f o l i i  

à l a  &te de traitements par l'acridine ( 33) ; ZURKOWSKI e t  coll.  (94  ) 

ont également provoqué l a  perte de 1' infectivité chez l a  r&e espèce, 

mais cette fois grace à 1 ' emploi d 'acriflavine e t  de lauryl-sulfate de 

sodium. D'autre part, l e  traitment par une tenp?érature de 45' C wovoque 

une exclusion du plasmide rroyen de R. trifoliiLPR5035 avec perte conco- 

mitante de 1 ' infectivité ( 42) . 

Un plasmide con jugatif (pRLSJ1) ccdant p u r  la synthèse d 'une 

bactériocine e t  contenant les  gènes (Nd) e t  (Fix) a été mis en évidence 

chez R. leguminosarum. Ce plasmide a été transféré à une souche non-ncdu- 

lante de la  même espèce ( 16 ) . 
Le transfert de ce plasnide à une autce espèce (3. phaseoli) 

a rerdu les dérivés de R. phaseoli capables de ncduler médiocrement l e  

p is  (13 ) . En outre, un plasnide de la famille (pRLIJ1) avait sup~nrimé 

la mtation d'une souche inefficiente de R. legciminosarum en introduisant 

les gènes nif dans cette dernière ( 15 ) . Tout ceci suggère que certains - 
caractères sont partés par ce plasmide en plus des gènes nif. - 



La wésence de plasmides chez Rhizobium a a ' abrd  été  

prouvée p r  des méthcdes @-iysicc-chimiques basées sur l'ultracentri- 

fugation en gradients alcalins de saccharose ou en gradients de chlorure 

de césium contenant du hrcanure d'éthidiurn. D e s  plasnides de p il les 

variables ont a insi  été mis en évidence ( 4 , 25, 95) . Actueilement, 

l'électrophco.èse en gel d 'agarose constitue l e  moyen le plus rapide, e t  

l e  plus éconmique pour la détection de ces mlécules ; des plasmides 

de t a i l l e  élevée, dont l e  p i d s  moléculaire s'échelonne de 50 à plus de 

200 m5gâdaltons (m) , ont ainsi  été mis en évidence ( 19,29 ) . 

C - Les plasmides géants : 

E h  outre, des études récentes ont détecté des plasmides 

cryptiques géants chez plusieurs espèces de Rhizobium ( 52 ,73 ) . Leur 

poids moléculaire est supérieur à 300 -M. On pençe qu'ils partent près 

de 300 gènes compte tenu de leur ta i l le .  Jusqu'à présent, l e  rôle de ces 

gènes est inconnu, Est-ce qu' ils contrôlent quelques relations entre les 

deux partenaires ? C'est l'avenir des recherches sur les Rhizobium. 

En ef fe t ,  des auteurs ont d b n t r é  que certains gènes ccdant 

pour la synthèse de la nitrogénase e t  des gènes contrôlant la formation 

de ncdules sont localisés sur les plasmides géants de R. meliloti L5-30 

e t  4 1 ( 73 ) . La perte du poumir infectieux de ces souches serait  due à 

une délétion spntanée suc l e  plasmide géant de l a  souche L5-30, e t  à 

une délétion sur le plasrrcide de la souche 4 1  à la suite d 'un t r a i t e r n t  

par la température. L'hybridation entre ces deux plasmides e t  l e  plasniide 

pSA30 portant l e s  gènes - nif  D e t  nif H de K. pnemniae prouve que des - 



gènes ni£ sont localisés sur les  plasmides géants. Cepndant, l a  migra- - 
tien en gel d'agarose ne mntre pas une différence de t a i l l e  du plasni- 

de géant par r a p p r t  à celui de l a  çomhe sawage L5-30 . Par contre, 

une différence es t  constatée dans l e  cas de la souche 41,  à l a  suite 

d 'une grande délétion sut son plasmide géant. 

~ ' e t a t  actuel des connaissances sur les gènes nif  d'une - 
souche fixatrice l ibre  d 'azote de K. pnemniae fournit un myen indi- 

rect pour l'étlrle de ces gènes chez l e  Rhizobium en cmpran t  les gènes 

ni£ de ces deux bactéries. L'hybridation de segments d'ADN clonés de - 
R. ja~pnicum avec un plasmide portant des gènes ni£ de K. memniae  - 
mntre une hmlogie  en*e les  gènes ccdant pur les deux nitrogénases. 

Cette b l o g i e  concerne les  gènes nif H e t  ni£ D ( 38 ) . Une hmlogie  

a été proude également entre les gènes nif de K. pneumniae p t é s  sur - 
l e  grad plasmide de R. leguminosarm ( 49 , 64 ) e t  R. t r i f o l i i  

(EZWKUN e t  WSüBEE, résultats non publiés) . 

Enfin, le plasmide T i  d 'A. tumfaciens a été transmis par 

conjugaison à une souche de R. t r i f o l i i  ( 4 1  , 68 ) ; cette dernière e s t  

capable d'iriduire des tumeurs sur des plantes supérieures, mais e l le  

e s t  resté efficiente sur sa légirmineuse hôte. Ceci suggère que les plas- 

mides Migènes de l a  souche réceptrice e t  de l a  souche donatrice n'ap- 

partiennent p s  au même groupe d'incompatibilité. 

Toutes ces données sup~.iment l'hypothèse que l e s  gènes nif - 
sont partagés entre les  deux partenaires de la symbiose. 



Le travail présenté dans cette thèse a é té  réalisé dans 

l e  but de rechercher des souches dans lesquelles l 'insertion du transi- 

poson Tn5 s'effectue avec une forte efficacité ; ensuite, nous avons 

recherché des mutants affectés sur les p r o ~ i é t é s  symbiotiques de trois 

manières : 

l0 - Recherche de mutants ~ i x -  ou ~ o d -  par passage direct 

sur les  plantes de clones prototrophes ayant acquis l e  transposon Tr-5 . 

2' - Isolenirint a~niès transpsition de mutants auxotrophes 

qui nous pmet ten t  de détemher les sites précis d ' insertion de ce 

transposon ; étude de leurs propriétés symbiotiques. 

3' - Etde  de nouveaux mutants provenant des précédents e t  ayant 

subi des remaniements de leur g é m  par transposition endocellulaire, 

ce qui pouvait corduire à l'isolement i d i r e c t  de mtantç ~ix- ou N d N o d .  

E h  parallèle, mus avons gnrocédé à 1 ' é t d e  du contenu 

plamidique afin de détecter une éventwlle d i f i c a t i o n  de celui-ci. 





1 - SOUCHES BACTÉRIENNES ET CONSERVATION 

Nous avons u t i l i sé  vingt souches sauvages de R. meliloti 

pilr vérifier leur capacité à acquirir le transposon Tn5 . 
La souche d'E. co l i  S l l l  renferme un plasnide "suicide" (pSP601) PO- 

venant de R. S W N .  Afin de powoir estimer le p i d s  mléculaire des 

plasmides séparés par éiectrophrxrèse, mus avons employé les plamides 

des souches tÉrrioins d 'E. col i  J53 (RP4) e t  R. meliloti L5-30, Ls2a, 

U45 identifiés e t  msurés par CASSE e t  coll. (19 ) .  

L'origine e t  le phénoSpe de c h a v  souche étrdiée sont 

mntionnés dans le ~~U II. 

ïes souches sont conservées en milieu RC glucosé à - 20° C 

en pésenœ de glysérol à 20 % co rn  antigel p u r  garder la culture à 

l ' é t a t  liquide. 

I I  - MILIEUX DE CULTURES 

2.1 - Tampon exempt d '  azote RN- 

K 2 m 4  ................................ 0.5 g 

q.s.p. 1 litre d'eau bidis t i l lée  ; pH 7,2  à 7,5. 

Wus avons employé ce tampn dépourvu d'azote p u r  laver 

l a  culture de Rhizobium avant 1 ' inoculation dans l e  milieu de EJIOOL e t  

TMORNTON a ins i  que pour: é t d i e r  la synthèse d'exopolysaccharides en non- 

prolifération. 
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2 . 2  - Tampon R 

q.s.p. 1 litre d'eau bidis t i l lée  ; pH 7,2 à 7,5 

Pour le milieu gélosé, on ajoute 15 g/l d'Agar Difco, 

I;e tamIpn R e s t  u t i l i sé  courament pour led dilutions. 

Le milieu minimum de croissance e s t  le tampn R auquel on ajoute du 

glumse à 1 %, de la biotine à 0,01 ~rg/ml e t  de la thiamine à 0,5 lig/ml 

(ancentratio- finales) : R gïc 

2 .3  - Gélose blanche 

Elle renferm 7,s g de  bac^ Agar (Ei fco)  par l i t r e  d'eau 

bidis t i l lée  e t  e s t  répartie à raison de 4 ml/tube. Elle e s t  ut i l isée 

p u r  l es  nirmérations sur boites. 

2.4 - Milieu riche RC 

MgS04, 7 H20 ......................... 0,2 g 

............................... K2m4 1 g 

...................... Extrai-t.de levure 1 g 
(Bacta Yeast Extract D i f a )  

q.s.p. 1 litre d'eau d i s t i l l é e  ; pH 7,2 à 7,5 

La source de carbone (gluase)  e s t  additionnée à l a  concen- 

tration f inale de 1 % sous fonne d 'une solution s t é r i l e  ( 105 O C , 30 m) . 
Ce milieu e s t  u t i l i sé  pour la conservation des souches de 

Rhizobium. le milieu e s t  éventuellerrint gélosé (XG) à l ' a ide  de 15 g/l 



de Bach A g a  (Difm). Il est u t i l i s é  pour la n&ation des souches 

e t  la sélection des clones ayant acquis le(s) t ranspson(s)  après 

aidi t ion des antibiotiques indispensables. 

2.5 - Milieu riche T'Y 

Trypbne ............................... 5 g 

&-ait de levure (Difco) .............. 3 g 

&Cl,, 6H20 ........................... 1 g 

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

Ce milieu est u t i l i s é  p u r  l a  préculture des souches de 

2.6 - Milieu riche d'ISWARAN (1s) 

K2HP04.. ................................ 0,5 g 

EfgSOq, 7H20 ........................... 0,2 g 

FeCï3, 6 H20 ........................... 0,Ol g 

................................... NaCl 0,2 g 

laMitol ............................... 10 g 

Gluconate de ptassi un................. 1,s g 

& t r a i t d e l e m e  (Difco) .............. 2 g 

q.s.p. 1 litre d'eau d i s t i l l é e  ; pH 6,8 à 7,5 

Ce milieu a été u t i l i s é  p>in la prcduction d'exoplysac- 

chKides solubles par des souches de Rhizobium en prolifération. 



2 , 7  - M i  1 i e u  r i che  de LURIA 

NaCl........ .....................O.... 

Tryptone (Difco) .................O..,. 
Extrait de levure (Difco) ............. 

q.s.p. 1 litre d'eau d i s t i l l é e  ; pH 7,3 - 7,4 

ïe milieu éventwllement gélosé à 15 g/l i t re de Bacto 

Agar (Difco) , est u t i l i s é  pour la préculture des souches d ' E. ml i  . 

2.8 - M i l i e u  de NICOL e t  THORNTON 

.............................. K 2 W 4  0,5 g 

FeC1 3................................ 1 mld'une 
solution r&re à 10 g/l 

Ce milieu est u t i l i s é  pour la culture des graines de 

Luzerne. Il est répart i  par 20 m l  en tubes de 220 rm de hauteur e t  

20 m de d i z d t r e  dans lesquels a é té  i n t r d u i t  un suppcor t en papier 

fo r t  (Whatman 3) assurant l e  maintien de l a  graine à l a  surface du 

liquide. Ces tubes sont bouchés avec de l a  gaze renfermant du coton. 

Tous les milieux, gélose blanche, t m p n  RN- et  tampn R, 

sont s té r i l i sés  à 120' C pendant 20 minutes sauf l a  s tér i l i sa t ion du 

milieu de NImL et  THORNTON qui s'opère à 105' C durant 30 minutes 

p u r  éviter la variation du pH. 



1 1 1 - CR0 1 SSANCE BACSR E ENNE 

3.1 - Numération des cellules viables 

On prélève 0,5 m l  de culture que l'on amène à la daut ion  

désirée avec une série de tubes contenant chacun 4,5 m i  de tampon R 

pour cette dilution, on grélève une partie aliquote de 0 , l  m l  que l'on 

incorpare à 4 m l  de gélose blanche préalablanent fondue e t  &tenue à 

60' C e t  que l'on coule sur une boîte de milieu solide (rraéth6de de la 

double couche) . 
Après solidification, on incube les boîtes à 30° C ; la 

lecture se f a i t  agrès 3 jours d'incubation p u r  l e  R. meliloti, taridis 

que les  clones d'E. c o l i  a w a i s s e n t  awès 24 heures. 

3.2 - Détermination du temps de génération 

133~s avons établi l a  courbe de croissance af in  de déterminer 

l e  t e ~ r r p s  de génération de l a  souche éttdiée, en suivant la densité opti- 

que de cultures au myen d'un biophotcmètre (I.N.S.E.R.M.). 

Les caractéristiques essentielles e t  les  conditions expéri- 

mentales de cet  appareil sont l e s  suivantes : 

- Culture -- : cet  appareil renferme 16 tubes stardards de 

d-tre 18 x 200 mn pouvant contenir 10 m l  de milieu. 

- Vitesse --- d ' a s i o n  : réglable e t  continuelle. Pour nos - 
cultures, nous avons maintenu une vitesse constante de 7Cû tours/minute. 

La lecture se  fait chaque demi-heure. LOrs de chaque lechzre, l 'agitation 

du tube est arrêtée, puis celui-ci r e p e d  aussitôt sa p s i t i o n  e t  son 



agitation initiales. LI incubation a été réalisée à 30" C. ïe tmps de 

génération en phase expnentielle e s t  calculé suivant les  formules : 

K = l og ,  (DO f )  - l o g ,  (DO i) ............ 1 
T (heures) 

oii :  log^ (a7 f) : logarithme de l a  densité op t iqp  finale en phase - 
expnentielle . 

logN (IX) i) : l o g a r i h  de la densité optique ini t ia le  en phase 
exponentiel le. 

T : letempsenheure. 

K : taux de croissance Népérien. 

P : taux de croissance nunérique : d e  de divisions 

par unité de tanps (par heure) . 
g : ttgllPS de génération. 

IV - ANTIBIOTIQUES 

4.1 - So lu t i ons  d ' a n t i b i o t i q u e s  

Les antibiotiques uti l isés dans ce travail sontpréparés 

e t  additionnés aux concentrations convenables dans les milieux à prtU. 

des solutions mères suivantes : Km, 30 mg/& ; Tc, 1 q / m l  ; Sn, 40 mg/& ; 

Apt 5 q/ml ; Rif, 1 m g / i  d'eau dis t i l lée  ; celles-ci sont conservées 

à + 4" C. 



A propos de la rifamycine SV, celle-ci e s t  u t i l i sée  le  

ledemain de sa gréparation, car il s 'ag i t  d'un prcduit instable dans 

l'eau. 

US stéri l isat ions des solutions d'antibiotiques s'effec- 

tuent par filtrat-ion sur unité de f i l t ra t ion  stérile Millipre "Millex" 

de p r o s i t é  0,2 um, sauf dans l e  cas du trixnétbprime qui est additionné 

directement dans le milieu gélosé à concentration finale de 1 mg/& et 

l ' ensab le  est stérilisé à 10SO C durant 30 mn, parce qu ' i l  est insoluble 

dans l'eau. 

Obtent ion de mutants r é s i s t a n t s  à 1 a streptomycine 

Ces travaux ont é té  réalisés dans le but d ' isoler  des mutants 

de Rhizobium résistants à la streptanycine en vue d'avoir un myen de 

sélection des clones ayant acquis le &anspson Tn5 . 
Les bactéries sont cultivées en milieu riche TY jusqu'en 

f i n  de phase exponentielle, puis 0,l  ml. de cet te  suspension e s t  é ta lé  

par la méthcde de double couche sur des boîtes de Petri  contenant du 

milieu ECG additionné de la streptmycine à la ccncentration de 4 0 0  pg/mb. 

Les clones apparus sont purifiés par isolements successifs suc l e  &me 

milieu. 

4.3 - Déterminat ion de l a  rés is tance aux a n t i b i o t i q u e s  

Cette. m5tkde consiste à repiquer l es  clones testés sur des 

boîtes de P e t r i r e n f m t  du milieu gélosé auquel on ajoute l 'antibiotique 

convenable à la concentration désirée. ïe repiquage se f a i t  à 1 'aide d 'un 



f i l  de platine sur une boîte placée au-dessus d'une gr i l le  permettant 

de les repérer. On peut ainsi tester 37 clones p r  boîte. 

V - TRANSPOSITION 

5 , l  - Technique de croisement 

- 
La souche dlE. col i  S l l l  (pSPGO1) e s t  précultivée dans 

l e  milieu de LURIA glucosé, celle de R. m l i l o t i  dans l e  milieu TY, 

jusqu'à l'obtention d'une croissance bactérienne en fin de phase exp- 

nentielle (environ CO = 1 à 600 mn) . 
Gn effectue les mélanges suivants : 

1 mi de milieu LURIA 
T h i n  Rhizobium 

1 ml de Rhizobium 

( 1 m l  de milieu 
T é m i n  E. col i  \ 

\ 1 nù d ' ~ .  co i i  

( 1 mi de Rhizobium 
1 
t 1 m i  d ' ~ .  coi i  

Après avoir effectué les  mélanges, on f i l t r e  sur rnermbrane 

(SAKIDRIUS $3 35 m, p r o s i t é  0,2 un) stér i le  déposée sur un appre i l  de 

fi l tration SJGXRTUS. 

Une fois  les  bactéries recueillies sur le  f i l t r e ,  celui-ci 

e s t  dépsé stéri lemnt dans une boîte de Pétri contenant du FCG additionnd . 



de glucose à 1 %. Après YLcubation à 30' C pendant 18 heures, la 

&ane e s t  reprise, placée dans un tube à centrifugation contenant 

5 ml de milieu R, puis fcn&msnt agitée, 

Après centrifugation, le culot e s t  remis en suspension 

dans 5 ml de milieu R etreœntrifugé pour effectuer un deuxième lava- 

ge. W pr&e de la * manière p u r  les deux souches qui servent 

de ténioins pin l e  mntrale du taux de réversion e t  de mutation çponta- 

née. On effec* des dilutions du milieu R jusqu'à 1oW6 p u r  les  t rois  

mélanges. 

Orn prélève une partie aliquote de 0,l m i  de la dilution 

ap~siopriée que l'on étale suc les  différents milieux de sélection. 

Les lectures de clones ayant acquis l e  transposon Tn5 

e t  Pe R. meliloti sont faites après quatre jours d'incubation à 30' C, 

celle d'E. col i  après un jour à 37' C. 

5.2 - Technique des répliques 

On étale sur milieu riche X G  additionné de glucose à 1 %, 

les b î t e s  sont imxbées à 30' C pendant 3 à 4 jours jusqu'à ce que les  

colonies apparues atteignent environ 1 mn de d i d t r e  ; on réplique par 

l a  méthode de LEïERBERG ( 53 ) . G n  fixe un mrceau de velours s té r i le  

sur un bloc à répliques (cyliildre en m é t a l )  grâce à un collier à vis. 

On applique la bo^ite sur ce velours, afin p chaque colonie laisse une 

empreinte sur celui-ci, puis on applique urie boite de milieu xninirnum 

(ml glucose 1 %) , enfin une boîte de milieu riche IC glc gélosé. La 



boîte 1 sert à l ' identification des mutants exigeants en un élémnt se 

trouvant dans le milieu riche : acide aminé, base nucléique, source 

d ' azote organique, etc. . . La boîte 3 contenant du milieu riche sert de 

contrôle. Il faut  - que tous les clones ~ é s e n t s  sur la boîte mère se 

développent sur la bo"i 3 3. 

5.3 - I d e n t i  f i  c a t i o n  des mutants auxotrophes 

Les colonies se développant sur la boite mère, sur l a  boîte 

3 et  m n  sur la bolte 2 sont g r é s d e s  auxoizophes, e t  sont testées à 

nouveau par repiquage, à 1 'aide d 'un f i l  de platine. 

Les clones dont l e  ou les caractères paraissent stables après 

plusieurs repiquages successifs sont alors conservés en milieu RC glucosé 

à - 20" C en présence de glycérol e t  mis en collection après avoir reçu 

un numéro d ' identification. 

Rsui te  les mutants sont mis en culture jusqu'en phase exp- 

nentielle de croissance, la culture est alors centrifugée, lavée deux fois 

e t  reprise dans le tarnpn R. 

Dans l e  cas où. l 'on recherche une seule exigence, l es  mutants 

sont repiqués çur une sér ie  de boîtes en milieu minimum ( RglcHBl ) cam- 

plété par une exigence à l a  fois.  

ilam Pe  cas de l a  recherche de plusieurs exigences d'un 

mutant, l es  clones sont repiqués sur milieu ( R ~ ~ C H B $  ccanplété de l 'un 

des nélanges suivants : 



az3nb-e (20 pg/ml) + Argilline (20 pg/ml) + q s t é i n e  

~~~~ (20 pg/ml) + Méthionine (20 pg/mi) + Sérine (20 pg/mi) 

+ Thréonine (20 pg/ml) + Glycocolle (20 pg/ml) . 

Tyosine (20 pg/ml) + Phénylalanine (20 pg1m.l) 
MélangeJ --- 

'.=ypto- (20 pg/ml) + Lysine. (20 pg/ml) . 
Histidine (20 pg/ml) + bucine (20 pg/ml) + Proline 

Mélange C --- - 
(20 pg/ml) + Glutamine (20 pg/ml) + Aspartate (20 pg/mi) . 

Acide nicotinique (0,15 pg/ml) + Acide folique (0,015 pg/ml) 

9 Phosphate de Pyridoxal (1,s pg@) 

Mélange --- -- D I m s i t o l  (0,15 ~ig/ml) + Acide para amino benzoIque (0,075 

pg/ml) + Panthoténate de d i u m  (0,3 pg/ml) + Acide 

parahydroxy-benzoïque (0,015 ]ig/ml) . 

Ad6nirae (30 lig/ml) + Cytosine (30 ]ig/ml) + Guanine (30 pg/rni) 
*lange --- -- E 

+ Th- (30 pg/ml) + Uracile (30 pg/ml) . 

Isoleucine (20 pg/ml) + Valine (20 pg/ml) . 

Mélange T --- Renferment tous les acides aminés , les bases n u c l é i p s  

e t  l es  vitanines, 

Signalons qu'une solution à 1 % e s t  fa i t e  p u r  chaque acide 

aminé e t  base nucléique ; l e s  stéri l isat ions s'effectuent à 105' C @ant 

30 minutes. 

S i  un clone se développe uniqummt sur les  mélanges A e t  T 

par e x ~ l e ,  il s 'agi t  d'un mu tan t  exigeant en plusieurs acides aminés. 

On cherche alors ses exigences en faisant les mIrbinaisons des acides 

minés du mélange A : Ala + Arg, Ala + Qs, Ala  + Met, etc... 



5.4 - Mesure de la fréquence de réversion de mutants' 
auxotrophes 

On effectue des dilutions jusqulZi 1 0 ~ ~  à partir d'une 

culture du mutant qui e s t  déjà lavée deux fois  par du tampon R. On 

coule par l a  suite 0,l  ml des s u s p s i o n s  bactériennes non diluées e t  

diluées à 10-1 sur milieu minimum ( R g l c ~ ~ ~  ) en rréthcde de double couche. 

Le &e de l a  population bactérienne de départ est déterminé en cou- 

l a n t  0, l  m i  des dilutions 10-~ e t  10-~ sur le &me milieu minimum supple  

m t é  en exigence convenable. 

La eéquence de réversion e s t  calculée cxxmie suit : 

Nombre de bactéries totales / nk 

La fr-ce d 'apparition de mutants spontanés e s t  calculée 

suivant le rrême principe. 

VI - INDUCTION DU PHAGE Mu 

Mus nous sames attachés à ut i l i ser  la méthcde qui f u t  

mise au point par BOUCHER e t  col l .  ( 1 4 )  pour d é m e r  la présence 

du phage Mu 
cts' 

Les souches à tester  sont cultivées dans le milieu de LU'RDA 

supp1émenté de Irtryptophane, 0.1 nt4 ; CaC12, 2.5 nt4 ; PlgSO4, 1 M. 



L' induction du phage r lu s ' ef f e c t e  à 1 ' aide de chloroforme 

à raison de 1 ml pour 10 ml de culture à D3 = 1. I;e mélange est agité au 

myen d'un homgénéiseur perdant 1 m. On laisse par la suite à terr@ra- 

ture anbiante durant 15 minutes, puis on centrifuge à 15 000 g pendant 

15 minutes à + 4' C. Le surnageant est centrifugé à nouveau dans les  m&~s 

corditions pour éliminer les traces de la lyse bactérienne. 

Ensuite, la suspension phagique est s tér i l i sée  p z  f i l t ra t ion  

sur disque de nitrocellulose "Millex" de porosité 0 ,2  m. Juste a p è s  la 

stéri l isat ion,  on réalise la lyse de la manière suivante : on dgpose 0,l 

ml de la suspension de phages dans un tube renfermant 0,3 m l  de la souche 

irdicatr ice (sensible au phage Mu) . Après bmgénéisation, on la isse  

20 minutes à tenq.rature ambiante. On coule pâr la suite 4 ml de gélose 

blanche dans l e  tube, puis en double couche dans une boîte contenant le 

rri5.m milieu de I;URTA s u g p l h t é .  LI incubation se f a i t  à 37' C. S i  l a  

lyse e s t  effective, on voi t  apparaître des peti tes plages sur la boîte 

agrès 24 heures. 

VPI - BgSAGE DES EXOPOLYSACCHARIDES 

A - Dosage chimique 

mus avons appliqué la méthcde au phénol sulfurique. Vingt 

ml de culture sont centrifugés à 15 COO g paxlant 30 minutes à + 4' C. 

Le surnageant e s t  centrifugé à nouveau dans les r&nes codi t ions .  Le 

surnageant final e s t  t r a i t é  par 5 volumes d'éthanol glacé, additionné 



d'acétate de scdium. La précipitation des exoplyosides dure 12 heures 

à + 4' C. On obtient alors deux phases. La phase inférieure solide, for- 

mée par les excrpolysides précipités, e t  l a  phase supérieure liquide qui  

contient entre autres l e  sucre en s o l W n .  

Le précipité e s t  repris par 20 ml d'eau bidistillée. A 1 ml 

de cette solution, on ajoute 1 ml d'eau phénolée à 5 % e t  5 ml d'acide 

sulfurique. On maintient au bain-mie bouillant 5 minutes. On laisse 

ensuite à ll&scurité 30 minutes. La gamne étalon, de O à 1 COO pg/ml, 

es t  gréparée avec des exoplysides purifiés de Rhizobium prépxés anté- 

rieurement. Le dosage es t  ensuite réalisé par mesure de l'absorbante à 

510 m. 

9 - Dosage radiochimique 

La méthcde décrite i c i  fut  mis au p i n t  dans notre labora- 

toire par COURTOIS e t  coll. ( 24 ) . 
L'avantage de cette méthcde se traduit pzr l e  f a i t  que l'on 

peut réaliser ce dosage en un temps court (environ 1 heure). 

. Synthsse des exoplysaccharides en mn-nrolifération : 

On f a i t  une culture de Rhizobium agées de 48 heures dans l e  

milieu RC kuctosé ( 1 % ) , puis on lave par du t m p n  RN- e t  on remet en 

susp.mion dans l e  nOme trmifon à l a  concentration de 1,5.109 bactéries/ml. 

On additionne du kuctose à l a  m%m concentration précéd-nt wtée  e t  

du CD 14c (u)] fructase (New-Engld Nuclear : activité spécifique 280 

~i /prole) à l a  concentration de 1,7 nM dans l e  milieu de synthèse. be 

mélange e s t  alors incubé à 30' C sous agitation durant 24 heures, 



. Séparation des exopo -- lysaccharides - - -  : 

Lia culture bactérienne es t  centrifugée l e  lenienriain à 

16 300 g perdant 10 minutes. 

séparation se f a i t  par fractionnemnt au myen d'un 

gel de filtxation. Celle-ci e s t  réalisée sur colonne de Sephadex G 25 

(60 cm x 1,5 cm) élu& par tarnpn phosphate 0,02 M à l a  vitesse de 

65 ml/heure, 

US 40  premiers mill i l i tres sont exempts de radioactivité, 

les  40 millilitres suivants contenant la total i té  des exopolysaccharides 

solubles. 

On effectue l a  mesure de l a  radioactivité de ces derniers 

4 0  rrlllPiPBtres au sein du liquide scinti l lant de KENNEDY ( 1 ml de solu- 

tion aqueuse p u r  10 ml. Scintillant Lumagel) dans un ccanpteur à scintilla- 

tion de t m  IXB. 

Capacité d ' infecter les  racines de certaines légumineuses 

+ 
e t  d ' y  provoquer l 'appârition de riodules. Ce caractère se note l\bd ; 

il se différencie difficilement de l a  spécificité d'hbte. 

8 , l  - Stérilisation des graines de luzerne 
Elle s'effectue de l a  f a p n  suivante : une centaine de 

graines sont dépsées dans une bo9te de Petri. On ajoute 20 ml de C N O ~ E -  



nercurique à 2,s puis on m e t  une goutte de détergent (Teepol). On 

laisse agir m a n t  5 minutes en agitant e t  ensuite, on vide ce t te  solu- 

tion stérilemnt au m y e .  d 'une pipette Pasteur branchée sur une trcanpe 

à vide e t  passée à l a  fiamm ; puis l e s  graines sont rincées au mins 

10 fo i s  à l 'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e  p u r  bien éliminer le chlorure mercur ip .  

8.2 - Germination 

Ch dépose stérilement une vingtaine de graines par boîte 

sur un milieu r iche (XG glucosé) a f in  de contraler la s t é r i l i t é  e t  la 

gamination. La grégerminationdure 2 à 4 jours à 30' C selon les graines. 

8,3 - Culture aseptique des légumineuses 

Ch pseni stérilement,à l'aide d'une ose, les graines germées 

d 'me longueur de 1 à 2 cen-tres e t  on les  place sur le supprt dans 

le tube à raison de deux plantules par We. L'incubation s'effectue 

dans l es  conditions suivantes : 16 heures d'éclairage, 8 heures d'obscu- 

rité, à tm@ra-e 26' C. 

8.4 - Inoculation- de l a  souche à tester  

Elès que les racines secondaires sont apparues, environ 10 
6 

bactéries par tube sont inoculées p u r  minimiser le risque d'une réver- 

sion; la suspension bactérienne étant péalablgnent centrifugée, lavée par 

du tarrq.n RN-, e& reprise dans le arW.t3 tampon. 



I X  - EFFICIENCE 

Qualité de l'association Rhimbium - Légmineuse qui 
+ 

aboutit à la fixation d'azote mléculaire, œ caractère se note Fix . 
L'utilisation de la réduction de l'acé-Qlène en éthylène a été employée 

pour m e r  1' efficience (activité d ' azote fixé) . 

9.1 - P r i n c i ~ e  de l a  méthode 

DILFK>I~TH ( 30 ) e t  Sc;HoL;LHORN e t  ail. ( 78 ) ont montré que 

l'acétylène é t a i t  réduit en éthylène par l e  système de la nitrogénase 

chez Clostridiun pasteurianum. 

La niiuogénase e s t  1 'en- qui catalyse l a  fixation d 'azote 

ou la réduction assimilatrice d'azote. La réaction peut ê t r e  schématisée 

de la façon suivante : 

Cette en- es t  peu spécifiqw : e l l e  peut transférer des 

électrons aux substrats hcmlogues au N2 m l a  C2H2, N 9 ,  HCN, etc... 

La réduction de 1' acétylène es t  réalisée suivant l a  réaction : 

Elle m e s p r d  au transfert de deux électrons par mlécule 

d'éthylène formée, alors qu'il faut s ix  électrons p u r  réduire une mlé- 

cule d'azote. 



La fixation d'une n~lécule  d'azote e s t  réalisée de la mPme 

façon  LE la formition de t rois  nolécules d 'éthylène à partir d ' acétylène. 

En se basant sur cette analogie, on emploie la méthcde à l'acétylène 

pour mesurer l 'activité nitrogénasique ' 

9.2 - Conditions expérimentales 

Cette @ration se f a i t  sur un chrmatographe Intersmat 

I.G.C. 112 F.L. delon les corditions suivantes : 

. Gaz vecteur 

. T-ature du four : 50° C 

. Terrq?érature d'injection : 70' C 

. Détecteur : à ionisation de £1- 

. La colonne en acier inoxydable, de 2 mètres de longueur, 

e t  de 0,31 centimètre de diamè-e, e s t  remplie de sphérosil B B o  75. 

9,3 - Technique de dosage 

Quand les plantules sont bien développées ( 2 à 3 mis ) , 
el les  sont lavées avec de l'eau dis t i l lée ,  sont mises dans un flacon de 

150 ml fermé hermétiquement. On prélève d'abcrd à l 'aide d'une seringue 

à travers l e  bouchon de caoutchouc, 17 m l  d'air du flacon que l'on rempla- 

ce par 15 ml d g  acétylène soi t  10 % (V/V) e t  2 m l  de sapane dilué 100 

fois par 1" ((ternoin interne) de façon à avoir ap_moxirriativenwt 

1,27 p mles.  ïs flacon es t  ensuite homghéisé par agitation manuelle. 



L ' incubation se f a i t  à 1 'étuve à 30' C. La mesure d 'acéwlène réduit e s t  

effectuée à différents temps (O ; 3 ; 6 ; 24 heures) par injection de 

50 dans le  chromatographe en phase gazeuse, jusqu'à ce que la courbe 

de la formation d'éthylène atteigne un plateau. 

9.4 - Calcul de l a  quant i té  d'éthylène produite ( - A Q) 

La formule appliquk pur  détemher la quantité d'éthylène 

f d e  dans l e  flacon e s t  la suivante : 

Q = C x K x  Hl (C7 HA) éthylène 
(C3 Popaiie 

Tels que : Q = Nonkre de moles de C2 H4 prcduites 

C = Wmbre de moles de C3 H8 injectées 

K = Coefficient de propartionalité établi à partir d'un 

elange en proprtions égales (V/V) de Cj Hg e t  C2 H4 

dans 1 ' air (dans notre expérience : 
K = Hauteur de pic C a  = ,5) Hauteur de pic  C2 H4 

Hl = Hauteur de pic de C2 H4 

H2 = Hauteur de pic de C3 Hg 

AQ = Q6 - % 

Q6 = NarÈpre de moles  de C2 H4 prcduites au temps T = 6 heures 

Qo = Ncnore de m o l e s  de Cj H8 prcduites au temps T = O heure 



9.5 - Détermination du  ~ o i d s  sec de la  ~ l a n t u i e  

Après msure de l 'act ivi té  nitcogénasique, l e s  plantules 

sontmiçes dans une capsule bien sèche de poids connu. E l l e s  sont placées 

à 1 'étuve à 80' C perdant 16 heures, puis pesées pour avoh le p i d s  sec 

ccnrespnriant. Pour chaque détermination du poids sec, nous avons gris la 

q e n n e  de 8 plantules. 

On prélève les  ricdules à partir de la racine e t  on les 

introduit dans un tube en plastique contenant 2 m l  de saccharose à 20 %. 

On écrrase l e  naiule à l 'aide de l'extrémité d'un étaleur stéri le.  Cette 

suspension esthcariogénéisée par agitation. On inocule 0,l m i  dans l e  

milieu (TY) afin d'avoir une culture bactérienne. Ensuite, on effectue 

un isolement de la souche étudiée suc milieu riche ( X G )  à l 'aide d 'une 

ose. ïes clones -us après 3 jours sont analysés p u r  leurs caractères 

génétiques. 

11.1 - ; 
par lyse douce effectuée directement sur le gel 

La rriéthcde employée e s t  dérivée de celle de R. SIMON de 

l'Université de Bielefeld (résultats non publiés) . 



ïes souches d'E. col i  sont préculti&es dans le milieu de 

LURIA additionné de glucose, celles de R. meliloti dans l e  nilieu TY 

jusqu'à cbtention de l a  croissance bactérienne en phase exponentielle. 

Le no&e de cellules utilisées est estimé par l a  mesure de la densité 

optique de l a  culture au s p e c t r o p b e t r e  Zeiss Pm II. Une CO de 1 

9 cor reqod  environ à 10 cellules/înl. On dépose 0,5 ml de culture à DO 

égal 0,3 dans de petits tubes coniques en plashique "Epperidorf" de 

1,5 ml de capacité e t  on ajoute un volume de Sarkosyl NL 97 à 0,2 % dans 

l e  timpxn Pis, 50 nEl ; N~Emat2CBt4 (TE) , p H  8. On mélange en inver sant l e  

tube doucement plusieurs fois. 

Ençuite, l e  tube en plastique e s t  placé dans la glace et, 

a ~ è s  quelques minutes, e s t  centrifugé au myen d'une centrifugeuse de 

p i l l a s s e  Eppendorf 5412 pendant 4 minutes à température ambiante. Le 

surnageant e s t  re t i ré  à l 'aide d'une seringue e t  l e  culot e s t  repris 

dans 60 pl de W n  d ' électropkborèse (Pis, 89 nM ; Na2 EmA, 2,5 rrM ; 

B (OH) , 89 nt4 de pH 8 , 3  contenant du saccharose à 25 %, 1 unité/ml de mase I 

e t  1 mg/ml de lyzozyme (ce dernier e s t  a jouté au nrm=nt de 1 'utilisation) . 
Puis l e  culot e s t  rapidement lmmgénéisé au m e n  d 'un homgénéiseur . 
30 ul de cette suspnsion sontdéposés dans une alvéole d'un gel vertical 

d'agzrose à 0,8 %. Atteradre quelques minutes e t  dépser au-dessus 90 

du tampon d'électrophorèse renferrriant du saccharose à 5 %, du dcdécyl 

sulfate de sodium (SAS) à 1 % , du bleu de bromphénol (BBP) à 0,025 % 

e t  de lsagarose à 0,4 %. 

Signalons que la verrerie e t  les  tarrilpns util isés sont stéri- 

l isés  à l'autoclave afin d'éliminer toutes .traces possibles de DNases. 



11.2 - Choix des d i f f é r e n t s  paramètres é lec t rophorë t iques  

A - La c a n c e n M a n  du g@ : .................... 

La concentration du gel ut i l isée par les auteurs varie de 
- 

0,7 à 0,9 % en agarose ( 19, 45, 66). 

Pour nos conditions expérimntales, nous avons employé une 

concentration à 0,8 % d'agarose (Sigma) . 

Nous avons u t i l i sé  un générateur du Spe Elvi 20 pour 

fournir un courant continu. 

D'abord le voltage e s t  mis à 20 V pendant 45 minutes, ensui- 

te, nous 1 'avons f a i t  passer à 130 V p.dant  3 heures p u r  faire migrer 

1 ' ADN plasmidique. 

11.3 - V i s u a l i s a t i o n  des bandes  lasm midi au es 

La visualisation des bandes plasmidiques s'effectue par l e  

brcamnce d'éthidium. Ce colarant est le plus u t i l i sé  p u r  révéler les 

acides nucléiques en gradient de CsCl ( 4 , 25,60) a ins i  qu'en électropb- 

rèçe ( 1 9 ,  45 , 66 ) . La formule du bromure d'éthidium est : bromure de 

3,8-diamino 6 -phényl 5-éthylphénantr idinium. 

. - i ~ \ o 9 ~ " 2  
- L  Br' 



Ce dérivé du phénanthrène s ' intercale entre les pires de 

bases de  l'ADN e t  donne une fluorescence en ultra-violet à 302 m. 

IR gel e s t  alors t r e  dans un bain de bromure d'éthidim 

a l a  concentration appoximative de 1 \lg/ml e t  placé perdant 30 m à 

l'obscurité, car il s'agit d'un prcduit instable à la lumière. Puis il 

est  trempé, si nécessaire, dans un bain d'eau d is t i l lée  pendant deux à 

trois heures afin de décolarer l e  gel pour avoir un contraste optimum, 

11,4 - Photographie 

Les gels placés sur l e  transillcrminateur sont photogcaphiés 

au myen d 'un appareil Réflex 24 x 36 muni d 'une conbinaison de f i l t r e s  

couleur. 

11.5 - Mode de calcul du poids moléculaire des plasmides 

Le poids noléculaire des plasmides dlE. coli  J53 (FQ4) e t  

R. meliloti L5-30, Ls2a e t  U45, qui ont été c a l d é  par CASSE e t  coll. 

(19) ,  nous ont servi à estimer ceux des souches étdiées .  

En électrophorèse en gel d' agarose, il existe une relation 

linéaire entre l e  logarithme de l a  migration relative de la forme super- 

hélicoïdale des plasnides et celui de leur poids mléculaire ( jusqu' à 

environ 140  FIi) . 

Après mesure des distances de migration en projetant la 

diaps i t ive ,  nous avons déterminé les équations des droites de régression 



et les coefficients de corrélation p u r  chaque expérience au myen 

d'une calculatrice Hewlett-Packard HP-91 : 

10gp~ = A l o g ~ l ~  + B (équation de la droite de régression) 

où : - 
PM : poids mléculaire 

MR : migration relative 

A : pente de la  droite 

B : constante 

ïe pids rroléculaire des plasmides étudiés a é té  obtenu 

par intraplation e t  extraplation de ces droites. 



ISOLEMEN ET CARACTERISATION DE MUTANTS 

PAR TRAî4SFûS I T I  ON 



1 '- MUTANTS ALIXOTRûPHEÇ 

1 - Croisement entre E. coli SI11 (pSP601) e t  E. coli 
Cf500 r i f  

Nouç envisageons de transférer l e  plasmide "suicide" 

(p6601) de la  souche d 'E. col i  S l l l  a la souche C6CO de l a  mAêne 

espèce afin de vérifier s ' i l  y a eu transfert global ou partiel  du 

plasrude en question. 

Les deux souches étudiées présentent les  caractères 

suivants : 
,- . E. col i  ~111 : thi thr leu SuIII lac his: :Mucts  MU^ 

E. co l i  E 6 a  : atrp - - -  leu rk- mk- recA rip 

Ce plasmide "suicide" porte le phage MU ainsi  que 
c+ 

quatre .trampsons : 

. Tnl : P t e  un gène de résistance à l'ampicilline ; 

. Tn5 : porte un gène de résistance à la kanamycine ; 

. Tn402 : p r t e  un gène de résistance au triméthoprime ; 

. Tn1771 : p t e  un gène de résistance à l a  tétracycline. 

Xous avons effectué l e  croisment entre ces deux souches 

dlE. coli.  La sglection des transconjugants est réalisée sur milieu 

riche (RC glc 1 %) contenant de la rifamycine SV (1CO )ig/ml), e t  auquel 

nous a joutons 1 'un ou 1 'autre des antibiotiques dont l a  résistance e s t  

ccdée par ces transpsons . 
IRs résultats du croisement sont consignés dans l e  

TABLEAU III. 
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! Antibiotiqres ! Réaistanceaux 5 
l . wwe de ! additionnés dans l e  !antibiotiques de 5 

*ansFoson I transfert miiieu ( ~ d ~ g ï c  1 %) 90 transcon jugants9 § 
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5 Ri402 (Tp) 1 8,3 . 1om6 ! rqi, Tc, Km ; Te (200 pg/d) , 5 
5 l 5 
- 

TABLEAU III : FREQJENCE Cm TRANSFEm DES TRANSPOSONS E!T ANAZ;YSE DES 

T E ? ? i N s a l ~ ~  ISSUS DU CW3ISEMENT ENTRE E , ~ 0 l i  S l l l  - 

ET E, col i  C600 

Corditions : croisenent sur f i l t r e ,  incubation à 37' C pendant 18 heures. 

Wus constatons que les dix transconjugants analysés sont 

devenus résistants aux quatre antibiotiques, ce qui prouve que l e  trans- 

f e r t  du plasnide est intégral. Il faut noter que la fréquence de tram- 

fe r t  varie d ' un antibiotique à un autre. Nous rariarquons que la fréquence 

de transfert du transpson Tnl de l'ordre de 3.4 . 10-~, es t  nettement 

plus impcortante que celle du transposon Tn402 . 
Nous awns par l a  suite effectué une électrophorèse p m  

savoir s i  les  transconjugants ont totalement acquis l e  plasnide "suicide" 

(pSP601) . k s  résultats sont indiqués dam l a  PH-HIE 1. 
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3 
i i i  . .. , j 

.? 

5 N&e de ! Poids molhiLaire des 5 
§ 

Souche ! plasnides ! p l a d d e s  en H 5 
1 I 

-1 1 

§ E.coli ~lll(p6P601) 70 
§ 1 1 

§ -  § 
§ Iransmnjugan+ (1) ! 1 1 7 1 § 

1 1 
70 5 5 w a r w o n j u ~  (2) ; 1 I § 

§ 
§ wançconjugant (3) ! 1 I 69 § 

I 1 
§ E.coli J53 (RP4) 36 § 

1 1 I § 
§ 1 

! 1 : FG ( >300) § 
L5-30 I ! 2 :  89 2 § § 1 I 

' 1 :  FG ( >300) § § 1 1 

' 2 :  100 § 5 ~sîa 1 3 I - 3: 9 1 § § I I § 
§ I 

! l :  FG ( >300) § 
U45 ! 2 ! 2 :  101 § 

PHox*a(ApHIE 1 : L'ESTIMATION DU POIDS M O I s c u w R G  DU PLASMIDE 
llÇUICIDE" (pSP601) ACQJIS PAR LES 3 TRANSCON- 
J U W S  ISSUS DU CFXlISJBENT E3TRE E. coi i  Slll 
(p6P601) ET E. ooli C600 R ~ F  DEPO- DE 
PLASMIDE 

- équation de la dxoite de régression 

log FM = - 2.67 log MR + 12,ll 

- coefficient de corrélation 

r = - 0,9965 



Nous r ~ q u o n s  que l a  souche C6Cû es t  dépourvue de 

plasmide. Eh revanche, nous constatons la présence d'une bande plasmi- 

dique chez les trois  transconjugants analysés qui corresprd à celle 

de l a  çouche donaeice d'E. col i  S111. L'évaluation du poids mléculaire 

du plasnide (pSP601 ) d o m  une valeur de 70 J!&i ; celle-ci a été effec- 

tuée par campraison avec des plasnides de pids mléculaire connu. Les  

souches t k i n s  sont E. coli  J53(RP4) , R. meliloti f5-30, Ls2a e t  U45 ; 

les  p i d s  moléculaires de leurs plasmides ont été calculés par CASSE 

e t  coll. (19 ) .  

Choix du t ransposon 

Naus nous somes pzoposés d 'étudier la transpsit ion de 

ces quatre é l h t s  transpsables n d s  précéderrment en uti l isant 

différentes souches de R. meliloti. Le croisenment es t  effectué entre 

la souche donatrice d'E. col i  S l l l  (pSP601) e t  les  souches réceptrices 

de R. meliloti : 1-5 St r ,  M22S, PISNI, M11Ç. Les résultats obtenus sont 

rapprtés  dans le TABLEAU IV. 

5 Souche ! Fréquence de ! Béquence de ! E'réquence de 5 
5 réceptrice ! transpsit ion du! transposition du ! transposition du 5 

R. meliloti ! Tnl (&) I 7315 (Km) ! Th1771 (Tc) 5 
-! 1 

I 1 
!- 
1 

1-5 S t r  I ID I 5 , 7 . 1 0 - ~  I -9 5 5 < 5,3 . 10 
I I 1 

§ 

!i M22S I I D  I 1.6 . 10-~ 1 < 3 , 5 . 1 0  -9 5 
5 

I I I 
s 

ra~n ID 
I I 5,8 . I < 4 , l  . 10 

-9 s 
§ 

1 1 1 
5 

5 rvls ID 
I I 4.2 , 10-~ I 

5 
5 ~ 3 ~ 4 .  10-~ 

TABLEAU IV : F R E m C E  Dl3 TRAN,SFEEC DES DIFFERENfS TRANSPOSONS CHEZ 

R. meliloti 

ID : Irdéternllné (des colonies p u  apparentes, diff ic i les  à déterminer) . 



Ia sélection des cellules ayant reçu les transpsons es t  

réalisée sur milieu minimum (R glc HB1) additionné d'arrp?icilline,de 

kanamycine ou de tétracycline. 

ie TABLJ3U III nous Miope que nous n'observons ps de 

tels clones suc rmlieu minimum additionné de 1 ' ampicilline ou de la 

tétracycline pxr les quatre sowhes testées. 

k s  colonies qui apparaissent sur le miLieu contenant de l'ampicilline 

sont des microcolonies ; lorsqu'on les  purifie par repiquage sur le 

milieu, on n'observe aucune croissance. Il s'agit d'artéfacts probable- 

ment dûs à l a  dégradation de l'ampicilline pr 1'E. col i  présent dans l e  

La transpsit ion des Tnl (Ap) e t  Th1771 (Tc) n'a _ps eu 

lieu ; dans l e  cas du Tn5 (Km), nous avons constaté l a  présence de 

clones résistants sur milieu minhm additionné de kanamycine. C e c i  

nous corduit à admettre la transposition du Tn5 dans l e s  différentes 

souches de R. meliloti . La non-transposition des Tnl e t  Tn177 1 est 

probablement l iée  au mécanisme du plasmide "suicide" chez R. meliloti. 

Mus avons donc rechesché des clones ayant acquis l e  transposon Tn5 

p u r  les expérimentations ultérieures. 

3 - Choix de l a  souche r é c e ~ t r i c e  

Mus avons ut i l i sé  vingt souches prototxophes de 

R. meliloti d 'origine diffkente  du point de vue géographiqce. Afin 

de sélectionner des çouches présentant une a p t i t d e  convenable à recevoir 



l e  tramqoson Tn5 , nous avons effectué les  croisements avec la 

souche d ' ~ .  coli  S l l l  (-601) conme souche donaeice e t  ces vingt 

souches cannes souches réceptrices, 

Us R. meLiloti résistants à 4 a  kanamycine ont été sélectionnés sur 

milieu minuman additionné de kanamycine à la ancentration de 200 pg/ml. 

Les fr-nces de transposition e t  de mutation spntanée 

obtenues au cours de cette série de croisements sont irdiquées dans 

l e  TABLEAU V. 

Nous avons c a l d é  l e  pourcentage de mutants spontanés 

(devenus résistants à l a  kanamycine à 200 pg/ml) par r a p p r t  aux mutants 

résultant de l ' insertion du transpson mn5 , chez ces vingt souches 

ét3udiées. Ceci nous permet de sélectionner les souches les  plus zptes à 

acquérir ce transposon. 

k s  souches 2009, 444, 44, MllS, M19S, M22S etM28S 

montrent une fréquence de mutation spntanée faible e t  sont capables 

d 'acquérir l e  transpson Tn5 . 
Les souches U45, M.S,  17 R.I.0. présentent une fréquence 

de mtants spontanés résistants à l a  kanamycine plus élevée que celle 

des souches précédentes (1 à 10 %). Ces souches ne sont pas intéressantes 

p u r  la  transpsition. 

Les souches 2004, 1-5 S t r ,  M5N1, M12S, M14S, M27 donnent 

une fréquence de mutants spontanés très élevée, tandis que les souches 

SU47, M3S, M9S, M21 n'ont pas acquis l e  transpson Tn5 e t  ne présen- 

tent pas de mtants spontanés résistants 2 l a  kanamycine. 



+ Signifie que les mmhes ont aoquis le .trampson Tn5 et le purcemage de mutants sp3ntwBs est ~~ a 3. 

f Signifie eue leç souches ont a-s le tranqnscm T ~ S  et le pourcentage de mutants -tanés est -is enet 

1 et 10. 

- Signifie qus les souches n'ont pas acqds le transpsan T ~ S  ou qu'eues ~6sentent un purcentzqe de m i a ~ t s  
Spntanes superieur à 10. 



Enfin, panni les souches susceptibles de recevoir le trans- 

poson Tn5 , nous avons retenu les souches 444 e t  M28S p u r  les expé- 

rimentations ultérieures dans le but d'obtenir des m u t a n t s  auxo-hrophes. 

4 - Transposition entre E. coli S l l l  (pSP601) et les 

souches sélectionnées 

Nous avons d'abard isolé des mutants résistants a l a  

streptcarrycine à 400 pg/ml ~ R Z  la souche M28S afin de pwoir l a  sélec- 

tionner ultérieurenent ; l a  souche 444 p r t e  de jà l a  m b t i o n  de résis- 

tance à l a  streptomycine. 

La sélection des m u t a n t s  ayant acquis l e  transposon Tn5 

e s t  réalisée sur milieu riche (RC glc 1 %) auquel nous avons ajouté de 

la streptmycine e t  de la kariamycine à l a  concentration de 2 0  pg/ml. 

ce milieu nous permet de détecter les  colonies ayant acquis l e  transpson 

Les résultats obtenus sont irriiqués dans l e  T!ABIE&U VI. 

1 
g Sowk ; Fréquence de ! ""WO? de Pourcentage de 5 ' r écep t r i e  transposition - 
§ 

I . mutants spntan6s !Zû pg/mi spntanée ! 
§ 

5-I ! § 

TABLEAU VI : FREQUENCES DE TRANSPûSITION OBTENUES ENTRE LA SOUCHE D ' E . coli 

ET LZS SOUCHEÇ SELECTIONNEES : 444, M28Str 



5 - Obtent ion de mutants a u x o t r o ~ h e s  

a) Tmvt?lpashXon avec la 6ouche 444 : ----- .......................... 

-ès sélection des mutants ayant acquis l e  fi.5 sur 

milieu riche additionné de streptcsnycine et de kananrycine, environ 

dix mille clones ont é té  répliqués sur milieu minimum ( wlcHB1 ) . 
Cet t e  technique mus a permis de dénmbrer envixon 130 

clones incapables de se développer sur milieu minimum. Ensuite ces 

clones ont été étudiés p u r  leur auxotrophie ; parmi ces mutants 

p r é s d s  auxoh-owes, certains se sont révélés 8tre en réaïi té des 

protstrophes ; cela es t  dû à des artéfacts d l e r i e n c e  amne par 

a q l e  ura mauvais contact de la boîte avec le velours au w m t  de 

la réplique ; par ailleurs, certains mtants auxotrophes sont insta- 

bles : l e  Tn5 intégré sur certains gènes pourrait subir une excision 

ou une retransposition ; ceci provoque une réversion vers l e  phénotype 

sauvage avant que l 'on a i t  pu les identifier. 

E h  définitive, 27 clones se sont révélés être  des mutants 

auxotsaphes véritables, car ils sant incapables de se développr sur 

milieu minhum. 

Le purcentqge de mtants  auxotrophes obtenus en anployant l e  Tn5 

canne agent mutagène est d'environ 0,3 %. Nous signalons que ce taux 

de mutation confinrie les résultats déjà &tenus par BERïNGER ( 12 ) et  

par =Tm ( 92 ) en uti l isant l e  ISIW transposon. 

&s exigences de ces mutants auxo.trophes ont été déterminées. 

Les résultats sont r~sirmés dam l e  T?BIEAU VII. 



ïa &- de rmumi. d&embée milw minimm F!gk 4. ne tient p s  capte s'fi s ' a m  de 
vrais r6-ts iredevenus sensibles 2 la kaMnyclna) ou de pseuic-r€vertantç (rat& r6sis8ms a 
cet antFbiotiqce) . 



Les fonctions principales touchks par le transposon Tn5 

sont remésentées p r  l 'incapacité à synthétiser les  acides aminés sui- 

vants : arginhe,  rraéthionine, leucine. Ceci mus a corduit à penser à 

regrouper les mutants en 4 cat6gaies  : arginine ( 10 mutants) , méthio- 

nine (8 mtants) , leucine (4 mutants) , c y s t é ï n e / m é t h i o ~  ( 2  m m * )  

Pour chaque catégorie, on a cherché l a  croissance sur les 

intexnédiaires de la biosynthèse des acides aminés. S i  les voies de 

ce t te  biosynthèse chez Rhizcbim Sont i d e n t i p s  à cel les  établies chez 

E. c o l i  ( 2 ) et  en employant l a  RSEE noawiclature des géno~rpes chez 

E. col i ,  nous constatons que les 10 mutants exigeants en arg- ont  

subi une altération au niveau de gène arg G qui e s t  r e spnsabk  de la 

synthèse d ' arginino succinate-synthétase CE. C . 6.3.4.53 ; cette der- 

nière transforme la c i t rul l ine  en arginino succinate (FIGURE V) . 

L-ûrnithine 

Ornithine 
carbarmyl-transférase : a r g  F, 1 

A r  ginase (gène en double) 

Arginine déiminase 
L-Arginine L-Citrulline 

Argininosuccinate 
synthétase : arg G 

Arginino-aucci- 
nate lyase : 7 Aswrtate 
SZLLL 

L-Arginino succinate 

CHEZ E. coli 



ce qui concerne les huit mutants exigeants en méthionine, 

nous remrqmns deux ms d'altération g é n é t i p  : les quabre premiers 

mtants (444: :Tn5.2) , (444: :Tn5 -17) , (444: :Tn5.29) e t  (444: :Tn5.43) sont 
- 

capables de se dévelapperL sur cysthationine e t  horru>cystéïhe, mis pas 

sur les autres internédiaires de l a  méthionine, ce qui  indique que le 

transpson s 'est  intégré sur l e  gène gouvernant la  synthèse de l 'hmsérine- 

déshydratase (FI- m) . 
Par ailleurs, le deuxièm groupe, qui concerne les quatre 

autres mutants, a ~obablement subi une altération portant soit sur l e  

$ne réguïateur mt j, soi t  sur l e  gène responsable de la synthèse de 

la L : ( 5  méthyl-tétrahydrofolate hr,mxystéIneméthyl.-transfease), parce 

qu'ils ne se d é v e l o p t  qu'en présence de la &thionine ajoutée dans l e  

milieu minAmm. 

Deux mutants exigeants en acides aminés soufLés ont été 

isolés au cours de cette transpsition. Ils sont capables de croître en 

présence de cystéïne ou de méthionine. Ces mutants peuvent également 

u t i l i s e r  les i n M i a i r e s  : cystathionine et b c y s t é ï n e ,  pur mettre 

en route l e  cycle des acides aminés. 

L'insertion du transposon Tn5 sur l e  gène cys K a r d u  ces deux 

mutants (444::Tn5.19) e t  (444::Tn5.20) incapables de synthétiser la 

cystéïne-syntbase 6E.C. 4.2.99.83 qui transforme la sérine en cystéïne 

en uti l isant le sulfure d'hydrogène co rn  substrat (FIWRE V I ) .  

Dans l e  cas des qua-tre mutants exigeants en leucine, ils 

sont tous pnobablemnt bloqués sur l'un des deux gènes qui suivent l e  

gène quvernank l a  synthèse de la leucine déshydrogénase (FPGUHE V I )  , 
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car ces mutants se dével-t en présence d' u-céto isocapoate. 

Ceperdant, MUS n'avons pas pu tester les croissances des mutants 

sur les intem6diaires (2-D-thréo hydroxyl 3-carboxyl isoca~poate, 

e t  3-carboxyl 3 - h ~ ~ i s o c a p r o a t e ) ,  car ces I n M i a i r e s  n'exis- 

tent  pas dans le oomnerce ou sont instables (FIW'RE V I I )  . 

2-Isopopylnialate 
deshydrogénase : l eu  B - 

2-D- 
hydroxyl B-carboxyl u4é-b-isocapwte 

isocapmate 

2-IçopopJl i 
L-Leucine - 

m l a t e  déshydratase 1, deshydrogénase 

GLeucinec ----- 
3-Carboxyl- 3 

L- Valine e------ 3 
2- Isopropyl 
malate synthétase 

(iso) Leucine 
transaminase 

2-Cétc-i~o - 
valerate 

CHEZ E. col i  

-bus avons vérif ie l a  s tab i l i t é  des caractères des diffé- 

rents mutants obtenus par transpsit ion.  Mus remarq-mns qu'au sein 

d'une même catégorie, la  kéquence de réversion varie d'un mitant à 

un autre (TABLEAU VII) . 



b )  T n c r m ~ o b ~ o n  avec & aouche 1128Str : ----- ............................. 

:@us avons effectué la t ransps i t ion  du Tn5 dans la 

souche ~128Str de R. meliloti, en vue de comprer les caractères des 

mutants issus chez ce t te  souche avec ceux de la souche précédente 

R. meliloti 444. 

La mêne technique e t  les m%nes conditions ont é té  ut i l isées 

p u r  tester environ 13 000 clones ayant acquis le transpson Tn5 , 
p u r  leur éventuelle auxotrophie. La purification de 140 mutants auxo- 

trophes présanés donne 28 mutants véritables. Us résul ta ts  de l ' identi- 

fication de ces mutants sont résrnés dans le TABLEAU VIII. 

Nous constatons d' a p è s  l e  tableau qu'on peut distinguer 

quatre grands groupes de mutants auxotrophes : tryptophane, pyrimidine, 

adénine, méthionine et t r o i s  pe t i t s  groupes : cystélne/méthionine, argi- 

nine, phénylalanine/tryptophane/tposine. En ce  qui conceme les t ro i s  

petits groupes, chaque groupe es t  constitué de deux mutants. 

On r a u q u e  que quatre muveaux types de mutants a w t c o -  

phes sont apprus  : tryptophane, pyrimidine, adénine e t  P h e m p m .  - 
Par ail leurs,  les mutants exigeants en méthionine, cystéïne/méthionine 

e t  arginine se trouvent simultanément chez les souches n28Str e t  444. 

Ehsuite, les mutants ont également é té  testés p u r  leur 

croissance sur les i n t d i a i r e s .  

Chez les mutants arginine et cystéïne/méthionine de l a  souche M 2 8 Ç t r  , 

l e  transpson Tn5 s' e s t  inséré respectivment sur les  gènes arg G 

e t  cYs K r  de l a  mêne  manière cpe chez l e s  mutants arginine e t  cystélne/ 

méthionine de la souche 444. Cep-i-d-lant, chez deux mutants exigeants en 
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méthionine (tII28S'cr : :Tn5.39) e t  (W8Str : :Tn5.41) , l e  gène g o w e r m t  

la synthèse de la cystathionine B -synthase a subi une mutation par in- 

sertion du Tn5 . 
Les mutants exigeants en pyrimidine sont bloqués au niveau 

du gène pg% responsable de la synthsse de la dihyùro-orotase 

[E.C. 3.5.2.31 (FIGURE VIII). 

déshydrogénase / orotase : pyrC 
A s p a r t e  carbamoyl 

Carbamyl- transférase : m B  Iraspartate 
~ - ~ s p r a t e (  

Pyrimidine 
r ibonucléoside 
~ y r o p h o s m ~ -  

ûrotidine- Cytosine déaminase Cytosine 

5-phosphate 

Oro tidine- 
5-p-décarboxylase : phospho r ibosyl-tram f érase 

Uridine-5- 
EyrF phosphate 

FIGUE VIII : SCHEMA DE LA BIOSWHESE DES FYRD!ïNES CHEZ E. coli 



Signalons que ces mutants se développent fafilerrient sur 

1 ' orotidine-5-phosphate et  sur 1 'orotate , cela p u t  s ' expliquer par 

une pénétration d i f f i c i l e  de ces g~o3uit .s dans les cellules. 

A p r o p s  des mutants exigeants en tryptophane, ils sont 

probablement bloqués sur les gènes qui suivent l e  gène typE gouver- 

nant la synthèse del'anthranilatesynthase [E.C. 4.1.3.27z tardis que 

chez l e s  mutants exigeants en adénine, le  transpson Tn5 est am- 

remnent inséré sur les gènes qui viennent après l e  gène W B  synthé- 

t i sant  1 ' adénylo-succinate synthétase CE. C . 6.3.4 .4 .] . 

6 - Ambiguïté de 1 'é tude  des mutants auxotrophes 

Parfois, l'analyse des résultats  est compliquée par 

1' appr i t i on  sur milieu minimum de colonies translucides pzovenant 

de la croissance faible de mutants auxotrophes eri absence de leur 

exigence. C e  artéfact n'a jamais pu ê t r e  éliminé malgré tous l e s  

essais réalisés. 

Nous avons constaté au cours de 1' identification de ces 

mutants que les mutants exigeants en méthionine, leucine, adénine e t  

cystéYne/méthionine se développent souvent sous fmme d'une colonie 

translucide sur milieu minirmrm (Rglc HB1) , mais cette croissance faible 

devient narmale si  l'on ajoute leurs exigences dans le milieu 

(PEBYIIOGRAPHIE II) . 
Ceperdant, l es  mutants exigeants en tryptophane, pyrimidine 

e t  arginine ne manifestent aucune croissance sur  milieu minimm ; cela 

a déjà é t é  rerrarqué chez des mutants exigeants en tryptophane isolés 



PHMYX;RAPHïE II : ASPECT DES CümNïES DE R. meliioti SUR MILIEU 14INil4W 

A) A gauche, l a  croissance de la souche sauvage 444 

donne une colonie opaque ; 

B) A droite, la faible croissance de certains mutants 

aumtrophes donne une colonie .tramluide. 



après traitment un agent mutagène classique l a  N-méthyl N'-nitro 

N-nitroçoguanidine (M. BElXET, cmunication personnelle) . 
Ce  phénmène de colonies translucides n'est donc pas l i é  

à la mutation p r  Wanspsitisn. 

I I  - MUTANTS INEFFICIENTS 

Outre son métabolisme vi ta l ,  l e  Rhizobim est doué dtau.tres 

fonctions qui lui sont particulières, te l les  que la sécrétion d'exopoly- 

saccharides, la spécificité d'hôte, l ' infectivité e t  l a  fixation d'azote. 

*us avons constaté que l e  transposon Tn5 s'intécp-ait sur 

di£ férents gènes de biosynthèse (acides arninés , bases nuclëiques) e t  entraî- 

nait des pxturbations dans l e  fonctionnement de ces gènes. 

Nous nous sames propsés d ' é t d i e r  1' effet  de cet  agent mutagène sur les 

caractères spbiotiques du Rkizobiun. 

I - Isolement 

Un mutant inefficient (44::Tn 5.8) a été identifié après 

passage sur plante de mmbreux mutants ayant acquis l e  transposon Tn5 ; 

ceux-ci ont été récoltés sur milieu rniriimcuri (R glc HB1) additionné de 

ka~mycine (ceci après c r o i m n t  entre E. col i  S l l l  (pSPGO1) e t  

R. meliloti 44).  

Parmi les  27 mutants auxotrophes issus de la souche 444, 

un mutant exigeant en arginine (444 : :Tn5.10) a également mntré une 

activité n i t r o g b i q u e  nulle. 



D'autre part, un pseudo-révertant inefficient a é té  isolé 

de la même minière à partir d'un mutant de la souche 444 exigeant en 

méthionine (444 : :Tn5.29) . Ce psedo-réver tant inef f ic ient  a été dénamé 

Le TABïE?iU M mntre  les wopriétés de ces mutants ineffi- 

cients p r  rapport aux souches &es carrespondantes. 

5 I ! Quantité de ! Ncsnbre !Isolenient! I 5 
5 I d a t i o n  ; fec !C2H* tramfor-! myen ! des ! Caractèresi T e n p  5 imoyen -!me en C2H4/ ! de 5 des plantules; !souches à!des souches! de 5 
5 de luzerne . ! plantule en ! mdules/!partir de! isolées Igénératiog 
5 ! (w) !piantules! d u l e s  ! I 

1 I I I 1 
5 

5 
1 1 1 1 1 

1-------+ 
5 1 

1 1 1 I 
5 

5 44 34 34,2 9 + ISmr ! 4 H 1 3  5 
1 1 I 1 I 1 5 -,,._, - - -  ,,-, ,,,-,,, --.- 
1 I I 1 I 1 

5 
5 

1 1 
5 

5 44::Tn5.8 ! 6,6 ! O 3 + lard I 3 H 2 3  5 
1 1 I 1 1 1 5 , ,  - ,,,,,-, ,,,,,,- ,,-, - - ,  ,,,-- - ----- 
I 1 1 1 1 1 

5 
5 

I 1 I 1 
5 

5 444 2 7 31,5 9 + knir ! 4 H 0 3  5 
1 1 1 1 1 1 5 - , ,  . ,,-,- ,--- - ---,- - -  .---- 
I I 1 I I I 

5 
5 

I 1 I 1 
5 

5 444::Tn5.10 33 O 8 + lmr I 5  H50 5 
I I I I 1 1 5 - - - - -  - ------ - ,II, ----- ------ ------ -PI-- 

1 I 1 1 1 1 
5 

5 
1 1 I 

5 
5 44: rTn5.29 ! 3 3 35,2 6 + iSmr 3311~;~let-I 3 H 52 5 

1 1 1 I 1 1 5 - ,  - ,,,., - , ,  - ,,,-. ,-- ----- ---- 
I I 1 1 1 1 

5 
5 

I I 1 + 5 
5 29.86 6 O ! 13 I Snr Kmr ! 7 H 0 5  5 

1 I I 1 1 1 5 , , ,  - ,--,-, , ,  - -  - - -  ----- - ----- 
1 1 1 I 1 1 

5 
6 5 
5 non inoculée ! 7 1 O 1 O 1 1 I 

1 I 1 I I 1 
§ 

5 § 

TABLEAU IX : aX"PRAISON E S  SOUCEES INEFFICIENTES PAR RABPOW. AUX SOUCHES TEEIC)INS. 

L'ef f icience est mesurée deux mis après infection de plantules de 

luzerne. Les mesures ont été fa i tes  sur huit plantuies entières. 



L'inefficience de  ces t r o i s  clones se t raduit  nettement au 

niveau du poids sec. En effe t ,  le poids sec des plantules irioculés p r  

les souches inefficientes est sensiblement le même que le ténioin non 

imcüié e t  nettement inférieur à celui des plantuies infectées pu: les 

souches &es. 

.. .- 
PHXWRAPHiZ III : ASPECT DES PLANTULES DE LUZERNE INFECmS PAR : 

A) La souche sauvage efficiente 444 ; 

B) IR mutant auxotrophe efficient  444: :Tn5.29 (Met-) ; 

C )  I;e psecdo-révertant inefficient (29.86) . 
On voit  nettmsnt l a  présence de nodules racinaires. 



Nous remarpns que l e  taps de génération de la souche 

inefficiente (29.86) e s t  environ l e  double de celui de la souche d'ori- 

gine, mis l e  twq. de génération de l a  souche (44::Tn5.8) es t  sembla- 

ble à celui de la souche sauvage 44 . 
Enfin, le n m h e  de nodules e s t  intéressant à noter, mis 

il f a i t  intervenir 1' infectivité e t  non l'efficience. 

Signalons que, dans l e  cas des souches inefficientes, les 

ncduies présentent un aspect déformé, spngieux ; ils sont parfois longs, 

blancs, ce qui Mique  que La léghémoglobine e s t  absente dans les nodules. 

%us avons, par l a  suite, effectué une électcophorèse en 

gel d'agarose dans l e  but de déterminer si l e  transpson Tn5 , qui a 

provoqué 1' inefficience chez les  clones (44 : :Tn5.8) , (444: : Tn5.10) e t  

(29.86) s 'est  intégré ou mn sur les  plasmides. Ceci p u r r a i t  être prou- 

vé par l e  fa i t  que  les plamides auraient un p i d s  mléculaire légèrenent 

supérieur (3,8 M) à celui des çouches mères. 

L'analyse de la P-HIE I V  mntre que les  plasmides 

géants ainsi que ceux de ta i l le  myenne migrent respectivement à égale 

distance r pur le mutant inefficient (44::Tn5.8) e t  sa souche-mère 44 par 

rapport à la zone de dépot. Par  contre, les plasmides myens du mutarat 

(444 : :Tn5.29) e t  de ses révertants (29.86) présentent une migration infé- 

rieure à celle du plasmide myen de l a  souche 444 ; l a  différence de t a i l l e  

calculée est  de + 6.1 plk3 ; ceci signifie qu'une insertion d'ADN s ' e s t  
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PHcXCOXAPKTE IV : L'ESTIMATION DU POIDS L M O ~  DES PIASMIDES 
DES SOUCHES IXEF'FIC-S FT DES SOUCHES 

- équat ion d e  la droite d e  r é g r e s s i o n  

log PM : - 2,73 log MR + 11,94 

- c o e f f i c i e n t  d e  corrélation 

r : - 0,9996 



effectuée au niveau du plasmide myen du mutant (444::Tn5.29) ; cette 

insertion n'est pas responsable de la peste de l'efficience chez l e  

révertant (29.86) puisque l e  mutant correspordant e s t  efficient. Cepen- 

dant, nous n'avons pas pu dé- La nature de cette insertion d'ADN. 

En ce con- le mutant (444 : :M. 10) (Arg-) inefficient, aucune diff* 

rerice de t a i l l e  n'a été observée (voir -HIE VI , page 94 ) . 

I I I: - MllTANTS AFFECTES SUR LE &T;L\BOLISE DES EXOPOLYSACCMRIDES 

1 - Isolement : 

LR clone m28Str: : 'Bd5.3 1 , obtenu par transposition e t  

incapable de synthétiser le tiptophane a été ut i l isé  pour isoler des 

mutants prototrophes. Signalons p ce dlone donne une firéqueme de 

réversion de llordre de 10-~ (TABUDU VIII) .Parmi les mutants pzoto- 

trophes récoltés, deux clones présentent un aspect granuleux, déshy- 

draté e t  où l 'on note égalenent l'absence du halo caractéristique des 

souches de Rhizobium. 

11 faut remarquer que ces clones ont re-ouvé leur muco- 

s i t é  après conserva~on en présence de glycérol (20 % )  à - 20' C. 

N b n r m i r s s ,  cette mucosité e s t  mins dense que celle des souches de 

départ . 

2 - Dosage d 'exopolysaccharides 

D'abord, mus avons effectué un dosage chimique d'exopoly- 

saccharides. Ceci a été réalisé pour mesurer les quantités d'exoplysac- 

charides pzcduites par les cellules bactériennes cultivant en milieux 

de prolifération jusqu'à ce qu'elles atteignent l a  phase stationnaire 

tardive. 



Sur le TABLEAU X figurent l e s  résultats  suivants : 

- ___---- Sur milieu TY : aucune différence significative n'a étG observée p u r  

les différentes souches analysées ; 

- Sur ---_- milieu RC kuctosé -- : l 'un des deux clones (3.22) donne une quantité 

d'exopolysaccharides environ m i t i é  plus faible que les souches t h i n s  

(M28 str) , (M28 six: :Tn5.3) ; 

- Enfin, sur milieu IS kuctosé : l e s  deux clones p r é s d s  non-muqueux 

sont caractérisés par une sécrétion d'exr,plysaccharides nettenent 

plus faible que ce l le  des çouzhes parentales. 

Pour estimer d'une façon plus @cise les quantités 

d'exoplysaccharides libérés par ces psedo-révertants , nous nous somnes 

proposés d ' étudier leurs synthèses d ' exoplysaccharides en non-prolif é- 
1 4  

ration dans le tampn RN- kuctosé en présence de euctose marqué en C 

7 (2.10 cp'dsnl). 

IRs quantités du fructose transformé en exoplysaccharide 

Miquent  qui les pseudo-révertants (3.17) e t  3.22) synthétisent environ 

3,5 fois mins d'exapolysaccharide que la souche nglse (M28 str) e t  8 fois  

mins que l e  rrmtant auxotrophe (M28S.tr : :Tn5 .3). . 

Signalons que 1 'E.  co l i  CG03 synthétise une quantité 

d'exopolysacchari.de négligeable. 

Par la suite,  nous avons contrôlé l ' e f f e t  de l a  réversion 

à l ' é t a t  de pototrophie sur les résistances de ces pseulo-révertants à 

l 'ampicilline, l a  kanamycine, le triméthoprime e t  la tétracycline 

(voir CHAPITRE II). 





Pour le mutant auxotrophe, l a  résistance à la kanamycine 

est  acquise p u r  une concentration égale à 200 pg/mi, tandis que l e s  

deux clones issus par réversion de ce dernier se sont avérés résis- 

tants à une concentration supérieure en kammycine (1 500 pg/inl). 

En principe, l e  transposon Tn5 inséré sur l e  gène ccdant 

pour l a  synthèse du tryptophane avait subi une retransposition chez l e s  

deux pseudo-rwertants. Du hit de l 'aff ini té  du transposon ni5 p u r  

certains gènes, il s 'es t  intécpré sur l 'un des gènes respnsables de la 

synthèse d ' exoplysaccharides chez ces clones peu muqueux. 

Une hypthèse a été émise selon laquelle on a pensé que les 

gènes pur ïa synthese d'exoplysaccharide~sont localisés sirr les plas- 
> 

mides de Rhizobim. Nous avons donc contrôlé cette hypthèse en réali- 

sant une électropkimèse en gel d'agarose de ces deux clones, afin de 

détecter une éventuelle augmentation de la t a i l l e  du plasrcide. 

Cepeniant, la PHO'KGWPHIE V montre que l e  poids mléculai- 

r e  des plasmides des deux psedo-révertants es t  du mêms ordre que celui 

de la souche sauvage e-t de son mutant auxotrophe (133 M i )  



5 Souche ! NcUnbre de ! Poids mléculaire des 5 
5 plasnides ! plasnides en Mi 5 
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PHOTOGRAPHIE V : LVEST7MATION W POIDS MûïEUGALREd DES PïASKlDES 
DES PSEUDO-RBEXENCS AEFECTES SUR LA BIOSYNTHESE 
D 'MOPOLYSACCHARIDES AINSI QUE DES SOUCHES D 'ORI- 
GINE 

- équation de l a  droite de régression 

log PM = - 2,73 log MR + 11,94 

- coefficient de cmrélation 



4 - Propriétés symbiotiques 

ûn a pensé que 1' exopolysaccharide excrété par l e  

Rhizobium é t a i t  l'agent inducteur de l 'activité de la polygalacturo- 

nase ( 54), ce qui est  possible puisque des mutants non muqueux de 

Rhizobium legcnllriosarum perdent leur pouvoir infectieux ( 72 ) . 
Les données précédentes nous ont amenés à étidier l e s  

compxtements symbiotiques de ces deux clones avec la plante-hôte. 

On s'aperçoit dans l e  tableau suivant (TABLEAU X I ) ,  qcle 

ces deux pseido-révertants ne sont pas affectés sur l'infectivité. 

C e c i  se traduit par la présence de ricanbreux ncdüies sur les racines 

secondair es. 

Ils sont également restés efficients, donc l'expression faible des 

gènes codant p r  la synthèse d'exoplysaccharides ne pr turbe pas 

l'efficience de ces mutants. 
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Inoculation des ; Poids sec noyen ! Quantité de C2H2 ! 1 Isolementdes 1 Mn-dxe myen de ! sowhes à partir ; CaractSres des 5 

ttransformée en '2% b d e s  p r  plantule ! de dules plantules de luzerne ;d'une plantde  (mg) en ; souches i s o l k s  5 5 5 

I ' Souche sauvage 
M28 S t r  

1 

§ I 

I ' Mutant auxotrophe 
M28 S t r . n i5 .3  

§ I 

I 1 I I ! 5 ,,,,-,--,--,--,,-, ,,,,-----,-,-,- -,,,,,--,---- ------------- ,,---,-,-,,, ,--,--,,,,-,-,- 
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TABLEAU X I  : EVAUJATION DE L8INJ?ECTIVITE ET L'EFFICIENCE DES PSEUDO-mAMTS AFFECTES SUR Ll2 MliTAEiûLISME DES 

EXOPOLYSACCHARIDES 

(Mêmes conditions que dans le TABLEAU IX) 



C H A P I T R E  I I  



Dans l e  CHAPITRE 1, paragraphe 5, nous avons estimé l a  

fréquence de réversion des différents mutants de l a  çouche 444 véri- 

f iant ainsi la s tabi l i té  de leurs caractères. 

Ehsuite, nous avons recherché des révertants prototrophes 

afin de powoix isoler de façon uidirecte des mutants affectés sur 

les  propriétés symbiotiques, dans l e  cas où. une muvelle transposition 

se serait effectuée au niveau de gènes impliqués dans ces propriétés. 

Ceci correspordrait à une pseudo-réversion. 

En effet, un vrai révertant résulte de 1' excision du trans- 

pson Tn5 ; ceci s 'accampgne d 'un retour à la prototrophie e t  de l a  

perte de la résistance à la kanamycine. Nous l 'a~peilerons "vrai réver- 

tant". 

Exanpie : ~g mr - wgf IInS 

Cependant, un pseudo-révertant conserve sa résistance à la 

kanamycine ; l e  retour à l a  prototrophie ne provient a w m e n t  pas de 

l a  reconstitution du gène al téré  par 1' insertion du Tn5 , sauf s '  il 

y a retransposition de cet  élément à un autre &oit du g é m e  bacté- 

rien, suivie d'une excision de la première copie du Tn5 située sur 

l e  gène muté. Nous l'appellerons "pseudo-rwertant". 

-pie : w g  mr ---r ~ r $  mir 

(Le t e r m e  de "révertants prototrophes" ccimlpend les vrais révertants e t  

les  pseudo-révertants) . 

Nous avons donc, dans un pxnier: temps, procédé à l'étude 

d'un certain &e de révertants prototrophes isolés après étalement de 

différents mutants sur milieu m i n b u m .  



1 - ISOLEMENT DE RÉVERTANTS PROTOTROPHES ET I%JDE DE LEURS RES ISTANCES 

AUX ANTIBIOTIQUES 

Nous avons cimisi t r o i s  mutants auxotrophes portant diffé- 

rentes mutations dues à l ' insert ion du Tn5 et présentant une fréquen- 

ce de réversion élevée (TABLEAU V I )  : (444: :Tn5.10) (444 : :Tn5.18) e t  

(444::Tn5.27) . 
Des révertants p t o t r o p h e s  apparaissent sur milieu mini- 

mum (Rglc HB1) après une dizaine de jours d 'incubation ; mus les avons 

purifiés et ensuite testés af in  de déterminer leurs résistances aux 

antibiotiques. 

Wus devons préciser i c i  que tous les mutants auxotrophies 

sont résistants à l a  s t repmycine (résistance chromsanique de la 

souche 444) e t  à l a  kanamycine (péserice du Tn5 dans leur gé-) . 
Cqedant ,  ils sont tous sensibles aux antibiotiques dont la résistance 

est calée les t ro i s  autres transposons p r t é s  p r  le plasnide 

"suicide" ( ~ p  : Tnl, Tc : Tn1771, Tp : Tn402). 

E h  cultivant l es  mutants prototrophes dans un milieu r iche 

contenant 200 ug/mb de bmmycine, nous avons rariarqué que quelques 

mutants pzototrophes se développient pendant 18 heures, taridis que les 

mutants auxotrophes avaient besoin de t ro i s  jours pur dégrader la 

kïmmycine. Ceci nous a f a i t  penser que certains révertants ~ o t o t r o p h e s  

étaient plus résistants à la ka~mycine les mutants auxotrophes. 



Ceperdant, mus avons égalment détecté des révertants 

prototrophes sensibles à la kmmycine etd 'au t res  résistants à 200 pg/inl 

de kanamycine . 
La ma jmi té  de ces révertants issus des t rois  mutants auxo- 

trophes étidiés sont devenus résistants à de fortes concentrations en 

kanaqcine ( W e U T e s à  1 500 pg/ml). 

Quelques psedo-révertants montrent en plus une résistance 

à l'ampicilline (100 pg/ml) e t  au triniéthoprime (1 mg/ini) . Un seul vrai 

révertant es t  issu de la souche (444 : :Tn5.10) , il es t  sensible à tous les  

antibiotiques (TAELEAU X I I )  . 

A l a  suite de ces résultats, nous nous somnes propsés 

de ccarrparer la résistance aux a n t i b i o t i ~ s  de chaque type de réver- 

tants prototrophes pm ra-t aux souches d'crigine (les mutants 

auxotrophes carresprdants R. meliloti 444 e t  E . col i  siil (pSPGO1) 1 

en milieu liquide sauf dma l e  cas du .triméthogrime où le  test est  

effectué sur milieu solide. 

Les résultats sont consignés dans l e  TA3EAU X I I I .  
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TABLEAU XII1 : E;?UDE CarQAREE LES SOUCHEÇ D'ORIGINE ET LES DI 

RENTS TYPES i1E REVEFfllANTS PlUiWRûPHES 

Les tests se font en milieu liquide (RCglc 1 %) additionné de 1' antibi&=' 
tique convenable (sauf dans le cas du triméthoprime où le +!.est e s t  effec- 
tué sur milieu solide en &thode des " s p t s " )  .L1 inoculum e s t  de 103 bact.6- 
ries/ml ; incubation à 30' C durant 5 jours. Le chiffre entre parenthèse 
indique la concentration de la kanamycine exprimée en pg/ml. La concentra- 
tion en ampicilline e t  triméthoprime ut i l i sée  pur  1 'E.  co l i  e s t  de l 'ordre 
de 1CO pg/ml e t  200 pg/d respectivement. 

R = rés is tant  à l'antibiotique 
S = sensible à l 'antibiotiqw 



A propos de la kanamycine, cartains pseuio-révertants 

(10.1) (10.3) (18.29) (27.1) e t  (27.10) se sont avérés environ h u i t  

fois plus résistants que les mutants auxotrophes correspridants. 

Nous remarquons aussi que l e  pseudo-révertant (18.1) e s t  plus résis- 

tant que les autres pseudo-révertants (10.1) e t  (27.1). Tous ces 

révertants ont alars été ccanparés en examhant leur contenu plami- 

d i p .  

II - CONTENU PLASMIDIQUE 

P;lous avons analysé l e  contenu p lasmidip  de différents 

révertants pzototrophes isolés précédament en lysant directement 

ceux-ci au scumiet d'un gel vertical d'agarose, puis en soumettant ces 

lysats à une électrophorèse, ceci dans l e  but de rechercher une éven- 

tuelie d i f i c a t i o n  de t a i l l e  des plamides de ces révertants par rap- 

prt à ceux des s o ~ h e s  d'origine. 

Les résultats obtenus au cours de cette étcde sont 

reproduits dans les  PJUEGRAPHIES V1: e t  VïI. 



5 Souche ! k&re de ! N a  et p i d s  mléculaire5 
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PHmm VII : L'ESTIMATION Du POIDS MOLEcmAIRF: E S  PIASMI- 
DES DES PSEUCO-REVEEI?IANTS ISSUS DES MUTANTS 
AüXûTROPHES 444::Tn5.18 ET 444::Tn5.27 

- éqyation de la droite de régression 

log PM = - 2,63 log M .  + 11,6 

- coefficient de corrélation 
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P V I E  VI : L'ESTIMATION IXI POIDS MOLECULAIRE DES PLXKDES 
DES REVEKrANTs PRo'mmoPHES ISSUS Du MUTANT AU- 
Xû'EOPHE 444 : : Tn5 .10 AINSI QUE: CRlX DES SOUCHES 
D ' ORIGINE 

- équation de la droite de régression 

log Pl4 = - 2,62 log MR-+ 11,59 

- coefficient de corrélation 

r = - 0,9967 



Nous avons constaté la présence de deux plasmides myens 

chez les trois  pseudo-révertants qui présentent trois résistances aux 

antibiotiques (Mn, Ap e t  Tp). La t a i l l e  de ces deux plasmides n'est 

pas identique à celle du plasmide indigène de la souche sauvage e t  

des t rois  mutants awrotrophes correspordants. 

L'évaluation du poids mléculaire de ces deux derniers 

nous permet de constatex ~ L Y '  l 'un possède un poids mléculaire beaucoup 

plus élevé de celui du plasmide myen de la souche 444 e t  que l 'autre 

présente un poids mléculaire environ égal à la  m i t i é  de ce dernier. 

C e w t ,  les  psedc-révertants résistants à 1 500 pg/mi 

de kanamycine (10.3), (18.29) e t  (27.10) renferment un seul plasmide 

myen ayant ctn poids mléculaire qui n'est pas h l o g w  à celui des 

souches de départ, mais qui corresprd au poids mléculaire de la 

deuxième bande plasmidique chez les  t rois  pseudo-révertan- p&Gdem- 

ment notés. 

Enfin, on trouve qutt le poids mléculaire du plasnide myen 

chez l e  psedo-rgvertant ( 10.20) Crésistant à 200 pg/ml de kanamycine] 

e t  Pe vrai révertant (10.29) [sensible aux quatre antibiotiqms] e s t  

identique à celui de la souche 444. 

En bref, ces résultats mntrent qu ' i l  y a un rapport entre 

les résistances aux antibiotiques e t  les contenus plasnidiques de ces 

révertants prototrophes. 



D'autre part, l'apparition du plasmide de t a i l l e  (137f3 M ) ,  

chez les  pseudo-révertants résistants à 1 500 pg/ml de kanamycine, e s t  

iniépnfiante de celle du piasmide de t a i l l e  (4422 M) , qui est  caracté- 

ristique des pseudo-révertants redevenus résistants à l'ampicilline e t  

Afin de simplifier la suite, nous nous sames proposés 

d '  imoa.triculer les différents plasnides selon leur t a i l l e  chez ces réver- 

tan* ainsi que chez les souches d'origine. 

- Les plasBides chez les pseu30-révertanks Apr Tpr K.mr (1 5Cû )zg/d) qui 

ont un poids mléculaire de l'ordre de 4422 Md : pAB10.1, ~ 1 8 . 1  e t  

pAB27.1 ; 

- Les plasmides Migènes chez la souche sauvage, les  mutants auxotrophes 

e t  les révertants prototrophes qui pssèdent un poids mléculaire de 

l'ordre de 82*3 Md : @4, ~ O ,  pN18, pM27, pM10.20 e t  pM10.29 ; 

- Les plasnides chez les  psedo-révêrtants résistants à 1 5CO w/ml de 

kmamycine qui ont un poids n-oléculaire de l'ordre de 137% bkl : p1 10.1, 

@-'10.3, @1'18.1, M'18.29, P1'27.1 e t  @1'27.10 ; 

(Eie chiffre du plasmide crnirespnd à celui de la souche) . 
- Us plasnides géants (PG) existants chez toutes les  souches e t  pcssé- 

dant un poids mléculaire supérieur à 300 M i ;  celui-ci n' a pu être 

é v a l s ,  ne disposant pas de témoins du même ordre de grandeur. 

Nous représentons i c i d e  façon schématisée, les  différents 

plamides détectés chez les souches étudiées, ainsi que leurs résistances 

aux antibiotiques. 
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Danç les  résultats précédment donnés, mus avons ranarqué 

des phéncmènes imprtants chez les différents pseudo-révertants. 

D'une prt, l'apparition des plasmides (pl' ) e t  (pAB) dont 

l e s  pids moléculaires ne sont ps  bmlogues à celui du plasmide myen 

de la souche sawage ; d'autre part, la résistance irrqxxrtante à la  

kanamycine de ces révertants. 

Toutes ces données nous font penser à la question suivante ; 

est-ce qu'on peut retrouver les  mêmes nicdifications génétiqres par 

sélection inverse ? c'est-à-dire, est-ce que l a  mutation de résistance 

à 1 500 pg/ml de kanamycine Fourrait gxovqwr l'apparition de l'un ou 

des deux plasmides observés pécédennient, ou bien le retour à l a  proto- 

tropiue des mutants awcotrophes ? 

Pour réprdre  à ceci, nous mus sortmes gropsés de sélec- 

tionner des clones résistants à concentration élevée en kanamycine à partir 

des m&es mutants auxotrophes (444 : :Tn5.10 ; arq) , (444::Tn5.18 ; leu) - 
et (444 : :Tn5.27 ; met) . - 

La sélection de ces clones a été fai te  sur milieu riche 

(Rglc 1 %) e t  nn milieu minirmm (Rglc HB, ) additionnés de 1 SC0 pg/d 

en kanamycine. 

Dans l e  panier cas, nous avons isolé de nadxeux clones 

résistants à 1 500 pg/d de kanamycine. A l a  suite de cet  isolement, 

cinq clones issus de chaque mutantauxoeophe ont é té  aralysés. 



U s  résultats irdiquent que ces clones sont restés a m -  

trophes p u r  leur exigence originale e t  ils ont également gardé leurs 

sensibilités à l'mnpicilline, au trimétbprime e t  à l a  tétracycline. 

Enfin, mus avons contralé l ' e f fe t  de l'augmentation 

élevée de l a  résistance à l a  kanamycine sur l e  contenu plasmidique. 

On note dans l a  photographie suivante que l e  p i d s  moléculaire du 

plasnide moyen des six clones analysés (10.24) (10.B) (18.A) (18.B) 

(27 .A) e t  (27 .B) es t  identique à celui des mutants awtrophes carres- 

pndants, donc cette résistance élevée à l a  kanamycine n'apparait pas 

forcément l i ée  à une d i f i c a t i o n  du contenu piasmidip.  

N é a m i n s r  la sélection sur milieu rt.liniminn de mutants 

résistants à 1 500 pg/ml de -cine a donné une répnse négative, 

ce qui était prévisible. 

IV - TRANSFERT W PLASMIDE A E* col1 C 6 m  aF 

Nous avons effectué un croisement enize un pseudo-révertant 

(18.1) résistant à Km, Apt Tp e t  q u i  possède les plasmides (pl 18.1) e t  

(pAB18.1) e t  une souche d'E. ooli C600 qui es t  dépourvue de plasnide, 

afin de savoir si le plasmide (-18.1) é ta i t  Wansférable e t  quels gènes 

de résistance il prtait. 
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PHOrl70GRAPHIE VïII : L'ESTIMATION W POIDS DES PLASc4IDES 
DES MUi2WTS RESISTANTS A 15CO pg/ml EN KANAMYCINE 
ET DES SOUCHES DE DEPART 

- équation de la droite de régression 
log PM = - 2,13 log MR + 10,84 

- ccefficient de régression 
r = - 0,99 



La souche réceptrice e s t  rerdue résistante à la rifamycine 

SV afin de sélectionner les  transconjuguants éventuels sur milieu riche 

(RCglc 1 %) a-1 on a a jouté de 1 'ampicilline (100 pg/ml) e t  de l a  

rifamycine (100 pg/ml) . 
Les fréquences obtenues à l a  suite de ce croisenent sont 

significatives : 

- La fréquence de transfert de la résistance à l'ampicilline 

e s t  de l'cndre de 8,7.10-~. 

- La kéqyence des mutants spontanés de l a  souche E. col i  

C6CO résistants à 1CO pg/ml d'ampicilline es t  inférieure à 1,8.10-8. 

L'analyse de trois transconjuguants mntre qu ' i ls  ont 

acquis les caractères de résistance à l'anrpicilline e t  au triméthoprime. 

Par contre, ils n'ont pis reçu les caractères de résistance à l a  kana- 

mycine e t  à l a  tétracycline. 

Nous avons par l a  suite effectué une électrophaèse pur  

savoir lequel des deux plasmides es t  transféré à E. coli. Les résultats 

sont indiqués dans l a  P-HIE M. 

Nous remrqmns la présence d'une bande plamidiqre chez 

les trois transconjugants analysés qui correspnd à celle occupée par 

l e  plasnide (pAB18.1) de la souche donatrice. 

L'évaluation du poids mléculaire de ce plasriide transféré 

es t  d'environ 44+2 Pd, qui cmesponü a~oximativement à celui du psedo- 

révertant (18.1) . 
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- éqution de la droite de régression 

log PM = - 2,83 log MR + 12,08 

- coefficient de corrélation 
r = -  0,9981 



D'@S 1 '6a;ide de ces daim&$, nous powons d i re  que : 

- Le p- (w) est conjugatif ; 

- 11 pr& la r6sMance 3 l'ampiciUine et au tr-- 

thoprime ; 

- Cependant la  résistance 3 la kanamycine n 'est  pas 

portée par ce pîasnide. 

Cette résistance élevée à la kanamycine e s t  supposée 

p t k  par le piasmide (ml ) 9" n'a pas été transféré (non conjugatif) . 

V - INDUCTION W PHAGE Mu 

Le p i d s  molécuiaixe du plasmide (FB) observé chez les  

pseudo-révertants e s t  d ' environ 4422 m. Or, le pids mléculaire 

théorique du plasnide "suicide" (pSP6Ol) correslprhi à la some des pids 

moléculaires du plasnide R751 contenant le transpson Tn402 (30 F i )  , 
1 'ADN du bactériophage MU (25 RI) , des transpsons Tnl (3,1 Pa) , Tn5 

ci- 
(3,8 Wl) et Tn1771 (7,l  M i ) ,  so i t  un total de 69 RI (nous trouvons 

environ 70 Wl en électrophorèse) . 
Le t ransfmt  du plasmide (pAB) à E . c o l i  C600 r i f  ne s lac- - 

coqzigne pas de l 'acquisition des résistances à la kanamycine e t  à la 

tétracycline ; cela signifie que les transposons correspndants ne sont 

pas portés par ce plasnide. 





Il en ressort que si  on additionne les  poids rrioléculaires 

du plasnide R751 (Tn402) soit M M i ,  de l 'ADN du bactériophage Mu, 

(25 El) e t  du Tnl (3,l Ml) , on obtient un total de (58,l PEi) qui es t  

supérieur de 14,l Ml au poids mléculaire du plasmide t r a n ~ f é ~ a b l e  

des pseudc-rémtants . 
Celui-ci doit  donc contenir : soit une partie de l 'ADN 

du bactériaphage MuC+ soi t  un kagrnent d'ADN prwenant du gérrome du 

Rhizobiun oQ le plasnide (pAB) é t a i t  inséré chez les  mutants auxotro- 

phes. 

Afin de vérifier cet* hypothèse, nous avons tenté d'in- 

duire l e  @ge se basant sur les  résultats de BOUCHW e t  ~011. 

( 14) .  Ces auteurs ont réussi à induire l e  phage Mu intégré sur l e  c'Cs 

R facteur chez R. meliloti 2011. 

Agrès iridwtion du phageMu à l'aide du chloroforme, 
CY- 

on n'a pas observé de plages de lyse dans l e  cas des pseudo-prototro- 

phes (10.1) , (18.1) , (27.1) ainsi que chez les mutants auxotrophes 

conrespordants e t  la souche-mère 444. 

Par contre, l'isduztion de ce phage a été réalisée chez les  souches 

t k in s  d ' E. COU Si11 (gSP601) Muc+ MuCr e t  220-20 Mue ?lu r. a c 

provoqué la formation de petites plages de lyse sur l a  souche indica- 

t r ice  E. coli' W3350 étalée sur milieu de LURIA gélosé additionné de 

trpto@ane, O ,  M ; CaC12, 2,5 rrM ; MgS04, 1 nM, ces éléments étant 

nécessaires à l'adsorption du phage Mu sur la souche irdicatzice ( 89 ) . 





A l a  lumière de ces données, on peut constater c p  l e  

phage Elu est absent chez les  mutants auxotrophes e t  les pseuito- 
c+ 

révertants , ou qu'il ne s'eqrime pas. 

VI - TEMPS DE &&RATTON 

Eh cultivant les  révertants proimtcophes en milieu liquide, 

mus avons remarqué que certains pseu3o-r6vertants se développent plus 

rapidement que la souche mère 444 ou les  mutants auxotrophes cor- 

resprdants . 
Rmrite, nous mus somnes proposés d 'établir leurs courbes 

de croissance (FIGJES M, X , X I )  afin de déterminer leurs temps de géné- 

ration de façon précise. Les  densités optiques des cultures en milieu 

riche (Eglc 1 %) ont été suivies au myen d'un b iophoWtre  (I.N.S.E.R.M.). 

On constate, d'awès le TAE3LEAU XV que le temps de généra- 

tion des t rois  pseudo-révertants (10.1), (18.1) e t  (27.1) e s t  plus court 

que ceux de la souche sauvage e t  444 e t  des t rois  mutants auxotrophes 

originaux. 

Cette réduction du temps de génération Fourrait être dw 

à me m i f i c a t i o n  du &tabolisme chez ces révertants ; c e ~ e d a n t ,  l e  

rwertant  (18.29) , qui ~ s s è d e  l e  &me contenu plastridique e t  la même 

résistance à la kanamyc- que ces derniers, peut pousser plus vite que 

la souche sauvage. Donc l e  faible taux de croissance observé chez les 

révertants (10.3) e t  (27.10) ne dépend pas du contenu plasmidique, e t  

du niveau élevé de résistance à l a  kanamycine. 



F I m  M : EV8L6PTION DE IA CROISSANCE DE LA ÇOUCHE S A W a  444 EI' LES 

Cultures suivies au biopb-tre I.N.S.E.R.M. (mir les conditions 

expérimentales dans Matériel e t  Méthodes) . 



. 1,'- temps en heure 

FIGURE: X : EVOIlUTION DE Lq CIiDISSANCE DES RGVEKi!ATTE PI?DIU%OPHES ISSUS 

DIJ MLJTMiT AtJXXTOPHE 444: :Tn5.10 
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FI- XI : EllOLUTION DE LA CT(D1ÇÇANCE DES PSEUW--RPEEWWTS ISSUS DES 

MU?TWTS AüXOTW3PHES 444::Tn5.18 EX' 444::Tn5.27 
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Enfin, mus w p n s  que l e  taux de croissance est semblable 

chez l e  pseudo-révertant (10.20) e t  l e  vrai révertant (10.27) , ainsi  

que l a  somhe d 'origine ; on remarque qu' ilç aarresprident aux seuls 

- types des révertants qui n'ont pis subi une modification du contenu 

plasnidique, 

&ms 1' intrcduction de ce travaiï, mus avons exposé les  

différents argcanents en faveur de la localisation des gènes &nt 

p u r  les propriétés symbiotiques sur les plasmides de Rhizobim. 

Les pserdo-révertants que nous avons isolés résultant 

probablenent de la retranspsition du Tn5 à un autre endroit du 

gémme de la souche de R. meliloti 444, il mus a semblé iradispensable 

de tester les p ~ o ~ i é t é s  symbiotiques de ces pseudo-révertants, afin 

de voir s i  l e  tranqoson Tn5 ne s- ta i t  pas intégré dans l'un des 

gènes antrôlant  ces fonctions. 

Les résultats sont consignés dans l e  tableau suivant : 





On constate dans 1 'ensemble de ces données, que le poids 

sec moyen des plantules infectées par les t ro i s  psetdo-révertantsi 

nmnés : (10.1), (18.1) et  (27.1) est deux à t r o i s  fois  plus élevé 

que celui  de la souche &et bien que les activi tés nitrogénasiques 

exprimées p r  les gènes ni£ soient sensiSlement proches de cel le  de - 
la souche 444. Cependant, le psedo-révertant (27.1) montre une activi- 

t é  nitrogénasique deux fois  plus h p r t a n t e  que celle de la souche 

prenta le .  

Par contre, le mutant exigeant en arginine (444 : :Tn5.10) 

mntre  une ac t iv i té  de la nitrogénase nulle (revoir le TABLEAU VIII) . 
Cette act iv i té  est deux fois  mincùre dans l e  cas du mutant (444::Tn5.27). 

Enfin, pur vérifier s i  les souches inoculées avaient 

bien conservé leurs caractères initiaux, mus avons isolé les souches 

à partir de leurs l u l e s  p u r  les  identifier.  

Nous reniarqxmns que le mutant (444: :Tn5.27) a perdu son 

exigence en mgthionine e t  que la souche (444::Tn5.10) e s t  devenue sen- 

sible à la ka~mycine à 200 pg/ml, taridis que les autres souches ont 

gardé leurs marqueurs génétiques d ' car igine . 



D I S C U S S I O N  



Ce travail a d'abcrd consisté à isoler des mutants auxo- 

trophes par 1 ' insertion du transposon Tn.5 dans l e  gémne de 

R. meliloti. 

Bris un premier t q s .  mus avons effectué des trampsi- 

tions entre 1'E. col i  S111 (pSP601) et v ingt  souchade R. meliloti, 

afin de sélectionner les  souches p.esentant les  meilleures fréquences 

d'acquisition du trampson Tn5 . 
Les résultats Miquent que certaines souches sont cap- 

bles de l'acquérir à une fréquence satisfaisante. L'incapcité des 

autres souches à l a  recevoir peut G t r e  expliquée pr plusieurs hypothèses : 

- Le plasnide "suicide" pxtant  l e  t r a n q s o n  TnS e s t  

soumis à une restriction m r t a n t e  de la part de la  souche réceptrice 

d'où une néqence d' insertion du Tn5 très faible ; 

- ïa résistance à l a  kanamycine ccdée p r  l e  transpson 

Tn5 ne peut s ' exp-imer à came d ' une régulation ou d 'une réwession 

variable selon l e s  souches. 

Il est appzru au f i l  des é t d e s  que l a  fréquence de trans- 

fer t  du transposon TN e s t  de 106 en myenne. 

Ces résultats concordent avec ceux trouvés chez R. 1qut-d - 
msarun, R. phaseoli e t  R. t r i f o l i i  ( 12 , 92 ) en utilisant aussi un 

plasnide du groupe d'incompatibilité Pl anmie supprt de ce transposon, 

tandis que cette néquence est  mille fois plus élevée (10-~) chez 



E. coii ,  lors de la transpsit ion du Tn5 , véhiculé p r  l e  bactério- 

phage A ( 81) . Le mécanisme de transfert du vecteur du transpson 

Tn5 doi t  jouer un rdle imprtant dans ce phéndne. 

- 
E h  ce qui concerne la spécificité de 1' intégration du 

transpson Tn5 sur les séquences d'ADN, el le  se traduit par l e  f a i t  

que son insertion Wovoque deux mutations dont l'une rerd la souche 

réceptrice résistante à la kanamycine. Parmi les bactéries mutées, 

0,3 % sont des mutants auxoSrophes . 

Mus sames en mesure de lier cette spécificité par r a p p r t  

aux mutants auxotrophes selon deux paramètres : l e  &e e t  l e  type 

de ces mutants. 

Caris 1' enserble des résultats, on constate que l e  namhre 

des mutants exigeants en méthionine, arginine, leucine, tryptophane, 

adénine et pyrimidine es t  plus important que les autres. 

D'autre part, en faisant une ccgnparaison de m s  résüitats 

avec ceux déjà obtenus par BERINGER ( 12 ) et par ( 92 ) à la  

suite de leurs travaux sur R. legianinosarum, R. phaseoli et R. t r i f o l i i  

(il es t  à noter que le même transpson a été employé p u r  l'obtention 

des mutants auxotrophes) , on constate que l'élément transpsable Tn5 

mntre une grande affinité p u r  les séquences de gènes gouvernant l a  

synthsse de La méthionine. Ceci se traduit par la pésence de mutants 

déficients p u r  la synthèse de cet  acide aminé chez les différentes 

espèces (TABIE&U XVI) . 





En revanche, la mutation partant sur le caractère arginine 

se manifeste particulièrenent chez R. meliloti, M i s  que l a  m u t a t 6  

concermnt l a  leucine se ré@* chez toutes les esLJèces, sauf dans le cas de 

R. h i i fo l i i .  Les mutants exigeant en adénine existent chez toutes l e s  espèces 

e t  peuvent faire défaut dans la même espèce (R. meliloti  444) d'une sou- 

che à l 'autre. Par ai l leurs,  la mutation relative à la cystélne/méthioni- 

ne apparait chez les deux souches de R. meliloti a ins i  que chez R. pbaseo- 

11. Enfin, l e s  R. meliloti M28Shi , R. phaseoli e t  R. e i f o l i i  sont - 
touchés au niveau des gènes du tryp~phane. 

Ces  données indiq~ient quz le  transpson Th5 peut s ' inté- 

grer en de multiples sites sur l e  gérane de Rhizobim, mais ce t te  inté- 

cpration ne se f a i t  p s  tout-à-fait au hasard. C e r t a i n e s  régions d'ADJ 

sont des " p i n t s  chauls", puisqu'on y .trouve un certain mmhre de 

séquences ccmunes reconnues par ce transpson corme celles codant pur 

l a  synthèse de la méthionine, lemine, tryptophane, adénine et  cystéïne/ 

méthionine. C e c i  se réal ise  vraisemblablement grâce à une certaine hoirio- 

logie entre les  séquences d'ADN des deux extrémités de ce transpson e t  

les sites génétiques grécédament notés; cela panet également de cons- 

tater une certaine menté génétique entre les  mhes gènes de différentes 

espèces de Rhizobim. 

Ce plus, MïU;ER ( 62 ) e t  coll .  ont prouvé que le transposon 

Tn5 mnt re  une forte corrélation avec les régions riches en bases 

n u c l é i m s  A + T de l'opéron lactose. 

Cmxne le transpson 'Iln5 pesturbe l a  continuité des gènes, 

il peut, lors  de son excision, rendre les gènes capables de s'exgrimer 



à noweau, donc l e  phénari-ne es t  réversible. Mais il peut aussi povo- 

quer des délétions irréparables. Ceci se fe ra i t  au cours de la division 

cellulaire, larsque le réplicon s u b i t  une erreur de réplicaticm (35 ) . 

La fréquence de réversion des mutants auxotrophes (retour 

à la wotntrophie) s'échelonne entre 10-~ e t  IO-'. Ie fait que cet te  

fréquence varie d'un mutant à un autre au sein d'une même catégorie 

suggère que cette variation es t  i rdépdante  du s i t e  d'insertion. 

Le passage des mutants auxotrophes sur les  intermédiaires 

de biosynthsse des acides aminés e t  des bases nucléiques nous a Uidiqué 

les sites précis de 1 ' intégration du transposon Tn5 sur 1 'un des 

gènes c o n i e s p ~ t s .  Ceci nous a permis de regroqer les mutants exi- 

geanés en un mhe acide aminé. 

On peut parallèlgnent tirer la conclusion qcie les  voies 

de biosynthsse des métabolites chez R. meliloti (surtout arginine, 

méthionine, c y s t é h  e t  pyrimidine) présentent vraisgnblablement une 

similitude avec celles d 'E. coli. 

D'autres mutants pewent être isolés à l 'aide de cet 

agent mutagène came des souches inefficientes e t  des mutants affectés 

sur Pa biosynthèse d ' exoplysaccharides. Ceci mntxe que l e  .transposon 

T e s t  capable également de se greffer au niveau des gènes impliqués 

dans l a  qnhiose. 



ni effet, l'inefficience des clones (44::Tn5.8) e t  

(444::TnS.lO) est  pro- par l 'insertion du transpson Tn5 

directement sur l'un des gènes en rapFart avec la symbiose, W i s  que l ' inef 

ficience du pseulo-révertant (29.86) résulte de la retranspsition 

de ce transpson intégré sur un des gènes de la méthionine vers 

l 'un des gènes de la fixation d'azote. Le retour à la prototrophie 

sovient  a p ~ a r m e n t  de l'excision de la panière  copie du Tn5 

située sur ce gène de la méthionine. 

Signalons q u ' i l  nous a été impossible de déterminer la  

eéquence d'aparit ion des mutants inefficients parmi les  bactéries 

ayant acquis l e  transpson Th5 puisqu' à ce jour, il n'existe pas 

de milieu sélectif permettant leur isolement. Celui-ci nécessite un 

passage sur plante p u r  tester l a  fixation d'azote ; ceci demande 

beaucoup de temps (2 mis) e t  de travail : en effet ,  p u r  d é m e r  

6 
cette fcéquence, nous aurions dil tester au mins 10 clones, puisque 

ces mutants ont une pababili té faible. 

La sensibilité de l a  métkde d'estimation des pids mlé- 

cuiaires des plasnides par la technique d ' électrophorèse en gel d'aga- 

rose, ne nous a p s  prmis de savoir s i  l e  transpson Tn5 , qui a 

provoqué l'inefficience chez ces clones, s'est installé ou non sur 

les  plasmides myens, car cette rnéthcde donne une erreur de 1 'ordre 

de 4 Eli ( 6 7 ) ,  soi t  l a  t a i l l e  du transpson Tn5 (3,8 M l ) .  Cepndant, 

chez l e  mutant 444: :Tn5.29 ( ~ t - )  e t  son révertant ~ i x -  (29.86) , une 

augmentation de t a i l l e  d ' environ 6 .1 Mi a été abservée , &rrespndant à 

l 'insertion d'un fragment d'ADN dont nous n'avons pas pu déterminer l a  

nature. 



En plus, p r  cette technicp, on peut estimer l e  poids 

mléculaire des plasmides dont la taille est inférieure à 140 M i  (19 ) , 
ce qui n'est pis l e  cas des plasnides géants (scqérieure à3Cû FH) . 

Deux techniques pourraient ê t re  ultikieurement employées 

pur vérifier l'hypthèse de la localisation des gènes nif sur les - 
deux plasmides de l a  souche 444 : 

- L'hybridation de ces deux plasmides avec, par exemple, 

l e  plasmide -0 prtant les  gènes nif de K. pnemniae ; - 
- La mbilisation de ces plasmides (un plasmide à la fois) 

e t  leur transfert chez une autre souche inefficiente de R. meliloti 

sensible à l a  kanamycine. 

lb ce qui concerne les mutants peu rnuqmxx, on n'a pas 

pu aire la relation entre la synthèse d' exoplysaccharides e t  l'infec- 

t ivi té  c m  cela a été trouvé chez R. legmimsarmn, puisqu'un mutant 

non muqueux de cette espèce avait perdu son puvoir infectieux ( 7 2  ) . 
Il s a l e  donc qu'on peut conclure que 1' w e s s i o n  faible des gènes 

codant pur la synthèse d' exoplysamharides chez ces mutants n'aboutit 

p s  à la perte du p w o i r  infectieux. 

L'étude de révertants grobtrophes nous a permis d 'observer 

des phéndnes intéressants se eaduisant par l e  f a i t  que  plusieurs 

évènements génétiques se sont produits chez ces r éve rmts .  

~ ' a ~ è s  les  résultats, on peut constater qu' il y a un 

r a p t  entre les résistances aux antibiotiques e t  les  contenus plasni- 



diques chez les révertants grotoeophes. Nous r é s m n s  cette relation 

en trois p i n t s  : 

- Le plasnide Migène, chez l e  vrai révertant e t  le 
- 
pseudo-révertant résistant à une ancentration m m l e  en kanamycine, 

n'a pas subi de d i f i c a t i o n  de t a i l l e  ; 

- ïes pseudo-révertanis mntrant une résistance élevée 

à l a  kanamycine (1 500 pg/ml) renferment un plasnide de t a i l l e  1372 3 M 

qui ne c o r r e s p d  pas au plasmide Migène de la souche d'origine ; 

- Mais, en ce qui concerne les  psetdo-réver-ts qui sont 

résistants à l'ampicilline, au triméth0pi.m e t  à l a  kanamycine (1500 

pg/ml), ils possèdent en plus du plasmide (EH') observé ci-dessus, un 

plasmide (@AB) de t a i l l e  44t2 W. 

Iàns l'expérience consistant au t ransfwt du plarmide (pAB) , 
les  transconjugants dlE. ali C600 Rifr ayant acquis ce plasnide sont 

devenus résistants a l'arrq?icilline et au trimétboprime. 

Il semble donc que ce plasrxi.de conjugatif so i t  un mrceau 

du plasmi.de "suicide" qui é ta i t  bloqué sur l e  g é m e  bactérien, ou 

pluti3t sur l e  plasnide géant, car parmi l e s  différentes expériences 

concernant 1 'estimation du poids mléculaire des plasnides, nous avons 

rmarqué une seule fois que l e  plasmide géant des trois pseulo-révertants 

possédant les t ro is  typs de résistances, grésentait une migration légè- 

rement inférieure p r  r a p p r t  à celui qui existe chez les t ro is  mutants 

awtrophes corres~pndants, ce qui  implique une certaine diminution de 



t a i l l e  puvant é t re  promquée par une délétion, lorsque l e  plasni.de 

(pAB) a retrouvé son autonmie chez les  révertants. Malheureusement, 

on n'a pas pu reproduire ce résultat, car si l'on auipnente l e  temps 

de migration des plasmides pour augmenm cette légère différence de 

migration, ces plasnides géants se fractionnent e t  deviennent invisibles. 

D e  plus, l a  non-expression de deux transposons (Tnl e t  

Tn402) chez les mutants auxotrophes suggère q r ~ l  ce plasnide s ' es t  

intégré sur une région d'ADN réprimée e t  qui p u r r a i t  ê e e  l e  plasmi.de 

géant en faisant l 'hypthèse que ce plasnide s'exprime seulement lorsque 

l a  bactérie est  à l ' é t a t  symbiotiqus. 

Ear effet ,  une étude a confimié que les  gènes localisés sur 

un plasmide de R. l w s a r u m  ne s'expriment que dans le bactéroïde 

( 49 ) ; ceci a été pou& pui des hybridations entre l 'ADN p laddique  

e t  1'AIW messager synthétisé d'une part par la bactérie l ihre e t  d'autre 

part par l e  bactéroide endosymbiotique.L'expression des gènes du plasmide: 

es t  faible quard le Rhizobium est  à 1 ' é ~ t  libre. P z  contre, cette 

~ e s s i o n  est  normale @ l e  Rhizobium es t  à l ' é ta t  de bactéroze. 

En outre, ces données élmident l'impossibilité de sélec- 

tionner directement des clones ayant reçu les  teanspsons Tnl e t  

Tn402 . 
Il smble donc que l'apparition d'une partie du plasmide 

(-601) élimine plrtiellanent l e  terme "suicide" uti l isé par les auteurs 

( 42 , 82 ) , mais l e  devenir du t r a n s p r n  Tn1771 (Tc) chez R. meliloti 

es t  encore inconnu. 



L'a-ition du plasnide (pAB: 44:2 m) es t  iniépendane 

de ce l le  du plasnide (ml :13723 m) chez les pseudo-révertants pro* 

trophes résismts à 1 500 pg/mi de kanamycine. 

L'absence de transfert du plasnide (pl' ) chez E. co l i  

C600 f i p m n t r e   TE ce plasmide n 'est  pas aonjugatif, ou ne se réplique - 
pas chez cet te  bactérie. Ceci suggère que l e  plasnide (FM' ) grovient du 

plasrude a i g è n e  de la souche sawage ayant s&i une augmentation inr 

portante (environ 53 Ei) de poids mlécuiaire chez d i w s  pseudo- 

révertants. 

Ceci nous a amené à penser que l e  transpson Tn5 pouvait 

grobablement être inséré sur l e  plasmide myen et subissait par l;t 

suite une amplification, Fovoquant a ins i  une augmentation de la taille 

du plasmide. 

Cette hypthèse est vraisemblable, puiçque ces révertants sont résistants 

à une concentration élevée en kanamycine. Nous pensons u t i l i se r  deux 

techniques p u r  prouver ultérieurement l 'existence e t  l'amplification 

de ce transpson sur l e  plasmide moyen. 

- L' exclusion du plznÙ.de (mi ) par traitement à l a  tempéra- 

ture ou à l 'acridine mange pourrait rendre ces révertant .  sensibles à 

l a  kmamycine ; 

- L' -loi d 'enzymes de restr ict ion s p é c i f i w s  comne 

BamH 1 e t  Sa1 1 ( 93 ) pour couper ce transpson en un point serait inté- 

ressant, afin de vérifier l ' h p t h è s e  précédente. 



On abtiendrait ainsi  plusieurs fragments : ceux corres- 

pondant aux fragments du plasnide de la souche de départ, et un fragment 

sous f m  d'une barde intense dans le gel, dont le poids moléculaire 

serait celui du transposon Tn5 . 

Eh ~ i n c i p e ,  i3. y aurait 1 4  copies, si l 'on f a i t  l'estima- 

t ian en divisant l e  s u p p l h t  de t a i l l e  (53 M i )  observé au niveau du 

plami.de moyen par la taille du t ranspmn Tn5 (3 ,8  M i ) .  

Il semble donc que l e  retour à la prototrophie des mutants 

auxotrophes grovoqcie l'amplification de cet  élément transposable chez 

certains pseulo-révertants . 

SmFn e t  PüJXER ( 77 ) ont amplifié le transposon Tn1771 

porté par l e  plasnide pFS202 d l E .  coli UR12644 en cultivant cet te mu- 

che en présence de foites concentrations en tétracyclire (la-200 pg/ml) ; 

notre cas es t  différent,  pui- l'augmentation de l a  taille du plasni- 

de moyen e s t  observée sans culture p-éaïable des pseudo-révertants en 

présence de concentrations éle*es en kanamycine. Donc il n'y a pas 

de relation entre r e m  à l a  prototrophie e t  Kmr ( 1 5C0 pg/ml) . 

Cependant, l e s  mutants sélectionnés sur un milieu riche 

renfermnt une concentration élevée de kanamycine n 'on tmnt ré  aucune 

mdification du plasmide n o y ~  e t  ils ne sont pas redevenus prototro@es. 

11 e s t  ceperdant possible que l e  transpson Tn5 a i t  é té  amplifié sur 

un autre erdroit du géncatie bactérien. 



I;e f a i t  que ces révextants soient restés efficients 

implique que le transposon amplifié ne s 'es t  pas greffé sur Les 

gènes Fix  ou que ces gènes ne sont pas situés sur le plasmide moyen 

de R. meliloti 444. 

Par des expériences d'hybridations avec les  gènes nif 
7 

Kt D, H de K. pnemniae clonés sur l e  plasmide psA3û, PRAKASH e t  coll. 

( 6 9  ) n'ont pas trouvé d'hybridation avec les plasmides moyens des 

souches de R. meliloti V 7 e t  L5-30, ce qui  confirme nos résultats. 

 augmentation du taux de croissance de tcois pseurlo- 

révertants nous a f a i t  pençer qus l e  plasmide géant es t  d&éprimé : 

ainsi  plusieurs gènes peuvent se mettre en route dont l e s  gènes nif - 
qui sont déjà localiçés sur ce plasmide chez R. nel i lot i  41 ( 3 ) , 

ER2011, ,3145, S26 e t  CC2013 ( 74) . 

On p u r r a i t  obtenir alars des bactéries fixatrices libres 

d'azote en wésence de faibles concentcations d'oxygène, e t  ceci pur-  

r a i t  expliquer purqmi  l e  poids sec des plantes inoculées par ces 

révertants es t  2 ou 3 fois plus élevé que les  souches d'origine. 

Nous avons effectué des essais de fixation de l'azote 

p u r  ces révertants en vie non-symbiotique, en employant l e  R. cowpea 

32H1 (une souche fixatrice lihiae d 'azote) canne témin. Malheureusement, 

l es  résultats sont négatifs pur l a  souche t h h  e t  tous les  révertants. 



M c ,  on ne peut r ien conclure de ces derniers résultats il 

s 'agit d'un problène de technique. 

Enfin, l ' h p r t a n c e  de l a  t a i l l e  du plasmide géant, de - - 

l 'ardre d'un cinquième de &-orne (environ 6Cû iM, en est imnt  la 

t a i l l e  du chromsame au- de 3 000 W) nous f a i t  pser l a  question 

suivante : 

Est-ce que tous les  artéfacts, la reproductibilité des 

résultats, les microwlonies, les colonies translucides sont dus à l a  

présence de ce plasmide ? 

Tous ces artéfacts ont rendu l a  génétique de cette bactérie 

assez d i f f ic i le  par rappart aux autres bactéries amne K. pnemniae, 

E. coli,  etc.., 

Est-ce que les  &eux gènes -tés par l e  plasnide géant 

jownt un rôle dans 1 ' ambiguïté desmutants auxotrophes ? 

Est-ce que les gènes de biosynthèse de certains acides 

aminés sont en double ? : l 'un sur l e  chromsane e t  l 'autre sur ce plas- 

mide, ce qui se traduit p r  l e  f a i t  que certains mutants auxotrophes se 

développent faiblement en absence du substrat Mispnsable  donnant ainsi  

des colonies translucides ? 

Est-ce que la faible ~ e s s i o n  de ce plasmide en vie végé- 

tative e s t  responsable du ph~ncanène des microcolonies ? 



Des r é m e s  ne peuvent ê t r e  apportées Zi tous ces ~ o b l è -  

mes que lasque les plasmides de différentes ta i l les  observées chez 

R. meliloti seront extraits e t  étiriiés en détail  par l e s  techniques de 

clonage, d ' hybridation e t  de transferts génétiques. 

En conclusion, divers mutants auxotrophes ont été obtenus 

à l 'aide du transposon Tn5 ; son intégration sur l e  gémm de 

R. meliloti ne se f a i t  pas tout-a-fait au hasard ; certains gènes sont 

des "points chai;idsl' ; des mutants ~ i x -  et des mutants affectés sur la 

synthèse d'exopolysaccharides puvent ê tre  isolés grâce au même .trans- 

pçon. Des p h é d n e s  intéressants ont é té  constatés chez les différents 

révertznts p*trophes e t  il serait nécessaire de ccnnpléter e t  re l ier  

ces résultats afin de p w o i r  élwider l e  mécanisme du plasmide "suicide", 

l 'amplification du trançposon Tn5 , l e  r a l e  du plasmide géant chez les 

différentes socches de R. meliloti. 
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