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I - NOMENCLATURE DES MUTANTS ET DERIVES RESULTANT DE L'INSERTION

DU TRANSPOSON Tn5

Exemples :

Souche sauvage 444 de Rhizobium meliloti.

Mutant auxotrophe 444::Tn5.10 : est exigeant en arginine et résistant
d la kanamycine.
le chiffre 10 : nuwéro du clone mutant.

En abrégé : mutant 10.

Révertant mrototrophe de ce mutant :

444::Tn5.10.1

Nunéro du clone révertant
En abrégé : révertant 10.1
- Mutant résistant & we forte concentration en kanamycine :

444::Tn5.10.A

Mutant A

En alkrégé : mutant 10.A

Ceci est valable pour la souche M28Str.

ILe symbole :: signifie insertion.



I1 = ABREVIATIONS

nM : millimolaire

mn : minute

asp : quantité suffisante pour

Nod : un mutant incapable de noduler les racines de la plante hdte
Fix : un mutant incapable de fixer 1'azote atmosphérique

glc : glucose

Tris : Tris-(hydroxy-méthyl-amincméthane)

Na EDTA  : acide éthyléne diamine-tétra-acétique sel disodique

IIT - NOTE

1 paire de base = 660 Daltons

1 Dalton (masse de l'atome d'hydrogéne) = lO_6 Mégadalton
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L'Homme en lui-m@me, avec sa capacité mentale et son
cerveau, réalisa au cours des temps un net progrés pour vaincre la
nature et l'adapter 3 ses besoins. Mais peut-il canaliser toutes ses
connaissances dans le seul but de réaliser son bonheur ? Il est certain
que cette faculté de penser de 1'Hamme peut &tre utilis@e soit pour le

bonheur, soit pour le malheur de l'humanité.

Certains exemples récents de découvertes comme la bambe
atomique permettant d'affirmer cette hyvpoth@se, comme nous l'indique
1'histoire proche ol une bombe de ce genre fut lancé€e sur HIROSHIMA en
1945 avec les conséquences que l'on sait et les séquelles existant

encare actuellement.

Pourquoi ces effarts déployés seulerent pour fabriquer des
armements de plus en plus sophistiqués qui s@ment la peuwr et la mort
parmi les enfants de ce morde ? Parmi ceux—ci, la guerre microbiologique,
lorsqu'on sait que des chercheurs travaillent jour et nuit pour rendre

des microbes mortels et incontrdlables biologiguement.
EST~CE LA LE PROGRES DE L'HOMME ?

Si on adapte toutes les connaissances humaines seulement
pour résouwdre les problémes de 1'Homme, on peut faire de ce monde un
paradis. Parmi ces problémes, se pose celui de la nutrition avec la

roussée démographique.

En effet, la famine, qui est responsable de la mort de
beaucoup d'enfants dans le Tiers-Monde, nous incite & se pencher sérieu-

sement sur ce probléme, en cherchant § amélicrer le rendement des



produits agricoias et en particulier celui des légumineuses, qui

jouent un rdle important dans la nutrition de 1'Homme.

Ia fixation de l'azote atmosphérique, gr8ce 3 la symbiose
Rhizobium-légumineuse, présente un intérét agronamique considérable
puisqu'elle corduit 3 une synthése des acides aminés (composants de
base des protéines), 3 partir de substances inorganiques dans 1'atmos-
phére ; en plus, elle maintient la fertilité du sol grice aux exsudats

racinaires.

En effet, le but de cherchewrs dans le domaine génétique
est destiné 3 supprimer ou 3 ré&duire la consommation mondiale d'engrais
azotés, car leur fabrication demarde une dépense énergétique considéra—
ble : elle nécessite une température de l'ordre de 500° C et une pression
de 200 3 400 atmosphfres pour activer la molécule d'azote, alors que
la nitrogénase catalyse la méme réaction d température et 3 pression

ordinaires. Pour envisager ce projet, trois woies de recherches sont

poursuivies sur les deux partenaires symbiotiques :

1. Les modifications génétiques de la plante~hOte permet-—

tant d'augmenter le rendement.

2. L'obtention de souches de Rhizobium super efficientes
capables de fixer l'azote & grande é&chelle, ceci en multipliant les
sites actifs de l'enzyme nitrogénase par amplification des génes nif

qui codent pour sa synthése.

3. La recherche de souches de Rhizobium capables d'entrer
en symbiose avec les céréales par exemple, ceci nécessite une modifica-

tion génétique de la spécificité d'hdte (recomnaissance bactérie-plante).



Une fagon d'aborder 1'étude de génes nif chez Rhizobium
au point de vue de leur régulation et de leur emplacement est d'isoler
des mutants blogqués au niveau de génes de la symbiose et, indirectement,
de rechercher des mutants auxotrophes puisque certains gé€nes contrdlant
la synth&se des acides aminés agiraient comme activatewrs de la trans-

cription des génes de la symbiose.

Jusqu'’3d maintenant, 1'isolement de mutants a été réalisé
d l'aide de plusiewurs agents mutagénes : physiques (rayons X, U.V., etc...),
chimiques (N-méthyl = N'-nitro- N-nitrosoguanidine, éthyl méthyl sulfona-

te, etc...) et récemment biologiques (&léments transposables).

L'utilisation des deux premiers types d'agents mutagénes
sont dangereux pour la santé car la plupart sont cancérigénes par conta-
mination de la peau ou par respiration de ces prcduits lors des mani-
pulations. En plus, ces agents sont cofiteux, tandis que l'emploi d'éléments
transposables come agents mutagénes ne manifeste aucun danger biologique.
En outre, nous avons employé ceux-ci afin de pouvoir récolter des mutants
différents de ceux obtenus par les autres agents, car chaque agent a un
mode d'action particulier qui se traduit par 1'affinité pour certaines

séquences d'ADN.

Avant d'exposer les résultats de notre travail, nous présen—

tons une &tude bibliographique en deux parties distinctes :

- Génfralités swr les éléments transposables et en particu-
lier le transposon Tnb .

- Prcbléme du support de génes de la symbiose sur le matériel
génétique et en particulier la relation entre ces génes et 1l'existence de

plasmides chez les différentes espéces de Rhizobium.
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I - LA DECOUVERTE DES ELEMENTS TRANSPOSABLES CHEZ LES BACTERIES

En 1960, MALAMY (56 ) et SHAPIRO ( 80) trouvérent un
nouveau genre de mutation affectant les g@nes d'une souche d'Esche-
richia coli. Ce caractére nouveau ne pouvait alors @tre expliqué par
aucun mécanisme de mutation conmu. Les fragments d'ADN touchés é&taient
des particules de bactériophage lambda partant le géne bactérien pour
l'utilisation du galactose (gal). Les virions Gal et Gal" ont &t
centrifugés en gradient de chlarure de césium. Les particules Gal se
sont révélées plus denses que celles portant les génes narmaux. On a
donc constaté que l'augmentation du poids moléculaire des particules
Gal impliquait qu'elles contenaient une molécule d'ADN plus grande
que les particules originales. A la lumiére de ces données, on conclut
qu'un nombre limité d'autres fragments ayant jusqu'a 2 000 nucléotides
de long pouvaient s'intégrer dans des génes différents, interrompant
leur continuité et inhibant lewr activité. Ces auteurs ont donné i ces

éléments le nam de "séquence d'insertion" (IS).

A ctté de ces résultats, HEDGES et JACOB (37 ) ont chservé
que des génes de résistance aux antibiotiques étaient transférés d'un
ADN plasmidique 4 un autre & 1l'intérieur d'une méme cellule. Ceci était
prouvé par le fait que le plasmide, ayant regu la résistance & la péni-
cilline et & l'ampicilline, avait subi un accroissement de taille. Ces
auteurs émirent 1'hypothése que le géne de la résistance 3 1l'ampicilline
était porté par un fragment d'ADN qui pouvait &tre "transposé", c'est-3-~
dire qui pouvait se déplacer d'une molécule d'ADN 3 une autre, et ils ont

nomé€ ce type d'élément "transposon”.



I1 - LES DIFFERENTS GROUPES D'ELEMENTS TRANSPOSABLES

Il semble qu'on peut classer les &léments transposables

en quatre catégaries selon leur taille et selon les génes qu'ils portent :

A - IS (Séquence d'insertion) :

Ce sont des s&quences d'ADN ne renfermant que de(s) géne(s)
codant pour leur fonction d'insertion et dont la taille est inférieure a
2 000 paires de bases. Examples : ISl, IS2, IS3, etc...

L'impossibilité de détecter d'autres génes sur les séquences
d'insertion se traduit par le fait que leur mrésence sur le matériel géné-
tique ne se manifeste par aucun caractére phénotypique supplémentaire,
compte-tenu de 1'éventuelle mutation provoquée par leur insertion.

Ceci prouve qu'ils ont une origine endogénique, car plusiewrs
copies de ces &lé&ments peuvent toujours exister chez une cellule d'E. coli,
sauf dans le cas du IS4, qui se trouve a 1'état d'une seule copie chez

plusieuwrs souches d'E. coli K-12 (20).

B - Tn (Transposon) :

Ces éléments sont plus camplexes que les séquences d'inser-
tion et contiennent souvent des séquences d'insertion sur leurs extrémi-
tés. En plus des génes nécessaires a la transposition, ils possédent un
ou deux génes conférant la résistance aux antibiotiques comme la plupart
de transposons. Ceperdant, le transposon Tn501 code pour une résistance
aux ions mercuriques (84) et le transposon Tn951 porte un opéron
d'utilisation du lactose (23). Leur taille est supérieure a4 2 000 paires

de bases.



L'intérét de l'utilisation des transposons au point de vue de

la génétique bactérienne moderne se traduit par d'importantes propriétés (47) :

1. Les transposons conférant la résistance aux antibiotiques
peuvent &tre trouvés insérés dans un grand nombre de sites swr le chromo-
same bactérien ; |

2. Les génes au niveau desquels sont insérés les transposons
perdent complétement lewr fonction ;

3. Le phénotype de la mutation d'insertion est &troitement
1lié 3 la résistance aux antibiotiques lars de croisements génétiques ;

4. Des mutations d'insertion peuvent &tre trouvées 3 haute
fréquence aprés mutagenése par les transposons ;

5. La mutation d'insertion réverse par une excision précise
avec une perte concomitante de la résistance ;

6. Leuwr insertion dans des opérons sont fortement polaires ;

7. L'insertion des transposons peut mrovoquer une délétion
adjacente ;

8. Les transposons peuvent fournir une région transporta-
ble d'homologie ;

9. L'insertion se comporte comme une mutation ponctuelle
utile pour l'établissement d'une carte génétique ;

10. L'insertion peut &tre obtenue de facon spécifique.

11. L'utilisation des plasmides d'Agrobacterium tumefaciens

comme vecteurs powr le génie génétique des cellules végétales, apparait
prochaine aprés la démonstration qu'un transposon inséré dans le plasmide

Ti et dénommé "T-DNA" peut &tre transféré dans le génome de la cellule



végétale (39). En effet, ces bactéries pathogénes de plantes supérieu-
res possédent toutes ce plasmide dont l'une des caractéristiques est de
porter des genes codant pour le métabolisme d'acides aminés inhabituels

appelés les "opines" (nopaline, octopine, ...).

L'ocbtention de plantes synthétisant des opines et la trans-
mission de ce caractire 3 la descerdance de quelques unes de ces plantes
indiquent qu'il sera peut &tre possible d'utiliser ce systéme pour modi-

fier le géname des végétaux.

Ie tableau ci~aprés résume les caractéres des neuf premiers

transposons qui ont &té découverts (47).

C - Episomes :

Ce sont des éléments transposables géants contenant souvent
des séquences d'insertion (IS) et des transposons (Tn). Lemr réplication
est autoname et peut donner plusieurs copies de la molécule par cellule.
Le facteur F 4'E. coli porte une séquence d'insertion IS3 qui permet

son intégration en divers endroits du chromosome ( 70).

D - Bactériophage :

Le cas particulier du bactériophage Mu : celui-ci peut
intégrer son ADN dans le chromosome bactérien, formant alors un "prophage"
latent qui coexiste avec la bactérie et se transmet 3 sa descendance lors-
qu'elle se divise. Cependant, 3 1l'opposé des autres phages tempérés, celui-la
peut s'intégrer en de nombreux sites du chramosome, cré@ant ainsi un grand
nombre de mutations différentes chez 1'hdte bactérien.

Si le phage Mu quitte le site au niveau duquel il était
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inséré, il emporte un nombre important de nucléotides de 1'hdte et
détermine des délétions irréparablés. Larsque le phage Mu infecte une
nouvelle cellule, il perd l'ancien AIN bactérien et il est transposé

sur un site du chromosome du nouvel hdte ( 88).

BUKHARI et coll. (17 ) ont montré que la capacité du phage
Mu 3 se répliquer est étroitement associée a celle d'étre transposé.
Des expériences ont montré que la transposition du phage Mu du chramoso-
me bactérien sur les plasmides impliquait le transfert du géne histidine
(his) sur le plasmide entre deux copies de Mu.
L'ADN de bactériophage A peut &tre considéré comme un €lément transposa-
ble lors de son phénoméne de lysogénisation, uniquement parce que son
intégration n'est pas déperdante du fonctionnement du géne ’;gg__g.;_
Ceperdant, son mécanisme d'intégration dans le chramosame d'E.coli est

différent de celui des &léments transposables (63).

Notre travail portant sur 1l'obtention de mutants chez

Rhizobium meliloti par introduction, puis insertion du transposon Tn5 ,

nous avons jugé nécessaire d'exposer dans le paragraphe suivant sa

structure et ses propriéﬁés.

11 ~ STRUCTURE ET PROPRIETES DU TRANSPOSON Tn5

Le transposon Tn5 porte un ¢éne qui confére la résistance
d la kanamycine (5 , 9 ), en spécifiant la structure de 1l'enzyme

aminoglycoside 3-phosphotransférase I. Cette derniére inactive la
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kanamycine en transformant le groupement 3-hydroxyl de cet antibiotique
en groupement phospharyl (7 , 90).

Ce trahsposon avait &té découvert pour la premiére fois
perdant la croissance du phage A en présence d'une souche d'E. coli
possédant le plasmide JR67. L'analyse phagique montra qu'un géne de la
résistance d la kanamycine avait été insé&ré& sur 1'ADN du bactério-
ghage A ( 5).

Son intégration pouvait awvoir lieu dans des bactéries
mutantes auxquelles manquait une prot€ine particuliére, produit du géne
rec A, que l'on savait indispensable & la recambinaison hamologue (21 , 22

46 ). Cette intégration dépendrait de la reconnaissance de courtes
séquences d'ADN hamologues, donc du nombre de sites contenant celles—ci.
Elle peut se faire au niveau d'un géndme bactérien dépourvu de séquences
homologues étendues (18 , 86).

Camne le transposon Tn5 est transféré en tant qu'unité
génétique distincte et caractéristique, il doit exister un mécanisme
enzymatique hautement spécifique capable de couper 1'ADN & ces emplace-
ments précis.

Des expériences montrent que ce transposon code pour une
enzyme appelée "transposase" qui est nécessaire a la transposition
(FIGURE I) et pour une substance répresseur qui régule d la fois sa
propre synthése et la transcription en ARN du géne de la transposase
(36, 61).

Ia taille du transposon Tn5 est de l'ordre de 5 700 paires

de bases. Ses extrémités font 1 532 nucléotides de long et sont en fait
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TRANSPOSASE : = A
\ REPETITION REPRESSEUR REPEmmN

INVERSEE INVERSEE

TERMINALE o TERMINALE
FIGURE I : LES CONSTTTUANTS FONCTIONNELS DU Tn5
T L'amalyse génétique montre qu'il y a au moins 4 types de
régions (1'échelle n'est pas respectée) : les extrémités en répétitions
inversées ; un gene codant pour une enzyme, l'aminoglycoside 3-phosphotrans—
férase I (aphA) qui confére la résistance 3 la kanamycine ; un géne codant
pour une enzyme nécessaire 3 la transposition (une transposase) et un géne
codant pour une protéine répresseur qui contrdle la transcription des génes
de la transposase et du répresseur lui-méme. lLes fléches indiquent le sens

dans lequel est transcrit 1'ADN des différentes régions.
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FIGURE II : LES SEGUENCES DE NUCLEOTIDES EN REPETITIONS INVERSEES DES
EXTREMITES DES ELEMENTS TRANSPOSABLES.



constituées de deux copies de la séquence d'insertion IS50 (8 ). Ia
microscopie &lectronique a montré également que les deux extrémités
avaient une propriété singuliére : elles étaient constitufes de séquen—
ces de nucléotides complémentaires les unes des autres, mais disposées
en sens inverse (46,87) ;par exemple, la séquence de nucléotides CCCAGAC

est complémentaire de la séquence GICTGGG (FIGURE II).

Les deux séquences d'insertion IS50 n'ont pas une fonciion
identique ; celle qui se trouve sur l'extrémité & droite est nécessaire
d la transposition du transposon Tn5 , tandis qu'une seule paire de
bases située sur la séquence d'insertion IS50 sur l'autre extrémité
stimile la synthése du promoteur nécessaire 3 1l'expression du géne de

la résistance 3 la kanamycine (35).

YAMAMOTO et YOKOTA ( 93) ont établi la carte de restriction
du transposon Tn5 installé sur le plasmide JR67 (FIGURE III), en digé-
rant ce dernier par des erdonucl@ases de restriction et en séparant les
fragments par migration en gel d'agarose. Ces auteurs ont trouvé que
les enzymes de restriction suivantes : BamHI, XhoI, SalI, Pstl et Smal
coupent au niveau de la région centrale portant le géne de la résistance
a la kanamycine, tandis que les enzymes Xhol, PstI, Hind III coupent au

niveau des deux extrémités.

L'insertion du transposon Tn5 affecte les génes adjacents
du site d'insertion en créant une délétion (S5 , 6 ), et elle provoque
également le dé&doublement d'une séquence de neuf paires de nucléotides

sur 1'ADN recevewr ( 75). Les séquences dédoublées encadrent 1'élément



FIGURE IIT :

LA CARTE DE RESTRICTION DU TRANSPOSON Tn5 ETABLIE PAR
YAMAMOTO ET YOKOTA (93 ).
Celui-ci est intégré au niveau du plasmide JR67.

15
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d'insertion et sont immédiatement adjacentes d ses extrémités en répé-
titions inversées, car l'une des étapes du processus d'intégration
comprend une cassure décalée des brins d'ADN complémentaires au niveau

du site choisi powr 1l'intégration (71 )

CASSURE

\ B LA P |
CASSURE
CASSURE
CASSURE

‘\\\i\\\‘ e e R % »Hngﬁgg “’//,//’”

FOURCHE DE A

: T FOURCHE DE

REPLICATION $® A A \@:CATION
3B 2

/

FIGURE IV : CASSURE DECALEE DES BRINS D'ADN COMPLEMENTAIRES.

L'intérét de 1l'introduction du transposon Tn5 dans une
cellule bactérienne réside dans son insertion en de multiples points du
chromosome provoquant des mutations polaires. En utilisant comme vecteur
un phage A dont 1'ADN porte le u:ansposonfms et a subi une délétion

au niveau de g@nes codant pour son attachement sur le chromosome d'E. coli,
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SHAW et BERG ( 81) ont obtenu plus de 300 mutants auxotrophes. Des
mutants dans au moins 45 citrons différents ont &té cbservés, mais
la distribution des sites d'insertion n'était pas due au hasard ;

en effet, il y avait prédominance des mutants proA, proB, CysG, cysH,

cysD ou cysC.

Donc le transposon Tn5 peut s'intégrer en de multiples
sites 3 l'intérieur d'une molécule réceptrice d'ADN, mais cette inté-
gration ne se fait pas exactement au hasard. Certaines régions d'ADN
sont des "points chauds" qui se pré&tent 8 de multiples intégrations

de transposons.

Ceci peut s'expliquer par le fait que le transposon Tn5
s'intégre préférentiellement au voisinage de séquences de nucléotides

-

complémentaires a celles de ses extrémités en répétitions inversées.

Une étude récemment publiée chez une souche d'E. coli
montre que la fréquence d'excision du transposon Tn5 intégré sur le
géne lactose (lLac : TnS) est liée au site d'insertion. En outre, les

extrémités en répétitions inversées contrdlent ce phénomdne (35 ).

IV - PLASMIDE “SUICIDE” PORTANT DES TRANSPOSONS

Un moyen efficace pour intrcduire des transposons chez
R. meliloti consiste a transférer chez cette bactérie des plasmides
hybrides compos€s d'un plasmide du groupe d'incompatibilité Pl (3 large
spécificité d'hdte chez les bactéries gram négatives) portant 1'ADN du

bactériophage Mu.
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En effet, BOUCHER et coll., en 1977, (14 ) ont constaté
que la fréquence de transfert du plasmide hybride RP4: :Mucts
(mutant thermosensible de Mu) était fortement inférieure de 4 3 5 puis-
sances a celle du plasmide RP4 seul chez R. meliloti 2011 (de l'ordre
de 107%) ; ces autews pensaient pouvoir introduire 1'ADN du bactériophage Mu
chez Rhizobium afin d'obtenir des mutants par 1'insertion de celui-ci,
et provoquer ensuite une éventuelle intégration du plasmide RP4 dans le

chramosome. Ce phénaméne de non-expression de ces plasmides hyhrides

R-Mu chez Rhizobium (12 ) et Agrobacterium (91 ) qui lewr a valu la

dénomination de plasmide "suicide" (42), est probablement dl & leur des-

truction, sans doute par des enzymes de restriction (12).

Cependant, ce comportement n'est pas observé chez les
entérobactéries ol ces plasmides sont transférés entiérement et 4 une

fréquence élevée.

Des auteurs ont remarqué que de tels plasmides "suicide"
portant divers transposons pouvaient servir de vecteurs pour 1l'intro-

duction et l'insertion de ces transposons chez Rhizobium et Agrobacterium

a des fréquences variables, en l'absence de réplication du plasmide
vecteur. Ceci constitue un moyen intéressant de mutagenése par insertion

de transposon chez ces bactéries.

Le plasmide "suicide" employé dans le mxrésent travail a été
construit par R. SIMON ( 82) de l'Université de Bielefeld (R.F.A.) ; nous

en résumons les &tapes ici :
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1. Le plasmide R751 transférable (tra) et portant le trans-
poson Tnd02 conférant la résistance au triméthoprime provient de

Klebsiella aerogenes ( 43) et appartient au groupe d'incompatibilité Pl

de Pseudamonas (é&quivalent au groupe d'incompatibilité P chez E. coli).
La souche d'E. coli C600 portant le plasmide R751 a été€ mise en présence
du phage Mu ot celui-ci, apré@s infection de la cellule, s'insére au
hasard dans le chramoscme ou dans le plasmide R751. Par conjugaison avec
une population réceptrice résistante 3 l'acide nalidixique (Nal®) et
portant le phage MU ig (irduit & 42° Q), suivie d'une sélection & 42° C
sur milieu contenant du triméthoprime et de l'acide nalidixique, seuls

les transconjugants ayant acquis le plasmide R751::Mucy survivent,

- -~ N [] b
car 1l'alléle MuC + est dominant sur l'alléle Mucts.

2. Par transfert de ce plasmide R751::Mu., d des souches
d'E.coli portant divers transposons sur lewr chramosome ou sur un autre
plasmide R, puis conjugaison ultérieure avec sélection des résistances

correspordant & celle du R751 et des transposons, R. SIMON a cbtenu un

plasmide "suicide" R751::Mu_, Tnl (Ap), Tn5 (Km), Tnl771 (Tc) .

V - PROBLEME DU SUPPORT DES GENES DE LA SYMBIOSE

Il nous a paru intéressant d'employer ce systéme afin d'iso-
ler des mutants de R. meliloti affectés sur leurs propriétés symbiotiques ;
en effet, jusqu'en 1980, de tels mutants ont &té obtenus par action d'agents

chimiques.
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Dans ce qui suit, nous décrivons les procédés qui ont
&té employés chez Rhizobium pour obtenir ces mutants, puis nous parle-
rons d'études récentes concernant le support génétique des propriétés
symbiotiques chez cette bactérie, en particulier :

- les arguments en faveur de la situation sur des plasmides
de génes codant powr la nodulation et la fixation de l'azote ;

- le cas des plasmides géants.

A - Procédés d'obtention de mutants déficients du point de

yue symbiotique :

Une approche indirecte du probléme de la localisation des
génes nif sur le matériel génétique a été rendue possible gréce & 1'cb-
tention de mutants auxotrophes inefficients en présence d'un agent muta-

géne chimique puis 3 lewr passage sur plantules.

BERINGER et coll. (1l0) ont constaté que 3 % des survivants

d'une souche de Rhizobium leguminosarum traitée par la N-méthyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidine (NTG) étaient inefficients. La moitié de ces mutants
criginaux se sont avérés efficients & 13° C ; il s'agit donc de mutants
thermocorditionnés.

D'autre part, des mutants non-nodulants ont &té isolés par

MATER et BRILL (57 ) i partir d'une souche de Fhizobium japonicum en em-

plovant le mé&me agent mutagéne.

Une souche inefficiente induisant la formation de ncdules
roses a été isolde ; elle est caractérisée par la mrésence de léghémo-
globine, conjointement synthétisée par les deux partenaires (une des

raisons du fonctionnement préférentiel de la nitrogénase en symbiose).
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L'analyse du mutant a montré qu'il est défectueux au niveau de camposant

IT de la nitrogénase (26).

Certains auteurs ont remarqué chez différentes espéces de

Rhizobium (R. meliloti, R. trifolii, R. legquminosarum) que les exigences

en bases nucléiques, leucine, histidine et riboflavine sont &troitement
associées 3 l'efficience : le passage 4 1'état prototrophe de ces souches
provoque le retour de leur capacité & fixer 1l'azote atmosphérique, ce qui

n'est pas le cas aprds addition de l'exigence (27 , 28 , 76 , 79),

Par contre, les mutants exigeants en arginine, glycocolle,
cystéine, méthionine, tryptophane et phénylalanine ne montrent aucune

relation avec les propriétés symbiotiques (28, 76).

La transduction est une autre fagon d'étudier la prototro-
phie. En effet, un mutant Lys Nod de R. trifolii et wn autre Leu Nod~
de R. meliloti sont devenus prototrophes et d nouveau capables de noduler
les racines de lé&gumineuse en introduisant dans le génome un segment

d'ADN portant le géne convenable (50 , 51).

Diverses hypothéses ont été suggérées : la plante-hdte ne
peut pas fournir la substance indispensable aux mutants perdant les dif-
férentes étapes de la symbiose, ou bien le produit final de leur biosyn—

thése est impliqué dans le processus de la symbiose.

A propos de révertants de R. meliloti exigeants en
isoleucine + valine, certains sont Nod'et d'autres Nod~ ; ceci suggére
que le produit final de la biosynth&se de 1'isoleucine intervient

indirectement dans le processus symbiotique (28).
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Enfin, LUDWIG et SIGNER (35) ont sélectionné un mutant de

Rhizobium "cowpea" 32HL bloqué au niveau du géne synthétisant la gluta-

mine synthétase [GS;E.C.6.3.1.2.] en utilisant la N-méthyl-N'-nitro-
N-nitrosoguanidine. la mutation est &troitement lie avec l'efficience.
Ces autewurs ont conclu que cette enzyme agissait camme un activateur de

la transcription des génes nif.

De notre cOtd, aprds traitement de la souche de R. meliloti
2011 par 1'éthylméthylsulfonate, nous avons isolé trois mutants incapables
de synthétiser la glutamate synthase [GOGAT ; E.C.1.4.1.13] . Cewx-ci
mrésentent une activité nitrogénasique comparable 3 celle de la souche
sauvage, d'oll 1'absence de relation entre cette mutation et les propriétés

symbiotiques (1 ).

En établissant la carte génétique de Phizcbium (11 , 44) ,
48 59), aucun gdne codant pour les caractdres d'infectivité ou

d'efficience n'a pu &tre identifié et localisé sur le chromosome de
Rhizobium, car il n'a pas été possible d'isoler chez Rhizobium des mu~
tants Nif , sélectionnés par 1'incapacité & se développer sur milieu
gélosé dépourvu de source d'azote, comme dans le cas de bactéries fixa-
trices libres de 1l'azote telles Klebsiella (31 , 32 , 85) et Azotobacter
(58 , 65). signalons que ceci n'a pas été mis en évidence pour les
Rhizobium fixateurs lilbres 3 la suite de la sensibilité de leur nitrogé-
nase 3 l'oxygdne. Donc les génes de l'efficience pourraient &tre situés

soit sur le chromosome bactérien, ou sur de(s) plasmide(s) indigéne(s)

ou sur une conbinaison de ces deux structures.



23

B - Preuves en faveur des plasmides de Rhizobium comme support
de génes codant pour les propriétés symbiotiques :

Depuis quelques années, des recherches sont axées sur 1'ADN
extrachramosomique (ou plasmide) présent dans différentes esp@ces de
Rhizcbium, afin de woir s'il existe une relation entre ces macramolécules

et les propriétés symbiotiques de la bactérie.

En effet, d'aprés les travaux dA'HIGASHI en 1967 (40), il
a été montré que les plasmides indigénes de Rhizcbium sont impliqués dans
les processus de nodulation, par le fait qu'il a réussi 3 transférer la

spécificité d'hdte de R. trifolii 3 Rhizobium phaseoli ; il a obtenu ainsi

des R. phaseoli capables de noduler le tréfle.

Des auteurs ont &galement transféré cette spdcificité a

R. leguminosarum et Agrobacterium tumefaciens au moyen d'un plasmide de

R. trifolii marqué par le transposon Tn5 (pRtr5a::Tn5) - La premiére souche
- ayant acquis ce plasmide avait le pouvoir de noduler le tr&fle ainsi que
sa plante~-hSte ariginale (pois). Cependant, les clones hybrides d'A. tume-
faciens ont provoqué uniquement des poils absorbants sur les racines de
pois (42).

En outre, les genes nif de R. trifolii ont été transférés 3

une souche de K. aerogenes déficiente du point de vue de la fixation de

l'azote (34) et & une souche de R. trifolii inefficiente (96). La fré-
quence de transfert obtenue est en favew d'un plasmide comme porteur

des.génes nif.

SKOTNICKI et coll. (83 ) ont transmis, & l'aide du plasmide

conjugatif RI-19drd, les génes de la fixation de l'azote de R. trifolii
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d une souche d'E. coli en irradiant aux U.V. la souche donatrice pour
stimuler la mobilisation du plasmide indigéne portant les génes nif

( 34). Ils ont sélectionné ainsi une souche hykride d'E. coli fixatrice
lilre d'azote en cornditions d'anaérobiose. L'avantage pratique du plas-
mide R1-19drd, c'est qu'il permet le transfert 4'importants fragments
d'ADN : par conséquent, les génes gal (galactose), bio (biotine),

chl (chlorate), etc... ont été transmis en méme temps. Ceci a pu &tre

utilisé pour positionner un nombre de caractéres relativement faibles.

Une perte de l'efficience a été constatée chez R. trifolii
3 la suite de traitements par 1l'acridine ( 33) ; ZURKOWSKI et coll. (94 )
ont également provoqué la perte de 1l'infectivité chez la méme espéce,
mais cette fois grice a l'emploi d'acriflavine et de lauryl-sulfate de
sodium. D'autre part, le traitement par une température de 45° C provoque
une exclusion du plasmide moyen de R. trifolii LPRS035 avec perte conco-

mitante de l'infectivité ( 42).

Un plasmide conjugatif (pRISJI)ccdant pour la synthése d'une
bactériocine et contenant les génes (Nod) et (Fix) a été€ mis en évidence

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

lante de la méme espdce (16 ).

Le transfert de ce plasmide 3 une autre esp2ce (R. phaseoli)
a rerdu les dérivés de R. phaseoli capables de noduler médiocrement le
pois (13 ). En outre, un plasmide de la famille (pRLIJI) avait supprimé

la mutation d'une souche inefficiente de R. lequminosarum en introduisant

les génes nif dans cette derniére (15) . Tout ceci suggére que certains

caractéres sont partés par ce plasmide en plus des génes nif.
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La présence de plasmides chez Rhizobium a d'abord été
prouvée par des méthodes physico-chimiques basées sur 1'ultracentri-
fugation en gradients alcalins de saccharose ou en gradients de chlarure
de césium contenant du bramure d'éthidium. Des plasmides de tailles
variables ont ainsi ét€ mis en é&vidence ( 4 , 25, 95). Actuellement,
1'électropharése en gel d'agarose constitue le moyen le plus rapide, et
le plus éconamique pouwr la détection de ces ﬁolécules ; des plasmides
de taille élevée, dont le poids moléculaire s'échelonne de 50 & plus de

200 mégadaltons (Md), ont ainsi ét& mis en é&vidence ( 19,29 ).

C - Les plasmides géants :

En outre, des études récentes ont détecté des plasmides
caryptiques géants chez plusieurs esp@ces de Rhizobium (52 ,73 ). Leur
poids moléculaire est supérieur & 300 Mi. On pense qu'ils portent prés
de 300 génes compte tenu de lewr taille. Jusqu'i présent, le rdle de ces
génes est inconnu. Est-ce qu'ils contrdlent quelques relations entre les

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

En effet, des auteurs ont démontré que certains génes codant
pour la synthése de la nitrogénase et des génes contrdlant la formation
de nodules sont localisés sur les plasmides géants de R. meliloti L5-30
et 41 (73 ). La perte du pouvoir infectieux de ces souches serait due a
une délétion spontanée sur le plasmide géant de la souche 15-30, et &
une délétion sur le plasmide de la souche 41 3 la suite d'un traitement
par la tempSrature. L'hybridation entre ces deux plasmides et le plasmide

PSA30 portant les génes nif D et nif H de K. pneumoniae prouve que des
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génes nif sont localisés sur les plasmides géants. Cependant, la migra-
tion en gel d'agarose ne montre pas une différence de taille du plasmi-
de géant par rapport a celui de la souwche sauvage L5-30 . Par contre,
une différence est constatée dans le cas de la socuche 41, 3 la suite

d'une grarde délétion sur son plasmide géant.

L'état actuel des connaissances sur les génes nif d'une

souche fixatrice libre d'azote de K. pneumoniae fournit wn royen indi-

rect pour 1l'étude de ces génes chez le Rhizcobium en comparant les génes
nif de ces deux bactéries. L'hykridation de segments d'ADN clonés de

R. japonicum avec un plasmide portant des génes nif de K. pneuroniae

montre une homplogie entre les génes codant pour les deux nitrogénases.

Cette haomologie concerne les génes nif H et nif D (38 ). Une hoawlogie

a été prouvée également entre les génes nif de K. pneunoniae portés sur

le grard plasmide de R. lequminosarum (49 , 64) et R. trifolii

(RUVKUN et AUSUBEL, résultats non publiés).

Enfin, le plasmide Ti d'A. tumefaciens a été transmis par

conjugaison & une souche de R. trifolii (41, 68) ; cette derniére est
capable d'irduire des tumews sur des plantes supérieures, mais elle
est resté efficiente sur sa légumineuse hdte. Ceci suggére que les plas-
mides imdigénes de la souche réceptrice et de la souche donatrice n'ap-

partiennent pas au méme groupe d'incompatibilité.

Toutes ces domnées suppriment 1'hypothése que les génes nif

sont partagés entre les deux partenaires de la symbiose.



27

Le travail présenté dans cette thése a été réalisé dans
le but de rechercher des .souches dans lesquelles l'insertion du trans-
poson Tn5 s'effectue avec une forte efficacité ; ensuite, nous avons
recherché des mutants affectés sur les propriétés symbiotiques de trois

maniéres :

1° - Recherche de mutants Fix ou Nod par passage direct

sur les plantes de clones prototrophes ayant acquis le transposon TnS .

2° - Isolement aprés transposition de mutants auxotrophes
qui nous permettent de déterminer les sites précis d'insertion de ce
transposon ; étude de leurs propriétés symbiotiques.

3° -~ Etude de nouveaux mutants provenant des précédents et ayant

subi des remaniements de leur génome par transposition endocellulaire,

ce qui pouvait corduire a 1l'isolement indirect de mutants Fix ou Nod .

En paralléle, nous avons procédé 3 l'étude du contenu

plasmidique afin de détecter une &ventuelle modification de celui-ci.
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I - SOUCHES BACTERIENNES ET CONSERVATION

Nous awvons utilisé vingt souches sauvages de R. meliloti
pour vérifier leur capacité 3 acquérir le transposon Tn5 .
La souche d'E. coli S111 renferme un plasmide "suicide" (pSP601) pro-
venant de R. SIMON. Afin de pouvoir estimer le poids moléculaire des
plasmides séparés par électrophorése, nous avons employé les plasmides
des souches témoins d'E. coli J53(RP4) et R. meliloti 15-30, LsZa,

U45 identifiés et mesurés par CASSE et coll. (19 ).

L'origine et le phénotype de chague souche étudiée sont

mentionnés dans le TABLEAU II.

Les souches sont conservées en milieu RC glucosé & - 20° C
en présence de glycérol i 20 % comme antigel pour garder la culture a

1'état liquide.

IT = MILIEUX DE CULTURES

2.1 - Tampon exempt d'azote RN

Mgso 7H20 te s o000 S8 s ec oL OB BO OO O,2g

4!
K2HPO4 9 6 85 0O RSO0 N E0EDENNESOSEDENSE SN O’Sg

g.s.p. 1 litre d'eau bidistillée ; pH 7,2 & 7,5.

Nous avons employé ce tampon dépourvu d'azote pour laver
la culture de Rhizobium avant 1'inoculation dans le milieu de NICOL et
THORNTON ainsi que pour étudier la synthése d'exopolysaccharides en non—

prolifération.
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. ! ! §
SOUCHES ! ORIGINE ! ISOLEMENT ! PHENOTYPE
! i !
' ! ! Thi” The_Leu”
a} E. coli ! ! !MiuIII lac His::
! ! 1 Tnl (Ap) , TnS
otg ]
5111 (pSP6OL) { Or-R. SIMN ; Université de Bielefeld (R.F.A.) ! t (Km), Tn402'('1‘9)
: n 1 U Tni771 (Te) Mu
! ! ' >
! ! !
J53(RP4) | Or ‘M. VAN MONTAGU ; Gent (Belgique) ! | Me+” Bro” (Tra’
1 1 ! r . -4 r
! : LA, A, T
! ! !
CB00 ! e J. COLLINS ;Gesellschlaftflir Biotechmolo= 3 ! - -
! gische Forschung Mol Braunschweig - Stickheim | | e leny vk mk
! (R.F.A.) H !
§ t ! ‘
' 1 !
W3350 ! ' : sauvags
o ' | )
bl R._meLiloti | X :
1 ! !
2004 , M. DYE ; Rothamsted Experimental Station . N
i (Grande—~Bretagne) : Yon : 7
444 : G. TRICHET ; Marseille (France) : Non conmu : sauvage
44 : G. TRICHET ; Marseille (France) : Medicago sativa AUSTRALIE 1963 : sauvage
12 ! Besearch Institute of Ontario (Canada) (R.I.0) , Madicags sativa 1962 : sauvage
17 ! Resesrch Institute of Ontario (Canada) (R.I.0) | Madicago sativa 1963 . sauvage
1 1 ]
U045 | i | |
! e Sl Industrial Feseerch ! veticago sativa URUGIAY 1963 ! sauvage
! ) f !
Su47 : m ?g"g‘“f’fg;‘“* Industrial Resaarch ! Medicago sativa AUSTRALIE 1939 ! sauvage
: !
Yr-s s | C. SONIER ; Gembloux (Balgicue) ! Medicago sativa BELGIQE 1968 o
1 i 1
M 21 , F. PICHINOTY ; Centre International Agricultura | i
Z Tropical ; Colambia (C.I.ALT.) '1 Medicago sativa RHODESIE 1971 " sauvage
i 1 1t
MSNL | Université des Sciences et Technigues de Lille, | M 11 sativa LIILE : san
i Labcratoire de Microbiologie \ ; ?
] 1 !
; Université des Sciences et Techmiques de Lille, , Medicago sativa LILIE '
M35 | Laboratoire de Microbiologie P g0 sativa ; sauvage
! 1 1
;| Universits des Sciences et Techniques de Lills, | '
%58 ! Laboratoire de Microbiologie i Medicago sativa LILIE : sauvRge
1 i i
; Universitsd des Sciences et de Lille, , [
1198 fIl toire de Micrcbiol echniques 5Mdicagosauvabm : sauvage
1 H 1
¢ Université des Sciences et Techniques de Lills, , sativa LIIIE 1972 '
1S ! Laboratoire de Microbiclogie | Madicago satiwa : -
! - 1 1
;tJniversi.g.ﬁdmSC:J.em:e}setTec:kxn:I..qx.:esdeL:Llle,;A sativa LITIE |
M14S , Laboratoire de Microbiologie ; Madicago sativa ! sauvage
1 1 1
| Université des Sciences et Techniques de Lille, | |
M98 ! Labaratoire de Microbiologie ! Medicago sativa LILIE : sauvage
i i i
. Universits des Sciences et Techniques de Lille, ;| '
228 ! Laboratoire de Microbiologle ! Medicago sativa LILIE ' sauvage
I 1 !
| Université des Sciences et Techniques de Lille, , '
1278 | Laboratoire de Microbiologie ; Madicaqo sative LILIE X sawnage
1 1 1
, Université des Sciences Techniques de Lille, | '
] s ! Laberatoire de Miceebiologie 8 | vedicago sativa LILIE ' sauvage
Ls2a ' M. OBATON ; Institut National de Recherches . ' :
i Agroncomiques (France) (I.N.R.A.) : Nen conm :
§
L5~30 : M. KMALSKI ; (Pologne) : Nen conmz : sauvage
- ‘ " \
TABLEAU IT : SOUCHES UNILISEES "1' _

APr Rtnr mr &nr R:l.fr = résistances aux antibiotiques ampicilline, kanamycine, tetracycline, streptomycine, rifamycine.
Thi” Thr™ Leu” Met™ Pro” lac = exigeants en thiamine, thrécnine, leucine, méthionine, mroline ; incapable de dégrader le lactose
h:a+ = plagmide conjugatif qui pxrte des génes du transfert.
. RecA” = mutant déficient pour la reccmbinaison.
X~ = mtant déficient du point de vue de la restriction.
@ = mutant déficient du point de vie de la modification.
A = mutant provoqué par une d&ldtion partielle cu totala d'un géne ou d'un opéren.
SulIl = mutant qui supmrime la mutation non-sens (amdre).
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2.2 - Tampon R

Eagm4’ 7H20---.¢o ------ tssssese009 N O'Zg
K21EO4 8 806 088000898008 EONLOCOCEOOGERGGES Y O’5g
NH4NO3 © 0288 8080060080000 0e0sRBEENNET O,Sg

g.s.p. 1 litre d'eau bidistillée ; pH 7,2 &4 7,5
Pour le milieu gélosé, on ajoute 15 g/l d'Agar Difco.

le tampon R est utilisé couramment pour led dilutions.
Le milieu minimm de croissance est le tampon R auquel on ajoute du
glucose a 1 %, de la biotine i 0,01 pg/ml et de la thiamine & 0,5 jig/ml

(concentrations finales) : R glc HB,.

2.3 - GElose blanche

Elle renferme 7,5 g de Bacto Agar (Difco) par litre d'eau
bidistillée et est répartie d raison de 4 ml/tube. Elle est utilisée

pour les num@rations sur boltes.

2.4 - Milieu riche RC

MgSO4, 7Iizo.oooo-o-.q-.-.aoooo..o.o--l O,2g
RyHPO,

S8 6 00T L6040 06ES S EATLELEO0SOEs0 l g

Extrait de leVure..ivicseccescsssnsneass 1 g
(Racto Yeast Extract Difoo)

d.s.p. 1 litre d'eau distillée ; pH 7,23 7,5

la source de carbone (glucose) est additionnée & la concen-

tration finale de 1 % sous forme d'une solution stérile (105° C, 30 mn).

Ce milieu est utilisé pour la conservation des souches de

Rhizobium. Le milieu est éventuellement gélosé (RCG) & l'aide de 15 g/1



de Bacto Agar (Difco). Il est utilisé pour la numération des souches
et la sélection des clones ayant acquis le(s) transposon(s) aprés

addition des antibiotiques indispensables.

2.5 - Milieu riche TY

rmypmnetoiiil.‘....‘..ll....l....l...l 5 g
Extrait de levire (DifCO) . cevevensecsas 3 g
%clzl 6H20 LI BCIC BN BRI B A IR BRI A 2R K 3 BB I B N Y ) 1,3 g

g.s.p. 1 litre d'eau distillée ; pH 7,23 7,5

Ce milieu est utilisé pour la préculture des souches de

Rhizobium.

2.6 - Milieu riche d'ISWARAN (IS)

KZHPO4.. 0,5 g
MgSOy, 7THy0 wevererevriennieesnneeniss 0,2 g
FeCly, 6 H)0uotiiirirnnnnensensesseaess 0,0l g
NaCleeseosaaceacencsesesancnnsasnsnannas 0,2 g
MANNItOLleseeevacenasscaccnnncenesensass 10 @
Gluconate de potassSium....ceceeeeeesec-e 1,5 g
Extrait de levure (DifcO).isisevsesssees 2 g

g.s.p. 1 litre d'eau distillée ; pH 6,83 7,5

Ce milieu a &t& utilisé pour la production d'exopolysac—

charides solubles par des souches de Rhizobium en prolifération.

32
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2.7 - Milieu riche de LURIA

mClQ....‘l‘.‘.'l..'ll.....'.'..'...ll 5 g

Tryptone (DifCO) cavesvneccccsassnnnsas 10 g

Extrait de levure (DifcO).eeeecseccecss 5 g
g.s.p. 1 litre d'eau distillée ; pH 7,3 - 7,4

Ie milieu éventuellement gélosé 3 15 g/litre de Bacto

Agar (Difco), est utilisé pour la préculture des souches d'E. coli.

2,8 = Milieu de NICOL et THORNTON

ieecsassssssesnssstssssasdase e 05
KZHPO4 2 g
MgSO40o¢. ------ Cseasance ®ecsenesss e en Ong
Nacl...... ......... *® e s 000 * 66809 QOO O'lg
FePO4 ® 9 € & e o *® e o8 20 LU BB I I S B B N BN K B N B A l g
Ca3(PO4)2...............-............ 2 g
Fecl3........‘..‘...........‘........ l nﬂd'l-me

solution mére 3 10 g/1

Ce milieu est utilis@ powr la culture des graines de
Luzerne. Il est réparti par 20 ml en tubes de 220 mm de hauteur et
20 mm de diam@tre dans lesquels a été introduit un support en papier
fort (Whatman 3) assurant le maintien de la graine 3 la suwrface du

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

Tous les milieux, gélose blanche, tarpon RN et tampon R,
sont stérilisés 3 120° C perdant 20 minutes sauf la stérilisation du
milieu de NICOL et THORNTON qui s'opére d 105° C durant 30 minutes

pour éviter la variation du pH.
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ITI = CROISSANCE BACTERIENNE

3.1 - Numération des cellules viables

On préléve 0,5 ml de culture que l'on améne 3 la dilution
désirée avec une série de tubes contenant chacun 4,5 ml de tampon R
pour cette dilution, on préléve une partie aliquote de 0,1 ml que l'on
incorpare 3§ 4 ml de gélose blanche préalablement fondue et maintenue 3
60° C et que l'on coule sur une boite de milieu solide (méthode de la

double couche).

Apré's solidification, on incube les boites & 30° C ; la
lecture se fait aprés 3 jours d'incubation pour le R. meliloti, tardis

que lesclonesd'E. coli apparaissent apr@s 24 heures.

3.2 - Détermination du temps de génération

Nous avons établi la courbe de croissance afin de déterminer
le temps de génération de la souche étudiée, en suivant la densité opti-

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

Les caractéristiques essentielles et les corditions expéri-

mentales de cet appareil sont les suivantes :

- Culture : cet appareil renferme 16 tubes standards de
diamétre 18 x 200 mm pouvant contenir 10 ml de milieu.

- Vitesse d'agitation : réglable et continuelle. Pour nos

cultures, nous avons maintenu une vitesse constante de 700 tours/minute.
la lecture se fait chaque demi~heure. Iors de chaque lecture, l'agitation

du tube est arr®tée, puis celui-ci reprend aussitdt sa position et son
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agitation initiales. L'incubation a &té& r&alisée 3§ 30° C. Le temps de

génération en phase exponentielle est calculé suivant les farmules :

- o9 (0 f) = log, (DO i)
T (heures)

ee e o0 sss s e l

K

log 2 =0,692

g(H) l €9 0000080000000 0000000 esese 3
b

ot : logy (DO £)

logarithme de la densité optique finale en phase
exponentielle.

log (DO i) logarithme de la densité optique initiale en phase

exponentielle.
T : le temps en hewre.
K : taux de croissance Népérien.

taux de croissance numérique : nombre de divisions
par unité de temps (par heure).

=

g : temps de génération.

IV = ANTIBICTIQUES

4,1 - Solutions d'antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans ce travail sont préparés
et additionnés aux concentrations convenables dans les milieux 3 partir
des solutions méres suivantes : Km, 30 mg/ml ; Tc, 1 mg/ml ; Sm, 40 mg/ml ;
- Ap, 5 mg/ml ; Rif, 1 mg/ml d'eau distillée ; celles-ci sont conservées

a +4°c.
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A propos de la rifamycine SV, celle-ci est utilisée le
lerdemain de sa préparation, car il s'agit d'un produit instable dans
1l'eau.

Les stérilisations des solutions d'antibiotiques s'effec-
tuent par filtration swr unité de filtration stérile Millipore "Millex"
de porosité 0,2 um, sauf dans le cas du triméthoprime qui est additionné
directement dans le milieu gélosé & concentration finale de 1 mg/ml et
1l'enserble est stérilisé 3 105° C durant 30 mn, parce qu'il est insoluble

dans l'eau.

4,2 - Obtention de mutants résistants & la streptomycine

Ces travaux ont été réalisés dans le but d'isoler des mutants
de Rhizobium résistants & la streptamycine en vue d'avoir un moyen de

sélection des clones ayant acquis le transposon Tn5 .

Les bactéries sont cultivées en milieu riche TY jusqu'en
fin de phase exponentielle, puis 0,1 ml de cette suspension est étalé
par la méthode de double couche sur des boites de Petri contenant du
milieu RCG additionné de la streptomycine & la concentration de 400 pg/mil.
Les clones apparus sont purifiés par isolements successifs s le méme

milieu.

4,3 - Détermination de la résistance aux antibiotiques

Cette méthode consiste a repiquer les clones testés sur des
boites de Petri renfermant du milieu gélosé auquel on ajoute l'antibiotique

convenable d la concentration désirée. Le repiquage se fait & l'aide d'un
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fil de platine sur une boite placée au-dessus d'une grille permettant

de les repérer. On peut ainsi tester 37 clones par boite.

V - TRANSPOSITION

5.1 = Technique de croisement

La souche d'E. coli S111(pSP60l) ~ est précultivée dans
le milieu de LURIA glucosé, celle de R. meliloti dans le milieu TY,
jusqu'a l'cbtention d'une croissance bactérienne en f£in de phase expo-

nentielle (environ DO =1 3 600 mm).

On effectue les mélanges suivants :

)g 1 ml de milieu LURIA
Témoin Rhizcbium
—— ! 1mlde Rhizobium

( 1 ml de milieu TY

Témoin E. coli )(
T | 1m aeE. coli
{ 1 ml de Fhizobium
Croisement %
1 ml 4d'E. coli

Aprés avoir effectué les mélanges, on filtre sur membrane
(SARTORIUS @ 35 mm, porosité 0,2 um) stérile déposée sur un appareil de

filtration SARTORIUS.

Une fois les bactéries recueillies sur le filtre, celui-ci

est déposé stérilement dans une boite de Pétri contenant du RCG additionné
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de glucose & 1 %. Aprés incubation 3 30° C perdant 18 heures, la
membrane est reprise, placée dans un tube & centrifugation contenant

5 ml de milieu R, puis fortement agitée.

Aprés centrifugation, le culot est remis en suspension
dans 5 ml de milieu R et recentrifugé pour effectuer un deuxiéme lava-
ge. On procéde de la méme maniére pour les deux souches qui servent
de t&moins pour le contrdle du taux de réversion et de mutation sponta-
née. On effectue des dilutions du milieu R jusqu'a 10”6 pour les trois

mélanges.

On préléve une partie aliquote de 0,1 ml de la dilution

aprroriée que l'on étale sur les différents milieux de sélection.

Les lectures de clones ayant acquis le transposon Tn5
et le R. meliloti sont faites aprés quatre jours d'incubation 3 30° C,

celle d'E. coli aprés wn jour & 37° C.

5.2 - Technique des répliques

On étale sur milieu riche RCG additionné de glucose 3 1 %,
les boltes sont incubées & 30° C pendant 3 & 4 jours jusqu'd ce que les
colonies apparues atteignent environ 1 mm de diamétre ; on réplique par
la méthode de LEDERBERG ( 53). On fixe un morceau de velours stérile
sur un bloc 3 répliques (cylindre en métal) gri3ce § un collier 3 vis.
On applique la boite sur ce velours, afin que chaque colonie laisse une
empreinte sur celui~ci, puis on applique une boite de milieu minimum

(RHB; glucose 1 %), enfin une boite de milieu riche RC glc gélosé. La
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boite 1 sert d l'identification des mutants exigeants en un élément se
trouvant dams le milieu riche : acide aminé, base nucléique, source
d'azote organique, etc... La bolte 3 contenant du milieu riche sert de
contrdle. Il faut que tous les clones présents sur la boite mére se

développent sur la boite 3.

5.3 = Identification des mutants auxotrophes

Les colonies se développant sur la boite mére, sur la boite
3 et non sur la boite 2 sont présumées auxotrophes, et sont testées &

nouveau par repiquage, d l'aide d'un fil de platine.

les clones dont le ou les caractfres paraissent stables aprés
plusieurs repiquages successifs sont alors conservés en milieu RC glucosé
d = 20° C en présence de glycérol et mis en collection aprés avoir regu
un numéro d'identification.

Ensuite les mutants sont mis en culture jusqu'en phase expo-
nentielle de croissance, la cultwre est alors centrifugée, lavée deux fois

et reprise dans le tampon R.

Dans le cas ol 1'on recherche une seule exigence, les mutants
sont repiqués sur une série de boites en milieu minimum ( RglcHB; ) com-
plété par une exigence 3 la fois.

Dans le cas de la recherche de plusieurs exigences d'un

mutant, les clones sont repiqués sur milieu (RglcHB) complété de 1'un

des mélanges suivants :



Mélange A

Melange B

Mélange C

- s e ath o o
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Alanine (20 pg/ml) + Arginine (20 pg/ml) + Cystéine
(20 pg/ml) + Méthionine (20 pg/ml) + Sérine (20 yg/ml)

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

Tyrosine (20 pg/ml) + Phénylalanine (20 pg/ml)

Tryptophane (20 pg/ml) + Lysine (20 pg/ml).

Histidine (20 ng/ml) + Leucine (20 pg/ml) + Proline

(20 pg/ml) + Glutamine (20 pg/ml) + Aspartate (20 pg/ml).

Acide nicotinique (0,15 pg/ml) + Acide folique (0,015 pg/ml)
+ Phosphate de Pyridoxal (1,5 pg/ml)

Inositol (0,15 pg/ml) + Acide para amino benzoique (0,075
jig/ml) + Panthoténate de sodium (0,3 pg/ml) + Acide

parahydroxy-benzoiIque (0,015 pg/ml).

Adénire (30 pg/ml) + Cytosine (30 jpg/ml) + Guanine (30 jg/ml)

+ Thymine (30 pg/ml) + Uracile (30 pg/ml).
Isoleucine (20 pg/ml) + Valine (20 pg/ml).

Renferment tous les acides aminés les bases nucléiques

[4

et les vitamines.

Signalons qu'une solution & 1 % est faite pour chaque acide

aminé et base nucléique ; les stérilisations s'effectuent 3 105° C pendant

30 minutes.

Si un clone se développe uniquement sur les mélanges A et T

par exemple, il s'agit d'un mutant exigeant en plusieurs acides aminés.

On cherche alars ses exigences en faisant les combinaisons des acides

aminés du mélange A : Ala + Arg, Ala + Cys, Ala + Met, etc...
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5.4 - Mesure de la fréquence de réversion de mutants’
auxotrophes

On effectue des dilutions jusqu'a 107 a partir d'une

culture du mutant qui est déja lavée deux fois par du tampon R. On
coule par la suite 0,1 ml des suspensions bactériennes non diluées et
diluées i 10" sur milieu minimm ®glcHB;) en méthode de double couche.
Ie nombre de la population bactérienne de départ est déterminé en cou-

5

lant 0,1 ml des dilutions 10> et 1070 sur le méme milieu minimum supplé-

menté en exigence convenable.

La fréquence de réversion est calculée comme suit :

Nombre derévertants / ml
Nombre de bactéries totales / ml

La fréquence d'apparition de mutants spontanés est calculée

suivant le méme principe.

VI - INDUCTION DU PHAGE Mu

Nous nous sommes attachés d utiliser la méthode qui fut
mise au point par BOUCHER et coll. ( 14) pour déterminer la présence

d M .
u phage ucts

Les souches i tester sont cultivées dans le milieu de LURIA

supplémenté de L~tryptovhane, 0,1 mM ; CaClz, 2,5mM ; MgSO,, 1 mM.
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L'induction du phage Mu s'effectue 3 1l'aide de chlorcforme
3 raison de 1 ml pour 10 ml de culture & DO = 1. Le mélange est agité au
moyen d'un homogénéiseuwr pendant 1 mn. On laisse par la suite 3 tempéra-
ture ambiante durant 15 minutes, puis on centrifuge 3 15 000 g pendant
15 minutes 3 + 4° C.Le surnageant est centrifugé d nouveau dans les mémes

conditions pour éliminer les traces de la lyse bactérienne.

Ensuite, la suspension phagique est stérilisée par filtration
sur disque de nitrocellulose "Millex" de porosité 0,2 um. Juste aprés la
stérilisation, on réalise la lyse de la maniére suivante : on dépose 0,1
ml de la suspension de phages dans un tube renfermant 0,3 ml de la souche
indicatrice (sensible au phage Mu). Aprés homogénéisation, on laisse
20 minutes 3 température ambiante. On coule par la suite 4 ml de gélose
blanche dans le tube, puis en double couche dans une boite contenant le
méme milieu de IURIA supplémenté. L'incubation se fait & 37° C. Si la
lyse est effective, on voit apparaitre des petites plages sur la boite

aprés 24 heures.

VII - DOSAGE DES EXOPOLYSACCHARIDES

A - Dosage chimique

Nous avons appliqué la méthode au phénol sulfurique. Vingt
ml de culture sont centrifugés 3 15 000 g pendant 30 minutes a + 4° C.
Le surnageant est centrifugé 3 nouveau dans les mémes corditions. Le

surnageant final est traité par 5 volumes d'éthanol glacé, additionné
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d'acétate de sodium. La précipitation des exopolyosides dure 12 hewres
d + 4° C. On cbtient alors deux phases. La phase inférieure solide, for-
mée par les exopolysides précipités, et la phase supériewre licquide qui

contient entre autres le sucre en solution.

Le précipité est repris par 20 ml'd'eau bidistillée. A 1 ml
de cette solution, on ajoute 1 ml d'eau phénolée & 5 % et 5 ml d'acide
sulfurique. On maintient au bain-marie bouillant 5 minutes. On laisse
ensuite & 1l'cbscurité 30 minutes. La gamme &talon, de O & 1 000 pg/ml,
est préparée avec des exopolysides purifiés de Rhizobium préparés anté-
rieurement. Le dosage est ensuite réalisé par mesure de l'absorbance a

510 nm.

B - Dosage radiochimigque

La méthode décrite ici fut mis au point dans notre labora-

toire par COURTOIS et coll. (24).

L'avantage de cette méthode se traduit par le fait que l'on

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

. Synthése des exopolvsaccharides en non-prolifération :

On fait une culture de Rhizobium agées de 48 heures dans le
milieu RC fructosé ( 1 % ), puis on lave par du tampon RN et on remet en
suspension dans le méme tampon & la concentration de 1,5.109 bactéries/ml.
On additionne du fructose 3 la méme concentration précédemment notée et
du [0 Mc (0] fructose (New-England Nuclear : activité spécifique 280
pei /}Irole) d la concentration de 1,7 nM dans le milieu de synthése. Le

mélange est alors incubé & 30° C sous agitation durant 24 heures.
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. Séparation des exopolysaccharides :

La culture bactérienne est centrifugée le lendemain &

16 300 g perdant 10 minutes.

La séparation se fait par fractionnement au moyen d'un
gel de filtratioﬁ. Celle~-ci est réalisée sur colonne de Sephadex G 25
(60 cm x 1,5 cm) élufe par tampon phosphate 0,02 M & la vitesse de
65 ml/heure.

Les 40 premiers millilitres sont exempts de radiocactivité,
les 40 millilitres suivants contenant la totalité des exopolysaccharides

solubles.

On effectue la mesure de la radiocactivité de ces derniers
40 millilitres au sein du liquide scintillant de KENNEDY ( 1 ml de solu-
tion aqueuse pour 10 ml Scintillant Lumagel) dans un compteur & scintilla-

tion de type LKB.

VITI - INFECTIVITE

Capacité d'infecter les racines de certaines léqumineuses
+
et d'y provoquer l'apparition de nodules. Ce caractére se note Nod ;

il se différencie difficilement de la spécificité d'hdte.

8.1 = Stérilisation des graines de luzerne

Elle s'effectue de la fagon suivante : une centaine de

graines sont déposées dans une boite de Petri. On ajoute 20 ml de chlorure
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mercurique a 2’,5 °/o0, Puls on met une goutte de détergent (Teepol). On
laisse agir perdant 5 minutes en agitant:_ et ensuite, on vide cette solu-
tion stérilement au moyen d'une pipette Pastewr branchée sur une trampe
d vide et passée 3 la flamme ; puis les graines sont rincées au moins

10 fois a 1l'eau distillée stérile pour bien éliminer le chlorure mercurique.

8.2 - Germination

On dépose stérilement une vingtaine de graines par boite
swr un milieu riche (RCG glucosé) afin de contrdler la stérilité et la

germination. Ia prégermination dure 2 3 4 jours a 30° C selon les graines.

8.3 = Culture aseptique des l&gumineuses

On prend stérilement,d l'aide d'une 8se, les graines germées
d'une longuewr de 1 & 2 centimétres et on les place sur le‘support dans
le tube & raison de deux plantules par tube. L'incubation s'effectue
dans les conditions suivantes : 16 heures d'éclairage, 8 heures d'cbscu~

rité, 3 tampérature 26° C.

8.4 - Inoculation-de la souche 3 tester

Pés que les racines secondaires sont apparues, environ 106
bactéries par tube sont inoculées pour minimiser le risque d'une réver-
sion, la suspension bactérienne &tant préalablement centrifugée, lavée par

du tampon RN , et regrise dans le m@me tampon.
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IX = EFFICIENCE

Qualité de l'association Rhizobium - Légumineuse qui
+
aboutit 3 la fixation d'azote moléculaire, ce caractére se note Fix .
L'utilisation de la réduction de l'acétyléne en éthyléne a été employée

pour mesurer l'efficience (activité d'azote fixé).

9.1 - Principe de la méthode

DIIWORTH ( 30) et SCHOLLHORN et coll.( 78) ont montré que
1'acétyléne é&tait ré&duit en éthyléne par le systéme de la nitrogénase

chez Clostridium pasteurianum.

Ia nitrogénase est l'enzyme qui catalyse la fixation d'azote
ou la ré&duction assimilatrice d'azote. La réaction peut &tre schématisée

de la fagon suivante :

N, + 6H +6& ————= 2N,
Cette enzyme est peu spécifique : elle peut transférer des
électrons aux substrats hamlogues au N2 comme la C2H2, NZO’ HCN, etCee.

La ré&duction de l'acétyléne est réalisée suivant la réaction :

- +
3C2H2 +6e +6H ————> 3C2H4 ( 30)

Elle correspord au transfert de deux électrons par molécule
d'éthyléne formée, alors qu'il faut six électrons pour réduire une molé-

cule d'azote.
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La fixation d'une molécule d'azote est réalisée de la méme
facon que la formation de trois molécules d'éthyléne & partir d'acétyléne.
En se basant sur cette analogie, on emploie la méthode @ 1l'acétyléne

pour mesurer l'activité nitrogénasique-*

9.2 - Conditions expérimentales

Cette opération se fait swr un chromatographe Intersmat

I.G.C. 112 F.1L. selon les corditions suivantes :

. Gaz vecteur :N2

. Température du four : 50° C

. Température d'injection : 70° C

. Température du détecteur : 115°C
. Détectewr : 4 ionisation de flamme
. La colonne en acier inoxydable, de 2 métres de longueur,

et de 0,31 centimétre de diamdtre, est remplie de sphérosil RoBo 75.

9.3 - Technique de dosage

Quard les plantules sont bien dévelcppées ( 2 & 3 mois ),
elles sont lavées avec de l'eau distillée, sont mises dans un flacon de
150 ml fermé hermétiquement. On préléve d'abord d l'aide d'une seringue
3 travers le bouchon de caoutchouc, 17 ml d'air du flacon que l'on rempla-
ce par 15 ml d'acétyléne soit 10 % (V/V) et 2 ml de propane dilué 100
fois par l'air (témoin interne) de fagon d avoir approximativement

1,27 p moles. Le flacon est ensuite homogénéisé par agitation manuelle.
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L'incubation se fait & 1'étuve & 30° C. La meswre d'acétyléne ré&duit est
effectuée 3 différents temps (O ; 3 ; 6 ; 24 heures) par injection de
50 pl dans le chromatographe en phase gazeuse, jusqu'@ ce que la courbe

de la formation d'&thyléne atteigne un plateau.

9.4 - Calcul de la quantité d'éthyléne produite ( A Q)

lLa formule appliquée pour déterminer la quantité d'éthyléne

formée dans le flacon est la suivante :

H, (C7 Ha) éthyléne
Hy (Cq H8) propane

Q=CxKzx

Tels que : Q
C = Nombre de moles de C3 H8 injectées

Nerbre de moles de C2 H4 produites

=
I

Coefficient de proportionalité établi d partir d'un
mélange en proportions égales (V/V) de C3 H8 et C2 H 4

dans l'air (dans notre exp@rience :
_ Hauteur de pic C5 Hg  _
K = foutewr de pic Cg’—'ﬁ'4 1,5)

Hl = Hauteur de pic de Cy H4

[+ ]
I

> = Hauteur de pic de Cq H8

AQ = Q6 - Q()
od : Qg = Nombre de moles de C, H, produites au temps T = 6 heures
QO = Nombre de moles de C3 H8 produites au temps T = O heure
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9.5 -~ Détermination du poids sec de la plantule

Aprés mesure de l'activité nitrogénasique, les plantules
sont mises dans une capsule bien séche de poids connu. Elles sont placées
a4 1'étuve 3 80° C perdant 16 heures, puis pesées pour awoir le poids sec
correspordant. Pour chaque détermination du poids sec, nous avons mris la

moyenne de 8 plantules.

X - METHODE D'ISOLEMENT DES SOUCHES A PARTIR DE NODULES

On préléve les nodules d partir de la racine et bn les
introduit dans un tube en plastique contenant 2 ml de saccharose da 20 %.
On écrase le nodule 3 l'aide de l'extrémité d'un étaleur stérile. Cette
suspension est hamogénéis@e par agitation. On inocule 0,1 ml dans le
milieu (TY) afin d'awoir une cultwre bactérienne. Ensuite, on effectue
un isolement de la souche étudide sur milieu riche (RCG) & l'aide d'une
8se. Les clones apparus aprés 3 jours sont analysés pour leurs caractéres

génétiques.

XI = METHODE ELECTROPHORETIQUE

11.1 - Extraction et purification de 1'ADN plasmidique
par lyse douce effectuée directement sur Te gel

La méthode employée est dérivée de celle de R. SIMON de

l'Université de Bielefeld (ré&sultats non publiés).
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Les souches A'E. coli sont précultiv@es dans le milieu de
IURIA additionné de glucose, celles de R. meliloti dans le milieu TY
jusqu'd obtention de la croissance bactérienne en phase exponentielle.
Ie nombre de cellules utilisées est estimé par la mesure de la densité
optique de la culture au spectrophotométre Zeiss PMQ II. Une DO de 1
correspord environ a 109 cellules/ml. On dépose 0,5 ml de cultwre a DO
&gal 0,3 dans de petits tubes coniques en plastiique "Epperndorf" de
1,5 ml de capacité et on ajoute un volume de Sarkosyl NL 97 a 0,2 % dans
le tampon Tris, 50 mM ; NaZEDIY-\,ZOnM (TE), pH 8. On mélangeen inversant le

tube doucement plusieurs fois.

Ensuite, le tube en plastique est placé dans la glace et,
aprés quelques minutes, est centrifugé au moyen d'une centrifugeuse de
paillasse Eppendorf 5412 pendant 4 minutes 3 température ambiante. Le
surnageant est retiré 3 1l'aide d'une seringue et le culot est repris
‘dans 60 pl de tampon d'électrophorése (Tris, 89 mM ; Na, EDTA, 2,5 mM ;

B (CH), 89 mM de pH 8,3 contenant du saccharose a 25 %, 1 unité/ml de R¥ase I
et 1 mg/ml de lyzozyme (ce dernier est ajouté au moment de l'utilisation).
Puis le culot est rapidement homogénéisé au moyen d'un homogénéiseur.

30 ul de cette suspension sont déposés dans une alvéole d'un gel vertical
d'agarose a 0,8 %. Attendre quelques minutes et déooser au—dessus- 90 pul

du tampon d'électrophorése renfermant du saccharose & 5 %, du dodécyl
sulfate de sodium (SDS) & 1 %, du bleu de bromophénol (BBP) a 0,025 %

et de l'agarose a 0,4 %.

Signalons que la verrerie et les tampons utilisés sont stéri-

lisés 3 l'autoclave afin d'éliminer toutes traces possibles de DNases.
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11.2 - Choix des différents paramétres &lectrophorétiques

———— i - —— —— - —— — ] o

ILa concentration du gel utilisée par les auteurs varie de

0,7 3 0,9 % en agarose ( 19, 45, 66) .

Pour nos conditions expérimentales, nous avons employé une

concentration 3 0,8 % d'agarcse (Sigma).

Nous avons utilisé un génératewr du type Elvi 20 pour
fournir un courant continu.
D'abord le voltage est mis & 20 V pendant 45 minutes, ensui-

te, nous l'avons fait passer a 130 V pendant 3 heures pour faire migrer

1'ADN plasmidique.

11.3 ~ Visualisation des bandes plasmidiques

La visualisation des bandes plasmidiques s'effectue par le
bramre d'éthidium. Ce colorant est le plus utilisé pour révéler les
acides nucléiques en gradient de CsCl (4 , 25,60) ainsi qu'en électropho-
rése (19,45, 66). La formule du bromuxre d'éthidium est : bromure de

3,8~diamino 6 -phényl 5-€thylphénantridinium.
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Ce dérivé du phénanthréne s'intercale entre les paires de

bases de 1'ADN et donne une flucrescence en ultra-violet d& 302 nm.

Le gel est alors trempé dans un bain de bromure d'é&thidium
3 la concentration approximative de 1 pg/ml et placé pendant 30 mn &
1l'cbscurité, car il s'agit d'un produit instable & la lumiére. Puis il
est trempé, si nécessaire, dans un bain d'eau distillée pendant deux a

trois heures afin de décolarer le gel pour avoir un contraste optimum.

11.4 - Photographie

Les gels placés sur le transilluminateur sont photographiés
au moyen d'un appareil REflex 24 x 36 muni d'une combinaison de filtres

couleur.

11,5 - Mode de calcul du poids molécuiaire des plasmides

Le poids moléculaire des plasmides d'E. coli J53 (RP4) et
R. meliloti L5-30, Ls2a et U45, qui ont été calculé par CASSE et coll.

(19), nous ont servi 3 estimer ceux des souches étudiées.

En électrophorése en gel d'agarose, il existe une relation
linéaire entre le logarithme de la migration relative de la forme super-
hélicoidale des plasmides et celui de lewr poids moléculaire (jusqu'a

environ 140 Md).

Aprés mesure des distances de migration en projetant la

diapositive, nous avons déterminé les équations des droites de régression
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et les coefficients de corrélation powr chaque expérience au moyen

d'une calculatrice Hewlett-Packard HP-91 :

logbM = A logMR + B (&quation de la droite de régression)
ol
PM : poids moléculaire
MR : migration relative
A : pente de la droite
B : constante

Le poids moléculaire des plasmides &tudi€s a été obtenu

par intrapolation et extrapolation de ces droites.
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CHAPITRE I

ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE MUTANTS

PAR TRANSPOSITION
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[ "= MUTANTS AUXOTROPHES

1 - Croisement entre E. coli S111 (pSP601) et E. coli
C600 rif

Nous envisageons de transférer le plasmide "suicide"
(pS601) de la souche A'E. coli S111 3 la souche C600 de la méme
espdce afin de vérifier s'il y a eu transfert global ou partiel du

plasmide en question.

Les deux souches étudiées présentent les caractéres

suivants :

. E. coli s111 ¢ thi thr leu Sulll lac his::Mucts Mur

. E. coli € 600 :Atrp leu rk_ mk  rechA rif-

Ce plasmide "suicide" porte le phage Muc+ ainsi que
quatre transposons :
. Tnl : porte un géne de résistance 3 l'ampicilline ;
. Tn5 : porte un géne de résistance 3 la kanamycine ;
. Tnd02 : porte un géne de résistance au triméthoprime ;

. Tnl771 : porte un géne de résistance a la tétracycline.

Nous avons effectué le croisement entre ces deux souches
d'E. coli. La sélection des transconjugants est réalisée sur milieu
riche (RC glc 1 %) contenant de la rifamycine SV (100 pg/ml), et auquel
nous ajoutons 1'un ou l'autre des antibiotiques dont la résistance est

codée par ces transposons.

Les résultats du croisement sont consignés dans le

TABLFAU III.

55
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§ Vo ! Antibiotiques ! Résistance aux §
§ trNom du ! Fruequexgcetde ! additiomnés dans le !antibiotiques de §
§ ansposon ! anster ! milieu (RCglc 1 %) 10O transconjugants§
§ ! ! ! -8
5 * YURif (100 pg/ml) 3
S @p) ' 3,4.10°%° He ', Em §
§ Bp) oy et ! Ap (100 pg/my) ¢ T KW TP §
§ = ! ! ! §
§ ! ! ! §
g Tnl771 (Tc) : 9,9 . 107 : RLE (100 /) : Ap, Km, Tp §
§ , rsoe , Tc ( 10 pg/ml) , ’ ' §
§ ! ! ! §
S : YURF (100 pg/ml) L §
S ns (Km) 4,8 .10° H : Tc 5
§ po S | Em (50 pg/my) ¢ PP TEo TP §
§ ! ! ! §
§ ! ! ! §
g Tndo2  ( L83 . 10 ; RE U0Opaml) Tc, Km g
g Tp) i 3 10 i ™o (200 ) /ml) i Ap, Tc, g

TABLEAU IIT : FREQUENCE DE TRANSFERT DES TRANSPOSONS ET ANALYSE DES
] TRANSCONJUGANTS ISSUS DU CROISEMENT ENTRE E. coli S111
ET E. coli C600

Corditions : croisement sur filtre, incubation 3 37° C perdant 18 heures.

Nous constatons que les dix transconjugants analysés sont
devenus résistants aux quatre antibiotiques, ce qui prouve que le trans-
fert du plasmide est intégral. Il faut noter que la fréquence de trans—
fert varie d'un antibiotique 3 un autre. Nous remarquons que la fréquence
de transfert du transposon Tnl de 1l'ordre de 3,4 . 107, est nettement

plus importante que celle du transposon Tn402 .

Nous avons par la suite effectué une électrophorése pour
savoir si les transconjugants ont totalement acquis le plasmide "suicide"

(pSP601) . Les résultats sont indiqués dans la PHOTOGRAPHIE I.
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§ souche ! Nankre de ! Poids moléculaire des §
§ !  plasmides ! plasmides en Ml §
§ ! ! —5
g E.coli S111(pSP601) | 1 ', 70 g
§ Transconjugant (1) ! 1 ! 71 §
g Transconjugant (2) : 1 : 70 g
§ Transconjugant (3) ! 1 ! 69 §
g E.coli J53(RP4) | 1 : 36 g
3 1520 L, laE(om)
g : b 1:pe (>300) g
3 Ls2a ) 3 L2 100 :
§ , ' 3: 91 §
§ ! ! 1 : PG ( >300) §
§ ?45 ! 2 12 s 101 §

PHOTOGRAPHIE I : L'ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE DU PLASMIDE
"SUICIDE" (pSP60L) ACQUIS PAR LES 3 TRANSCON-
JUGANTS ISSUS DU CROISEMENT ENTRE E. coli S1il
(pSP601) ET E. coli C600 Rif DEPOURVUE DE
PLASMIDE -

-~ &quation de la droite de régression
log M = - 2,67 log MR + 12,11

- coefficient de corrélation
r = -~ 0,9965
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Nous remarcquons que la souche C600 est dépourvue de
plasmide. En revanche, nous constatons la présence d'une bande plasmi-
dique chez les trois transconjugants analysés qui correspond d celle
de la souche donatrice d'E. coli S111. L'évaluation du poids moléculaire
du plasmide (pSP601 ) donne une valeur de 70 Md ; celle-ci ‘a été effec-
tuée par camparaison avec des plasmides de poids moléculaire connu. Les
souches té&moins sont E. coli J53(RP4) , R. meliloti L5-30, Ls2a et U45 ;
les poids moléculaires de lewrs plasmides ont été calculés par CASSE

et coll. (19 ).

2 - Choix du transposon

Nous nous sommes proposés d'étudier la transposition de
ces quatre éléments transposables nommés précédemment en utilisant
différentes souches de R. meliloti. Le croisement est effectué entre
la souche donatrice d'E. coli S111 (pSP60l) et les souches réceptrices
de R. meliloti : 1-5 Str, M22S, MSN1, M11lS. Les résultats obtenus sont

rappcrtés dans le TABLEAU 1V.

§ _Souche ! Fréquence de ! Fréquence de ! Fréquence de §

§ réceptrice ! transposition du! transposition du ! transposition du §

g R. meliloti : Tnl (&p) : Tn5 (Km) : Tnl771 (Tc) g
! - -

g 1-5 str 1D bos7.100 b <53, 107 g
i ! - ! -

g M22S \ D . L6 .10 6 , <3,5.10 2 g
! - -

i : D Los8.107 1 <41.100 3

§ ! ! -7 ! -9 §

g ML1S : D ! 4,2 , 10 . <34.10 g

TABIFAU IV : FREQUENCE [OE TRANSFERT DES DIFFERENTS TRANSPOSONS CHEZ
R. meliloti

ID : Indéterminé (des colonies peu apparentes, difficiles & déterminer).
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1a sélection des cellules ayant regu les transposons est
réalisée sur milieu minimum (R glc HBl) additionné d'ampicilline,de
kanamycine ou de tétracycline.

Le TABLEAU IIT nous indique que nous n'cbservons pas de
tels clones sur milieu minimum additionné de l'ampicilline ou de la
tétracycline pour les quatre souches testées.

Les colonies qui apparaissent sur le milieu contenant de 1'ampicilline
sont des microcolonies ; lorsqu'on les purifie par repiquage sur le méme
milieu, on n'cbserve aucune croissance. Il s'agit d'artéfacts probable~
ment dUs & la dégradation de l'ampicilline par 1'E. coli présent dans le

Croisement.

La transposition des Tnl (Ap) et Tnl771 (Tc) n'a pas eu
lieu ; dans le cas du Tn5 (Km), nous avons constaté la présence de
clones résistants sur milieuw minimum additionné de kanamycine. Ceci
nous conduit 3 admettre la transposition du Tn5 dans les différentes
souches de R. meliloti. La non-transposition des Tnl et Tnl771 est
probablement liée au mécanisme du plasmide "suicide" chez R. meliloti.
Nous avons donc recherché des clones ayant acquis le transposon Tn5

pour les expérimentations ultérieures.

3 - Choix de la souche réceptrice

Nous avons utilisé vingt souches prototrophes de
R. meliloti d'origine différente du point de vue géographique. Afin

de sélectionner des souwches présentant une aptitude convenable 3 recewoir
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le transposon Tn5 , nous avons effectué les croisements avec la
souche d'E. coli S111 (pSP60l) comme souche donatrice et ces vingt
souches cammes souches réceptrices.

ILes R. meliloti résistants d-la kanamycine ont été sélectionnés sur

milieu minimum additionné de kanamycine 3 la concentration de 200 pg/ml.

Les fréquences de transposition et de mutation spontanée
obtenues au cours de cette série de croisements sont indiquées dans

le TABLEAU V.

Nous avons calculé le pourcentage de mutants spontanés
(devenus résistants a la kanamycine 3 200 pg/ml) par rapport aux mutants
résultant de l'insertion du transposon Tn5 , chez ces vingt souches
étudiées. Ceci nous permet de sélectionner les souches les plus aptes 3

acquérir ce transposon.

les souches 2009, 444, 44, M1lS, M19S, M22S et M28S
montrent une fréquence de mutation spontanée faible et sont capables

d'acquérir le transposon Tn5

Les souches U45, M5S, 17 R.I.O. présentent une fréquence
de mutants spontanés résistants d la kanamycine plus élevée que celle
des souches précé&dentes (1 3 10 %). Ces souches ne sont pas intéressantes

pour la transposition.

les souches 2004, 1-5 Str, MS5N1, M12S, M14S, M27 donnent
une fréquence de mutants spontanés trés &levée, tandis que les souches
Su47, M3s, M9S, M21 n'ont pas acquis le transposon Tn5 et ne présen-

tent pas de mutants spontanés résistants & la kanamycine.
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a
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Enfin, parmi les souches susceptibles de recevoir le trans-
poson Tn5 ., nous avons retenu les souches 444 et M28S pour les expé-

rimentations ultérieures dans le but d'cbtenir des mutants auxotrophes.

4 - Transposition entre E. coli S111 (pSP601) et les
souches sélectionnées

Nous avons d'abord isolé des mutants résistants d la
streptamycine 3 400 pg/ml pour la souche M28S afin de pouwoir la sélec-
tionner ultérieurement ; la souche 444 porte déjd la mutation de résis-

tance & la streptomycine.

La sélection des mutants ayant acquis le transposon Tnb
est réalisée sur milieu riche (RC glc 1 %) auquel nous avons ajouté de
la streptomycine et de la kanamycine 3 la concentration de 200 pg/ml.

Ce milieu nous permet de détecter les colonies ayant acquis le transposon

Tn5.
Ies résultats obtenus sont indiqués dans le TABLEAU VI.
eq|’ e 1
3 Souche : Fréquence de b noe de ! Pourcentage de S
§ . ) ! . !  mtation Kmt ! - §
§ réceptrice i transposition 1200 ng/ml spontande! mutants spontanés §
& ! ! ! §
!
2 444 : 7 .10°° : 1,2 . 1008 0,17 3
| IR N T
§ ! ' ! §
§ ! 6 ! 9 ! §
§  M28Str ! 1,6 .10 ! 2,8 .10 ! 0,18 §
§ ! t { §

TABLEAU VI : FREQUENCES DE TRANSPOSITION OBTENUES ENTRE IA SOUCHE D'E. coli
ET LES SOUCHES SELECTIONNEES : 444, M28Str
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5 - Obtention de mutants auxotrophes

0 o o s i o et s e e s et oy - — T —— >

Aprés sélection des mutants ayant acquis le Tn5 sur
milieu riche additionné de streptomycine et de kanamycine, environ

dix mille clones ont été répliqués sur milieu minimum ( RglcHB; ).

Cette technique nous a permis de dénambrer environ 130
clones incapables de se développer sur milieu minimum. Ensuite ces
clones ont été étudiés pour leur auxotrophie ; parmi ces mutants
mrésumés auxotrophes, certains se sont révélés &tre en réalité des
mrototrophes ; cela est AU 3 des artéfacts d'expérience camme par
exemple un mauvais contact de la boite avec le welours au moment de
la réplique ; par ailleurs, certains mutants auxotrophes sont insta-
bles : le TnS intégré sur certains génes pourrait subir une excision
ou une retransposition ; ceci provoque une réversion vers le phénotype

sauvage avant que l'on ait pu les identifier.

En définitive, 27 clones se sont révélés &tre des mutants
auxotrophes véritables, car ils sont incapables de se développer sur
milieu minimum.

Le pourcentgge de mutants auxotrophes obtenus en employant le TnbS
camme agent mutagéne est d'environ 0,3 %. Nous signalons que ce taux
de mutation confirme les résultats déji cbtenus par BERINGER (12 ) et

par WALTON (92) en utilisant le méme transposon.

les exigences de ces mutants auxotrophes ont été déterminées.

Les résultats sont résunés dans le TABLEAU VII.



64

§ ! ! !
FREQUENCE DE | NOMBRE DE -, CROISSANCE SUR MILIEU MINIMMM ADDITTCMNE

1
g NCM DX MOTANT | PIENEE) ! Cpevepsion ! soranms X DES INTERVEDIATRES SUIVANTS :
e 1 ' ) 1
§ ! ! o ! !
§ 444::Tm5.1 ! Arginine 1<7,8.10 ! !
§ ! ! ' !
§ 444::Tn5.3 ! Arginine t <6,5. 10° !
§ ! : ! !
§  444::Tn5.7 ! Arginine 1 3,8.10° ! Ormithine..c.u..eeecesseese. o=
§ ! ! g ! !
§ 444::Tn5.8 ! Arginine 1<6,6.107° !
§ 1 ! -7 ! I CGtrullineeeeeecscceansecnss -
§ 444::Tp5.10 ! Arginine t2,9.10 ) !
§ ! ! ! !
§  444::TnS5.11 ! Arginine L2,7.100° 1 10 !

! ! ! !
§ ! : ! ! ;
§  444:;n5.13 ! Arginine 1 <5,8.10 ! ! s
§ ! ! - ! ! ArgininosucCinatf........... -+ {
§ 244::Tn5.14 ! Arginine 1<2 .10 ¢ t {
§ ! ! - ! 1. {
§  444::To5.15 ! 2Arginine 183,100 ' i
§ ! ! - ! ! ¢
§ 444::m5.16 ! Arginire 13,3.10 ! ;

! ! : ! €
g i ! ! : £
§ ! ! o ! ! §
§ 444::Ts5.2 ! Methionine ! 3,3. 10 I ' Hemocystétne . §
§ ! ! N ! ! "0 B ePFEsReBL SR §
§  444::5.17 | Msthionine ! <6,4 .10 | ! oystathionine . §
g ; X o 4 ; ceereeeena. 2
§ 444::m5.29 | Méthiomine ! 2,7 .10° ! . Sempedrine - §
2 ! ; o : 2
§  444::M5.43 ! Méthiondne | 2 . 107 1 ! §
§ 1 ! ! ! §

t ! H i 3
§ ! ! - ! ! §
§ 444::Tn5.12 ! MEthionine v 2,6 .10 ! ! §
§ ! ! - ! ! Homocystéine........eeceea.. - §
§ 444::Tn5.27 | Methionine 1 6,9 .10 | ! §
§ ! ! - ! 4 t Cystathionine...... eresenes . - §
§  444::Tn5.28 | Méthionine | < 2,6 .10 ! §
§ ! ! - t { HOMOSArine..icceeeecceeccnnn - §
§  444::Tn5.30 | MBthicnine | 8,2.10° ! §
§ ! ! ' ! §
§ 4 ! ! ! -5
§ ! ! - ! ! §
§  444::Tn5.6 ! Leucine 1<1,2.10° 1 : §
§ ! ! ! ! §
§ 444::Tn5.18 ! Leuwcine v 1,7, 1.0"6 $ ! o-Céto~isocaproate......... + §
§ ! ! ! 4 ! §
§ 444::TnS.21 ! leucine 19,8, 10-8 ! ! 2 ~Céto-isovaierat......... - §
§ ! ! o ! ! §
§  44d::Tn5.40 ! Leucine P <1,9.107 ! §
§ ! ! : ! §
§ 1 ! ! : 5
§ ! ! - ! ! Homocystéine §
§  444::Tns.19 : Mé@m 1 <5,7. 109 | ] cessectcecsnanas + §
§ 444::Tn5.20 {{ Cysteine S I P o §
§ TR , | MBthionine ; o y , HomOS&rin@...c.ccieeiiiinanns - §
] 1 3 : : &K
5 : Arginine ! ' ' 3

444::Tn5.4 ! e 1 N.D. : 1 ! N.D.

g ) Pyrimidine \ g | g
§  444::Tn5.39 | Histidine 1<1,6.10° 1 1 | N.D. o
§ ] i 1 1 i §§
§  444::Tn5.42 | Tyrosine ! N.D. o ! N.D. §
§ ! ! ! ! §

TABLEAU VII : MUTANTS ALXOTROPHES ISSUS FAR INSERTION DU Tn5 SUR LE GENOME DE R. meliloti 444

————————

La fréquence de réversion, déterminée sur milieu minimum Rglc HB,, ne tient pas compte s'il s'agit de

vrais révertants (redevenus sensibles & la kanamycine) ou de pseudc-révertants (restés résistants 3
cet antibiotique) .
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Les fonctions principales touchées par le transposon Tnb5
sont représentées par l'incapacité & synthétiser les acides aminés sui-
vants : arginine, méthionine, leucine. Ceci nous a conduit 3 penser a
regrouper les mutants en 4 catégories : arginine (10 mutants), méthio-

nine (8 mutants), leucine (4 mutants), cystéine/méthionine (2 mutants).

Pour chague catégerie, on a cherché la croissance sur les
intermédiaires de la biosynthése des acides aminés. Si les woies de
cette biosynthése chez Rhizobium sont identiques 3 celles établies chez
E. coli ( 2 ) et en employant la méme nomenclature des génotypes chez
E. coli, nous constatons que les 10 mutants exigeants en arginine ont
subi une altération au niveau de ¢€ne arg G qui est responsable de la
synthése d'arginino succinate-synthétase [E.C. 6.3.4.5] ; cette der--

niére transforme la citrulline en arginino succinate (FIGURE V).

L~Crnithine
Ornithine
carbamoyl-transférase : arg F,I
Arginase (g&ne en double)
Arginine déiminase

Argininosuccinate
synthétase : arg G

Arginino-succi-
nate lyase :
arg H

- Aspartate

L-Arginino succinate

FIGURE V : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE IA BIOSYNTHESE DE I'ARGININE
CHEZ E. coli
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En ce qui concerne les huit mutants exigeants en méthionine,
nous remarquons deux types d'altération génétique : les quatre premiers
mutants (444::Tn5.2), (444::Tn5.17), (444::Tn5.29) et (444::Tn5.43) sont
capables de se développer sur cysthationine et hoamocystéine, mais pas
sur les autres intermédiaires de la méthionine, ce qui indique que le
transposon s'est intégré sur le géne gouvernant la synthése de 1'homosérine-

déshydratase (FIGURE VI).

Par aillewrs, le deuxiéme groupe, qui concerne les quatre

' autres mutants, a probablement subi une altération portant seit sur le
géne régulateur met j, soit sur le géne responsable de la synthése de

la L : (5 méthyl-tétrahydrofolate homocystéine méthyl -transférase), parce
qu'ils ne se développent qu'en présence de la méthionine ajoutée dans le
milieu minimum.

Deux mutants exigeants en acides aminés soufrés ont &té
isolés au cours de cette transposition. Ils sont capables de croltre en
présence de cystéine ou de méthionine. Ces mutants peuvent €galement
utiliser les intermédiaires : cystathionine et homocystéine, pour mettre
en route le cycle des acides aminés.

L'insertion du transposon Tn5 sur le géne cys K a rendu ces deux
mutants (444::Tn5.19) et (444::Tn5.20) incapables de synthétiser la
cystéIne~-synthase [E.C. 4.2.99.8] qui transforme la sérine en cystéine

en utilisant le sulfure d'hydrogéne comme substrat (FIGURE VI).

Dans le cas des quatre mutants exigeants en leucine, ils
sont tous probablement bloqués sur 1'un des deux génes qui suivent le

géne gouvernant la synthése de la leucine déshydrogénase (FIGURE VI),



5-Adenosyl-L~méthionine

Méthionine adeno=
syl transférase : met K

Acétyl serotonin

méthyl transférase

A s s S-Adénosvyl
L=Méthionine I~ ystaine
I: (5-Méthyl-tétrafo~
late hamocystéine Adénosyl-L~
Franstérase) homocystéinase
L-Hamocystéine
N
Cystathionine Cystathionine |
y -synthase : met B B-synthase ;
|
|
]
inyl- Vv
gﬁgﬁme > L~Cystathionine 1~Sérine
Cystathionine y
vy —synthase p H 25
Hamosérine Cystéine
transsuccinylase synthase
Homosérine HZO
déshydratase
\
L~Asparate sami ¢ > L-Homosérine I~Cystéine

é e
aldénhyd Homosérine
déshydrogénase. :

met M

FIGURE VI : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE IA BIOSYNTHESE DE IA

METHIONINE ET DE LA CYSTEINE CHEZ E. coli
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car ces mutants se développent en présence d' o -céto isocaproate.
Ceperdant, nous n'avons pas pu tester les croissances des mutants
sur les intermédiaires (2-D-thréo hydroxyl 3-carboxyl isocaproate,
et 3-carboxyl 3-hydroxy-isocaproate), car ces intermédiaires n'exis-

tent pas dans le commerce ou sont instables (FIGURE VII).

2-Isopropylmalate
deshvdrogénase : leu B

2-D—-thréo P

hydroxyl B-carboxyl a—C&to-isocaproate

isccaproate
L-Leucine -

2-Isopropyl -
malate déshydratase deshydrogénase
I~leucine & = ===~ >
3~Carboxyl-

3-Hydroxy-isccarproate

L-Valine ¢~———=-~>
2-Isopropyl
malate synthétase
(iso) Leucine
2-Céto—-iso -

transaminase

valerate

FIGURE VII : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA BIOSYNTHESE DE LEUCINE
CHEZ E. coli

Nous avons vérifié la stabilité des caractéres des diffé-
rents mutants obtenus par transposition. Nous remarquons qu'au sein
d'une méme cétégorie, la fréquence de réversion varie d'un mutant 3

un autre (TABLEAU VII).
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Nous avons effectué la transposition du Tn5 dans la
souche M28Str de R. meliloti, en vue de comparer les caractéres des
mutants issus chez cette souche avec ceux de la souche précédente

R. meliloti 444.

Ia méme technique et les mémes conditions ont été utilisées
pour tester environ 13 OO0 clones ayant acquis le transposon Tn5 ,
pour leur éventuelle auxotrophie. Ia purification de 140 mutants auxo-
trophes présumés donne 28 mutants véritables. les résultats de 1'identi-

fication de ces mutants sont résumés dans le TABRLEAD VIII.

Nous constatons d'aprés le tableau qu'on peut distinguer
quatre grands groupes de mutants awxotrophes : tryptophane, pyrimidine,
adénine, méthionine et trois petits groupes : cystéine/méthionine, argi-
nine, phénylalanine/tryptophane/tyrosine. En ce qui concerne les trois

petits groupes, chagque groupe est constitué de deux mutants.

On remarque dque quatre nouveaux types de mutants auxotro-
phes sont apparus : tryptophane, pyrimidine, adénine et Phe/Trp/Tyr.
Par ailleurs, les mutants exigeants en méthionine, cystéIne/méthionine

et arginine se trouvent simultanément chez les souches M28Str et 444.

Ensuite, les mutants ont &galement été testés pour leur
croissance sur les intermédiaires. |
Chez les mutants arginine et cysté&ine/méthionine de la souche M28Str ,
le transposon Tnp5 s'est inséré respectivement sur les génes axg G
et cys K, de la méme maniére que chez les mutants arginine et cystéine/

méthionine de la souche 444. €ependant, chez deux mutants exigeants en
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FREQUENCE DE NCOMBRE DE CROISSANCE SUR MILIEU MINIMUM ADDITIONNE

NOM DG MOIRANT DES INTERMEDIATRES SUIVANTS :

EXTGENCE(S)

|

:

(SR
A e B Ad dem S epe Gea Ae B3 A B Sem Aot A tom G B b G 4 b S A fem g Ve fem D mew Bee A e Sim bwe Yme Bew S e Bam B b Sen Gim S Gs G 0t 0 ben v bon b Bem b b b s §=e b= G pem dem $me Ape b e Y

L

P T

oo

1.107
2,3.10
9,5.10°

9.10°

1.10

M28Str::In5.3
M28Str::Tn5.9
M28Str: :TnS.12
128Stxr::TnS .24
M28str::Tn5.32

Tryptophane
Tryptophane
Tryptophane
Tryptophane
Tryptophane

&

G G Bee G G bme G Bem Gon b= e me B e fon Bum b= G S fem G

o

O iSat s escarevcescssssscassacns

&

M28Str::Tn5.4 Pyrimidine 4,9.10"

{cywosine,uracile)
Pyrimidine

Uridine=5-phosphate. c cecevenccscenas
Crotidine=5-~phosphate..ccieesvoesne

H o+

-7

M28Str::Tn5.15. 1,8.10

Hn b g b g em b g S b 0 g 0

o -8 4 QLOtAtEesecveccsscvannesansasssccnas F
M28Stx::Tn5.23 Pyrimidine 1'3’10_8 Le4,5 Dilydro=Cratatleseeeescssseens =+
M28Str::Tn5.35 Pyrimidine <6,7.10 -

Carbamyl-l~aspartatt. ccceeessncessas

L

M28Str: :Tn5.5 2dénine 5,1.10

-3

[
M28Str::Tn5 .29 Adénine , 1,6.10 4 S-phosphoryl-ribose-l-pyrophosphate. =
M28Str: :Tns . 44 Adénine 1< 2,108 TNOSINE-5-PIOSTRALE . + e veeennnnnenens +
M28Str: :Tn5.46 Adénine po<2 a0
1
.. R 1 ~7 HomOCYStEINe. e e vevsccocassnnancans .. -
M28Str::Tns.7 Méthionine 1 1'6‘10_7 2 CYStAthioniNe. ccseeeeeceseronnencans =
M28Str : :Tn5 .45 M&thionine ! 1,5.10 HOMOSELANE e e v e nvnncnncsassonnnnnnns =
L
i
= I ; -3 HomOoCyStEIne. coveecvconnneoenas ceses +
:sTnsS. 1 < . o
M28str: :Tn3. 39 MEthianine bS58 . 2 CYStAthionine....essesesessesennnnes =
M28str::Tn5.41 Méthionine ' 2,2.10 BOOSEr iNCe. e cvescsavescosscconcnas =
|

HamocystéIne...ovee.e ceresssesnseces

M28Str::Tn5.37
M28Str: :Tns5.40

Cyst&Ine/MEthionine; < 1,3.10
CystéIne/Méthicnine! 1,5.100

++

Ornithineeeevesoncereconnsesccocaase =
ArgininosucCinatBecsosccsceocscesess +

M28Str::Tn5.14
M28Str::Tn5.33

4 100
5,3.10°

Arginine
Arginine

M28Str::TnS5.17
M28Str::Tn5.18

Phe/Trp/Tyr
Phe/Trp/Tyr

7,5.10
4,2.10°

Shikimate.cceossvscocscccossoavaanas

? Chorismateeecsceaccseesescconcnsaaas

a-céto-isocaproate + , @ ~céto~-isovalérate -,

M28Str::Tn5.19 valine - , isoleucine valine -

1,8.107

N.D.

M28Strs:Tn5.27 Lysine

M28Strs:TnS .34 Cystéine N.D.

M28Str::Tns .38 N.D.

M28Str::Tn5.2 N.D.
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TABLEAU VIII : MUIANTS AUXOTROPHES ISSUS PAR INSERFION DU TnS SUR IE GENOME DE R. meliloti M28Str.

Phe : phenylalanine ; Trp : Tryptophane ; Tyr : Tyrosine
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méthionine  (M28Str::Tn5.39) et  (M28Str::Tn5.41), le g&ne gouvernant

la synthése de la cystathionine B-synthase a subi une mutation par in—
sertion du Tn5

Les mutants exigeants en pyrimidine sont bloqués au niveau
du géne pyrC responsable de la synthése de la dihydro-orotase
[E.C. 3.5.2.3] (FIGURE VIII).

L~4 , 5-Dihydro-

Dihydro- crotate Dihydro-
< Qrotate orotase : pyrC
déshydrogénase X te carl vl
Orotate rﬁgﬁ;e & transférase :pgz;*B>L—asp§rtate
Pyrimidine
ribonucléoside
pyrophosphorylase
Orotidine- Uraci e<Cytosine déaminase Cytosine
5-phosphate
o Uracile-
Crotidine- . -
S5-p-décarboxylase : Cridinem5e phospho ribosyl-transférase
PYrE phosphate

FIGURE VIIT : SCHEMA DE LA BIOSYNTHESE DES PYRIMIDINES CHEZ E. coli



72

Signalons que ces mutants se développent faiblement sur
1'orotidine-5-phosphate et sur l'orotate, cela peut s'expliquer par

une pénétration difficile de ces mroduits dans les cellules.

A propos des mutants exigeants en tryptophane, ils sont
probablement bloqués sur les génes qui suivent le géne trpE  gouver-
nant la synth@se de l'anthranilate synthase [E.C. 4.1.3.27], tandis que
chez les mutants exigeants en adénine, le transposon Tn5 est appa-
remment inséré sur les génes qui viennent aprés le géne pyrB synthé-

tisant 1l'adénylo-succinate synthétase [E.C. 6.3.4.4.] .

6 - Ambiguité de 1'étude des mutants auxotrophes

Parfois, l'amalyse des résultats est compliquée par
1l'apparition sur milieu minimum de colonies translucides provenant
de la croissance faible de mutants auxotrophes en absence de leur
exigence. Cet artéfact n'a jamais pu @tre &liminé malgré tous les
essais réalisés.

Nous avons constaté au cours de 1l'identification de ces
mutants que les mutants exigeants en méthionine, leucine, adénine et
cystéine/méthionine se développent souvent sous farme d'une colonie
translucide sur milieu minimum (Rglc HBI) , mais cette croissance faible
devient narmale si 1l'on ajoute leurs exigences dans le milieu

(PHOTOGRAPHIE ITI).

Ceperdant, les mutants exigeants en tryptophane, pyrimidine
et arginine ne manifestent aucune croissance sur milieu minimum ; cela

a déja été remarqué chez des mutants exigeants en tryptophane isolés
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PHOTOGRAPHIE II : ASPECT DES COIONIES DE R. meliloti SUR MILIEU MINIMUM
(Rglc HB; )

A) A gauche, la croissance de la souche sauvage 444

donne une colonie opaque ;

B) A droite, la faible croissance de certains mutants

auxotrophes donne une colonie translucide.
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aprés traitement par un agent mutagéne classique la N-méthyl N'-nitro

N-nitrosoguanidine (M. BECHET, communication personnelle).

Ce phénoméne de colonies translucides n'est donc pas 1lié

d la mutation par transposition.

IT - MUTANTS INEFFICIENTS

Outre son métabolisme vital, le Rhizobium est doué d'autres
fonctions qui lui sont particuliéres, telles que la sécrétion d'exopoly-

~ saccharides, la spécificité d'hSte, 1'infectivité et la fixation d'azote.

Nous avons constaté que le transposon Tn5 s'intégrait sur
différents génes de biosynthése (acides aminés, bases nucl&iques) et entrai-
nait des perturbations dans le fonctionnement de ces génes.

Nous nous sammes proposés d'étudier 1'effet de cet agent mutagéne sur les

caractéres symbiotiques du Rhizobium.

1 - Isolement

Un mutant inefficient (44::Tn 5.8) a été identifié apreés
passage sur plante de nombreux mutants ayant acquis le transposon Tn5
ceux—ci ont &té récoltés sur milieu minimum (R glc HB,) additionné de
kanamycine (ceci apr@s croisement entre E. coli Sl11 (pSP601) et

R. meliloti 44).

Parmi les 27 mutants auxotrophes issus de la souche 444,
un mutant exigeant en arginine (444::Tn5.10) a également montré une

activité nitrogénasique nulle.
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D'autre part, un pseudo-révertant inefficient a été isolé

de la méme maniére d partir d'un mutant de la souche 444 exigeant en

méthionine (444::Tn5.29). Ce pseudo-révertant inefficient a &été déncmmé

(29.86).

Ie TABLFAU IX montre les propriétés de ces mutants ineffi=~

cients par rapport aux souches méres correspordantes.

§ ! Poids sec ! Quantité de ! Nombre !Isolement! ! §
§ Inoculation !mo en d'une!C2H2 transfor-! moyen ! ! Caract@res! Temps §
§ des plantules! lllant ule Imée en C2H4/ ! de !souches dl!des souches! de §
§ de luzerne ! P (mq) ! plantule en ! nodules/!partir de! isolées génératiom
§ ! ng ! nM/hr !plantules! nodules ! ! §
§ ! ] ! ! ! ! —§
§ ! ! ! ! ! ! §
§ 44 1 34 1 34,2 ro9 1 1Sm- ! 4 H13 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ 44::Tn5.8 ! 6,6 ! 0 P30 st R ! 3H23 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ 444 r 27 ! 31,5 P9 1 1am 't 4HO3 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! — ! §
§ 444::Tn5.10 ! 33 ! o) 18 ! 'Sm- Arg ! 5 H50 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ 44::™5.29 ! 33 1 35,2 to6 ! S K Met ! 3 H 52 §
§ ! ! ! ! ! !

§ ! ! ! ! ! ! g
g 29.86 ! 6 ! 0 o131 'St Kt ! 7HOS §

! ! ! ! ! !

§ ! ! ! ! ! ! g
§ non inoculée ! 7 ! 0 ! 0 ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §

TABLEAU IX : COMPARAISON DES SOUCHES INEFFICIENTES PAR RAPPORT AUX SOUCHES TEMOINS.

L'efficience est mesurée deux mois aprés infection de plantules de

luzerne. Les mesures ont &té faites sur huit plantules entiéres.

Vo

‘
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L'inefficience de ces trois clones se traduit nettement au
niveau du poids sec. En effet, le poids sec des plantules inoculés par
les souches inefficientes est sensiblement le méme que le témoin non
inoculé et nettement inférieur 3 celui des plantules infectées par les

souches méres.

. . - .- -
| b
bbb bt TS 29 '

PHOTOGRAPHIE III : ASPECT DES PLANTULES DE LUZERNE INFECTEES PAR :

A) La souche sauvage efficiente 444 ;
B) Le mutant auxotrophe efficient 444::Tn5.29 (Met )

C) Le pseuwdo-révertant inefficient (29.86).

On voit nettement la présence de nodules racinaires.
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Nous remarquons que le temps de génération de la souche
inefficiente (29.86) est environ le double de celui de la souche d'ori-
gine, mais le temps de génération de la souche (44::Tn5.8) est sembla-

ble 3 celui de la souche sauvage 44 .

Enfin, le ncmbre de nodules est intéressant d noter, mais
il fait intervenir 1l'infectivité et non l'efficience.

Signalons que, dans le cas des souches inefficientes, les

nodules présentent un aspect déformé, spongieux ; ils sont parfois longs,

blancs, ce qui indique que la léghémoglobine est absente dans les nodules.

2 - Electrophorése

Nous avons, par la suite, effectué une électrophorése en
gel d'agarose dans le but de déterminer si le transposon TnS , qui a
provoqué 1'inefficience chez les clones (44::Tn5.8), (444::Tn5.10) et
(29.86) s'est intégré ou non sur les plasmides. Ceci powrait &tre prou-
vé par le fait que les plasmides awaient un poids moléculaire légérement

supériewr (3,8 Md) & celui des souches méres.

L'analyse de la PHOTOGRAPHIE IV montre que les plasmides
géants ainsi que ceux de taille moyenne migrent respectivement d égale
distance pour le mutant inefficient (44::Tn5.8) et sa souche-mére 44 par
rapport 4 la zone de dépdt. Par contre, les plasmides moyens du mutant
(444::Tn5.29) et de ses révertants (29.86) présentent e migration infé-
rieure 3 celle du plasmide moyen de la souche 444 ; la différence de taille

calculée est de + 6.1 Ml ; ceci signifie qu'une insertion d'ADN s'est



444::Tn5.29
86
::Tn5.8

o
o
)]

29
44
44

Poids moléculaire des §

§ ! !
§ Souche ! plasmides ! plasmides en Md §
! !
§ 444 ! 5 ! 1 : BG (>300) —fg
§ ! ! 2 : 85 §
§ ! ! . §
§  444::Tn5.29 | 2 p 2 rEE X0
§ ! ! ’ §
§ ! ! 1 : PG ( >300) §
8 29.86 ; 2 ; 5 o1 5
§ ! ! 1:pG (>30) 3
g 44 : 2 : 2 3 101 g
§ B ! ! 1:PG (>300) §
g  44:n5.8 ! 2 b2 100§

PHOTOGRAPHIE IV : L'ESTIMATION DU POIDS MOLECUIAIRE DES PLASMIDES
DES SOUCHES INEFFICIENTES ET DES SOUCHES
D'ORIGINE

- équation de la droite de régression
log M : - 2,73 log MR + 11,94

- coefficient de corrélation
r : - 0,9996
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effectuée au niveat; du plasmide moyen du mutant (444::Tn5.29) ; cette
insertion n'est pas responsable de la perte de l'efficience chez le
révertant (29.86) puisque le mutant correspordant est efficient. Cepen-
dant, nous n'avons pas pu déterminer la nature de cette insertion 4'ADN.
En ce qui concerne le mutant(444::Tn5.10) (Arg ) inefficient, aucune diffé-

rence de taille n'a été cbservée (voir PHOTOGRAPHIE VI , page 94).

111 = MUTANTS AFFECTES SUR LE METABOLISME DES EXOPOLYSACCHARIDES

1 - Isolement :

Le clone (M28Str::Tn5.3) , cbtenu par transposition et
incapable de synthétiser le tryptophane a été utilisé pour isoler des
mutants prototrophes. Signalons que ce ¢lone donne une fréquence de
réversion de l'ordre de 10—8 (TABLEAU VIII).Parmi les mutants proto-
trophes récoltés, deux clones présentent un aspect granuleux, déshy-
draté et ol 1l'on note également l'absence du halo caractéristique des

souches de Rhizcbium.

I1 faut remarquer que ces clones ont retrouvé leur muco-
sité apréds conservation en présence de glycérol (20 %) & - 20° C.
Néanmoins, cette mucosité est moins dense que celle des souches de

départ.

2 - Dosage d'exopolysaccharides

D':_:tbord, nous avons effectué un dosage chimique d'exopoly=
saccharides. Ceci a été réalisé pour meswurer les quantités d'exopolysac—
charides produites par les cellules bactériennes cultivant en milieux
de prolifération jusqu'd ce qu'elles atteignent la phase stationnaire

tardive.



Sur le TABLEAU X figurent les résultats suivants :

- Sur milieu TY : aucune différence significative n'a été& observée pour

les différentes souches analysées ;

- Sur milieu RC fructosé : 1'un des deux clones (3.22) donne une quantité

d'exopolysaccharides environ moitié plus faible que les souches té&moins

(M28 str), (M28 str::Tn5.3) ;

- Enfin, sur milieu IS fructosé : les deux clones présumés nonﬁmquewc
sont caractérisés par une sécrétion d'exopolysaccharides nettement

plus faible que celle des souches parentales.

Pour estimer d'une fagon plus précise les quantités
d'exopolysaccharides 1libérés par ces pseudo-révertants, nous nous sommes
proposés d'étudier leurs synthéses d'exopolysaccharides en non-prolifé-

-~ 14
ration dans le tampon RN fructosé en présence de fructose marqué en C

(2.107 cpm/ml).

Les quantités du fructose transformé en exopolysaccharide
indiquent que les pseudo~révertants (3.17) et 3.22) synthétisent environ
3,5 fois moins d'exopolysaccharide que la souche mére (M28 str) et 8 fois

moins que le mutant auxotrophe (M28Str::Tn5.3)..

Signalons que 1'E. coli CO6O0 synthétise une quantité

d'exopolysaccharide négligeable.

Par la suite, nous avons contrdlé l'effet de la réversion
a l'état de prototrophie sur les résistances de ces pseudo-révertants a
l'ampicilline, la kanamycine, le triméthoprime et la tétracycline

(voir CHAPITRE II).
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Pour le mutant auxotrophe, la résistance 3 la kanamycine
est acquise pour une concentration &gale & 200 pg/ml, tandis que les
deux clones issus par réversion de ce dernier se sont avérés résis-

tants 3 une concentration supérieure en kanamycine (1 500 pg/ml).

3 - Electrophorése

En principe, le transposon Tn5 inséré swr le géne codant
pouwr la synthése du tryptophane avait subi une retransposition chez les
deux pseudo-révertants. Du fait de l'affinité du transposon mn5 pPour
certains génes, il s'est intégré sur 1l'un des g@nes responsables de la

synthése d'exopolysaccharides chez ces clones peu muqueux.

Une hypothése a été émise selon laquelle on a pensé que les
génes pour la synthése d'exopolysaccharidessont localisés sur les plas-
mides de Rhizcbium. Nous avons donc contrdlé cette hypothése en réali-
sant une électrophcrése en gel d'agarose de ces deux clones, afin de

détecter une éventuelle augmentation de la taille du plasmide.

Cependant, la PHOTOGRAPHIE V montre que le poids moléculai-
re des plasmides des deux pseudo-révertants est du méme cordre que celui

de la souche sauvage et de son mutant auwxotrophe (133 M)
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§ ! ! §
§ Souche ! plasmides ! plasmides en Md §
! !
: 1 x :
§ M28Str ! 2 P LR (>300 ¢
§ ! i 2 133 §
§ .. ! ! 1: PG (>300) §
§ M28Str::TnS.3 , 2 ; 5 p2 3
3 ! ' 1:26 ( »300 3
g 3.17 i 2 i 2 : 132 g
§ ! ! 1:PG ( >300) §
§ 3.22 ! 2 ! 2 : 135 §
§ ! ! §

PHOTOGRAPHIE V : L'ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE DES PLASMIDES
DES PSEUDO—~REVERTANTS AFFECTES SUR LA BIOSYNTHESE
D'EXOPOLYSACCHARIDES AINSI QUE DES SOUCHES D'ORI-
GINE

- équation de la droite de régression
log M= - 2,73 log MR + 11,94

- coefficient de corrélation
r=-0,9996



4 - Propriétés symbiotiques

On a pensé que l'exopolysaccharide excrété par le
Rhizobium était l'agent inducteur de l'activité de la polygalacturo-
nase ( 54), ce qui est possible puisque des mutants non muqueux de

Rhizcbium lequminosarum perdent leur pouvoir infectieux (72 ).

Les données précédentes nous ont amenés d &tudier les

comportements symbiotiques de ces deux clones avec la plante~hdte.

On s'apercoit dans le tableau suivant (TABLEAU XI), que
ces deux pseudo-révertants ne sont pas affectés sur 1'infectiviteé.
Ceci se traduit par la présence de nombreux nodules sur les racines
secordaires.

Ils sont également restés efficients, donc l'expression faible des
génes codant par la synthése d'exopolysaccharides ne perturbe pas

1'efficience de ces mutants.

84



Inoculation des
plantules de luzerne

Poids sec moyen
d'une plantule (mg)

! Quantité de CpHy
kransformée en C2H 4

f Nombre moyen de
nodules par plantule

!
!

L

Isolement des
souches a partir

Caractéres des
souches isolées

§ ! !
§ ! !
§ ! !/plante en nM/hr ¢ !  de nodules !
§ ! ! ~ ! ! !
§ ! ! ! ! !
§  souch ] ! ! ! !
§ Mzgcsirsau"age ! 84 ! 28,4 ! 7 ! + ! st
§ ! ! 1 ! !
§ ! ] ] ! !
§ ! ! ! i !
1 | i 1 |
g Mutant auxotrophe | 77 ' 45 8 , 6 ' + . et Kot _
§ M28 Str.Tn5.3 | i ' | i | (200 pg/ml) Trp
§ i ! ! ! !
§ ! ! ! i !
§ ~ ! ! ! ! ! r r
§ gs‘;“‘;do—revertant ! 73 ! 18,8 ! 11 ! + ! S(T Sg‘é‘ g/l
§ ) ! ! ! ! !
§ ! ! ! ! !
§ ! ! ! ! !
§ Psewdo-révertant | ! ; : Yol rd®
§ ! 75 ! 26,3 ! 11 ! + !
§ 3.22 . | ! i i i (1 500 pg/ml)
§ ! ! ! ! !
§ ! ! ! ! !
§ . L ! ! ! ! !
§ Non inoculée i 0 i 0] \ o) | i
§ ! ! ! ! !

01 W03 L0 LN LON O N WO (O LD KO WO KO3 LN DN KON (O LD LON L0 LN WD (O RN O O on WO

TABIEAU XI : EVALUATION DE L'INFECTIVITE ET L'EFFICIENCE DES PSEUDO-REVERTANT'S AFFECTES SUR LE METABOLISME . DES
EXOPOLYSACCHARTDES

)
69 (Mémes conditions que dans le TABLEAU IX)
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Dans le CHAPITRE I, paragraphe 5, nous avons estimé la
fréquence de réversion des différents mutants de la souche 444 véri-

fiant ainsi la stabilité de leurs caractéres.

Ensuite, nous avons recherché des révertants prototrophes
afin de pouvoir isoler de fagon indirecte des mutants affectés sur
les propriétés symbiotiques, dans le cas ol une nouvelle transposition
se serait effectuée au niveau de génes impliqués dans ces propriétés.

Ceci correspordrait 3 une pseudo-réversion.

En effet, un wrai révertant résulte de l'excision du trans—-
poson Tn5 ; ceci s'accompagne d'un retowr 3 la prototrophie et de la
perte de la résistance 3 la kanamycine. Nous l'appellerons "vrai réver-
tant".

Exemple : Arg KU ———————= Arg Kn®

Ceperdant, un pseudo-révertant conserve sa résistance 3 la
kanamycine ; le retour & la prototrophie ne provient apparemment pas de
la reconstitution du géne altéré par l'insertion du Tn5 , sauf s'il
Yy a retransposition de cet &lément a un autre erdroit du génome bacté-
rien, suivie d'une excision de la premiére copie du Tn5 située sur

le gé&ne muté. Nous l'appellerons "pseudo-révertant".

Exemple : Arg KNG ——me——== Arqg Kol
(Le terme de "révertants prototrophes” comprend les vrais révertants et

les pseudo-révertants).

Nous avons donc, dans un premier temps, procédé d l'étude
d'un certain nambre de révertants prototrophes isolés aprés étalement de

différents mutants sur milieu mininmum.
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I - TSOLEMENT DE REVERTANTS PROTOTROPHES ET ETUDE DE LEURS RESISTANCES

AUX ANTIRIOTIQUES

Nous avons choisi trois mutants auxotrophes portant diffé-
rentes mutations dues 3 l'insertion du Tn5 et présentant une fréquen-
ce de réversion &levée (TABLEAU VI) : (444::Tn5.10) (444::Tn5.18) et

(444::Tn5.27) .

Des révertants prototrophes apparaissent sur milieu mini-
mum (Rglc HBl) aprés une dizaine de jours d'incubation ; nous les avons
purifiés et ensuite testés afin de déterminer leurs résistances aux
antibiotiques.

Nous devons préciser ici que tous les mutants auxotrophes
sont résistants 3 la streptomycine (résistance chromoscmique de la
souche 444) et 3 la kanamycine (présence du Tn5 dans leur génome).
Ceperdant, ils sont tous sensibles aux antibiotiques dont la résistance
est codée par les trois autres transposons portés par le plasmide

"suicide" (Ap : Tnl, Tc : Tnl771, Tp : ™nd02) .

En cultivant les mutants prototrophes dans un milieu riche
contenant 200 ug/ml de kanamycine, nous avons reamarqué que quelques
mutants prototrophes se développaient pendant 18 heures, tardis que les
mutants auxotrophes avaient besoin de trois jours pour dégrader la
kanamycine. Ceci nous a fait penser que certains révertants prototrophes

étaient plus résistants 3 la kanamycine que les mutants auxotrophes.
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Ceperdant, nous avons également détecté des révertants

prototrophes sensibles 3 la kanamycine et d'autres résistants & 200 pg/ml
de kanamycine.
la majorité de ces révertants issus des trois mutants auxo-

trophes étudiés sont devenus résistants 3 de fortes concentrations en
kanamycine (supérieuresd 1 500 pg/ml) .

Quelques pseuwdo-révertants montrent en plus une résistance
3 l'ampicilline (100 pg/ml) et au triméthoprime (1 mg/ml). Un seul vrai
révertant est issu de la souche (444::Tn5.10), il est sensible 3 tous les

antibiotiques (TABLEAU XII).

A la suite de ces résultats, nous nous sommes proposés
de comparer la résistance aux antibiotiques de chaque type de réver-
tants prototrophes par rapport aux souches d'arigine (les mutants
auxotrophes correspordants R. meliloti 444 et E. coli S111 (pSP601) )
en milieu liquide sauf dans le cas du triméthoprime ol le test est

effectué sur milieu solide.

Les résultats sont consignés dans le TABIFAU XIII.
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g : Anpicilline : Ka cine ,'Itrlméthoprme Tetracycllneg
§ ! (300 pg/ml) ! ! (1 mg/ml) ! (10 pg/ml) §
! ! ! !

g ! ! 1 [ §

i | 1 1
Sy i R 1RO L R, R 3
§ ! ! ! ! §
§ s ! ! ! §
§ R meliloti s 1 s ( 200 ! s s §
g 444 ! ! ! ! §
§ ! ! ! 1 §
§ 444::Tn5.10 ! S ! R( 200) ! S ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ 10.1 ! R ! R (1500) ! R ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ 10.3 ! S ! R (1500 ! S ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ 10.20 ! S ! R( 200) ! S ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! 1} ! ! §
§ 10.29 ! S 1 S ( 200 ! S ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ 444::Tn5.18 ! S ! R( 200) ! S ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ‘ ! ! ! §
§ 18.1 ! R ! R (2000 ! R ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ 18.29 ! S ! R (1500) ! S ! S §
§ ! ! ! ! §
§ 1 ! ! ! §
§ 444::Tn5.27 ! S ! R( 200 ! S ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ 27.1 ! R ! R (1500 ! R ! S §
§ ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ 27.10 ! S ! R (1500) ! S ! S §
§ ! ! ! ! §

TABLEAU XIII : ETUDE COMPAREE ENTRE LES SOUCHES D'ORIGINE ET LES DI
RENTS TYPES DE REVERTANTS PROTOTROPHES

les tests se font en milieu liquide (RCglc 1 %) additionné de 1'antibic-

tique convenable (sauf dans le cas du triméthoprime ol le test est effec~
tué sur milieu solide en méthodedes "spots").L'inoculum est de 10° bacté~
ries/ml ; incubation a 30° C durant 5 jours. Le chiffre entre parenth@se

indique la concentration de la kanamycine exprimée en pg/ml. La concentra-

tion en ampicilline et triméthoprime utilisée pour 1'E. coli est de 1' ordre
de 100 pg/ml et 200 pg/ml respectivement.

R = résistant 3 l'antibiotique
S = sensible 3§ l'antibiotique

£ 30S
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A propos de la kanamycine, certains pseudo-révertants
(10.1) (10.3) (18.29) (27.1) et (27.10) se sont avérés environ huit
fois plus résistants que les mutants auwotrophes correspordants.
Nous remarquons aussi que le pseudo-révertant (18.l1) est plus résis-
tant que les autres pseudo-révertants (10.1) et (27.1). Tous ces

révertants ont alars été comparés en examinant leur contenu plasmi-

dique.

IT = CONTENU PLASMIDIQUE

Nous avons analysé le contenu plasmidique de différents
révertants prototrophes isolés précédemment en lysant directement
ceux-ci au sommet d'un gel vertical d'agarose, puis en soumettant ces
lysats & une électrophorése, ceci dans le but de rechercher une éven-

tuelle modification de taille des plasmides de ces révertants par rap-

port & ceux des sowhes d'origine.

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont

reproduits dans les PHOTOGRAPHIES VI et VII,
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444::Tn5.18

Ej ‘. E | )
§ Souche ! Nombre de  !Nam et poids moléculaire§
§ ! plasmides ! des plasmides en Md §
§ ! ! §
§ . ! I'1: PG ( >300) §
g 444::m5.18 ; 2 L2 a8 (o) 8
§ ; b1:pG ( >300) 3
g 18.1 : 3 b2 pr'1sa1 ( 138) g
: i ;3B ( 43) 3
§ ! 11 : PG ( >300) §
5 18.29 ! 2 12 : pM'18.29 ( 139) §
§ ! 1 : PG ( >300) 3
g 444::Tn5.27 : 2 :2 : pM27 ( 83) g
§ 1 11 : PG ( >300) §
§ 27.1 ! 3 1 2 s pM'27.1 ( 138) §
g ! | 3 : pAB27.1 ( 43) g
1 1
N 1l : PG { >300)
g 27.20 : 2 L 2:pM'27.20 ( 136) g

PHOTOGRAPHIE VII : L'ESTIMATION DU POIDS MOLECUIAIRE [ES PIASMI-

DES DES PSEUDO-REVERTANTS ISSUS DES MUTANTS

AUXOTROPHES 444::Tn5.18 ET 444::Tn5.27

- équation de la droite de régression
log PM = - 2,63 log MR + 11,6

- coefficient de corrélation
r =-0,997
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Souche : plasmides : des plasmides en M g
Lg E.coli S111(pSP601) : 1 : pSP601 (65 g

. ' : 11 : PG ( >300)
g R melilowi 44 ! 2 L2 (8 3
§ N 1 11 : PG ( >300) §
g 444::n5.10 : 2 L2 pao ( 83) §
g X , 1: PG ( >300) g
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3 ; i 3¢ PABIO.L ( 45) ¢
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§ 10.3 | 2 1 2:pM'10.3 ( 139) §
§ ! ‘1. pG (>300) 3
g 10.20 : 2 '2: pM0.20 ( 80) g
5 ! 11: PG (>300) §
g 10.29 | 2 | 2 : pM10.29 ( 80) §

PHOTOGRAPHIE VI : L'ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE DES PLASMIDES
DES REVERTANTS PROTOTROPHES ISSUS DU MUTANT AU~
XOTROPHE 444::Tn5.10 AINSI QUE CEUX DES SOUCHES
D'ORIGINE

- &quation de la droite de régression
log PM = - 2,62 log MR+ 11,59

- coefficient de corrélation
r = =-0,997
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Nous avons constaté la présence de deux plasmides moyens
| -chez les trois pseudo-révertants qui présentent trois résistances aux
antibiotiques (Km, Ap et Tp). La taille de ces dewx plasmides n'est
pas identique 3 celle du plasmide indigéne de la souche sauvage et

des trois mutants auxotrophes correspordants.

L'évaluation du poids moléculaire de ces deux derniers
nous permet de constater que 1'un posséde un poids moléculaire beaucoup
plus élevé de celui du plasmide moyen de la souche 444 et que l'autre

présente un poids moléculaire environ &gal & la moitié de ce dernier.

Ceperdant, les pseudo-révertants résistants a4 1 500 pg/ml
de kanamycine (10.3), (18.29) et (27.10) renferment un seul plasmide
moyen ayant un poids moléculaire qui n'est pas homologue 3 celui des
souches de départ, mais qui correspord au poids moléculaire de la
deuxiéme bande plasmidique chez les trois pseudo-révertants précédem—

ment notés.

Enfin, on trouve que le poids moléculaire du plasmide moyen
chez le pseudo-révertant (10.20) [résistant 3 200 pg/ml de kanamycine]
et le vrai révertant (10.29) [sensible aux quatre antibiotiques] est

identique 3 celui de la souche 444.

En bref, ces résultats montrent qu'il y a un rapport entre
les résistances aux antibiotiques et les contenus plasmidiques de ces

révertants prototrophes.
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D'autre part, l'apparition du plasmide de taille (137%3 Md),
chez les pseudo-révertants résistants a 1 500 po/ml de kanamycine, est
indéperdante de celle du plasmide de taille (44%2 Md), qui est caracté-
ristique des pseudo-révertants redevenus résistants 3 l'ampicilline et

au triméthoprime.

Afin de simplifier la suite, nous nous scomes proposés
d'immatriculer les différents plasmides selon leur taille chez ces réver-

tants ainsi que chez les souches d'origine.

- Les plasmides chez les pseudo-révertants Apr Tpr K- (1 500 pg/ml) qui
ont un poids moléculaire de l'ardre de 447 M4 - PAB10O.1, pABI8.1 et
pAB27.1 ;

- Les plasmides indigénes chez la souche sauvage, les mutants auxotrophes
et les révertants prototrophes qui possédent un poids moléculaire de
l'ordre de 82%3 M : pM, pMIO, pM18, pM27, pMIO.20 et pM10.29 ;

~ Les plasmides chez les pseudo-révertants résistants & 1 500 pg/ml de
kanamycine qui ont wn poids moléculaire de l'ordre de 13783 g m'10.1,
pM'10.3, pM'18.1, p4'18.29, PM'27.1 et p'27.10 ,

(Le chiffre du plasmide correspond 3 celui de la souche).

- Les plasmides géants (PG) existants chez toutes les souches et poggé—

dant un poids moléculaire supérieur & 300 Md; celui-ci n'a pu &tre

évalug, ne disposant pas de témoins du méme ordre de grandeur.

Nous remrésentons ici de fagon schématisée, les différents
plasmides détectés chez les souches étudiées, ainsi que leurs résistances

aux antibiotiques.
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111 - SELECTION DE MUTANTS RESISTANTS A 1 500 pg/ml DE KANAMYCINE

Dans les résultats précédemment donnés, nous avons remarqué

des phénanénes importants chez les différents pseudo-révertants.

D'une part, l'apparition des plasmides (p1') et (pAB) dont
les poids moléculaires ne sont pas homologues a celui du plasmide moyen
de la souche sauvage ; d'autre part, la résistance importante 3 la

kanamycine de ces révertants.

Toutes ces domnées nous font penser a la question suivante ;
est~-ce qu'on peut retrouver les mémes modifications génétiques par
sélection inverse ? c'est-3-dire, est-ce que la mutation de résistance
a 1 500 pg/ml de kanamycine powrrait provoquer l'apparition de 1'un ou
des deux plasmides observés précédemment, ou bien le retowr 3 la proto-

trophie des mutants auxotrophes ?

Pour répordre 3 ceci, nOUS NOUS somMUeS poposés de sélec-
tionner des clones résistants a concentration élevée en kanamycine & partir
des m@mes mutants auxotrophes (444::Tn5.10 ; arg), (444::Tn5.18 ; leu)

et (444::Tn5.27 ; met).

Ia sélection de ces clones a été faite sur milieu riche
(Rglc 1 %) et sur milieu minimun (Rglc HB,) additionnés de 1 500 pg/ml

en kanamycine.

Dans le premier cas, nous avons isolé de namkreux clones
résistants 3 1 500 pg/ml de kanamycine. A la suite de cet isolement,

cing clones issus de chaque mutant auxotrophe ont &té analysés.
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Les résultats indiquent que ces clones sont restés auxo—
trophes pour leur exigence ariginale et ils ont &galement gardé leurs

sensibilités 3 l'ampicilline, au triméthoprime et & la tétracycline.

Enfin, nous avons contrdlé l'effet de 1l'augmentation
€levée de la résistance 3 la kanamycine sur le contenu plasmidique.
On note dans la photographie suivante que le poids moléculaire du
plasmide moyen des six clones analysés (10.A) (10.B) (18.A) (18.B)
(27.A) et 27.B) est identique 3 celui des mutants auxotrophes carres—
pordants, donc cette résistance élevée 3 la kanamycine n'apparait pas

forcément liée 3 une modification du contenu plasmidique. |

Néarmoins, la sélection sur milieu minimum de mutants (, ,j’//;
¢
AN

résistants & 1 500 pg/ml de kanamycine a donné une réponse négative,

ce qui était mrévisible.

IV - TRANSFERT DU PLASMIDE (SAB) A E. coli C600 Rif'

Nous avons effectué un croisement entre un pseudo-révertant
(18.1) résistant 4 Km, Ap, Tp et qui possdde les plasmides (pM'18.1) et
(PAB18.1) et une souche d'E. coli C600 qui est dépourvue de plasmide,
afin de sawir si le plasmide (pABl18.1) &tait transférable et quels génes

de résistance il portait.
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PHOTOGRAPHIE VIII : L'ESTIMATION DU POIDS MOLECULATIRE DES PLASMIDES

ET DES SOUCHES DE DEPART

-~ équation de la droite de régression
log PM = - 2,13 log MR + 10,84

- coefficient de régression
r=-20,99

DES MUTANTS RESISTANTS A 1500 pg/ml EN KANAMYCINE
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1a souche réceptrice est rendue résistante 3 la rifamycine
SV afin de sélectionner les transconjuguants &ventuels sur milieu riche
(RCglc 1 %) auguel on a ajout® de l'ampicilline (100 pg/ml) et de la

rifamycine (100 pg/ml).

Les fréquences obtenues 3 la suite de ce croisement sont
significatives :

- ILa fréquence de transfert de la résistance & l'ampicilline
est de 1'ardre de 8,7.10_6.

- La fréquence des mutants spontanés de la souche E. coli

C600 résistants 3 100 pg/ml d'ampicilline est inférieure a 1,8.10_8.

L'analyse de trois transconjuguants montre qu'ils ont
acquis les caracté@res de résistance d l'ampicilline et au triméthoprime.
Par contre, ils n'ont pas regu les caractéres de résistance 3 la kana-

mycine et & la tétracycline.

Nous avons par la suite effectué une électrophorése pour
savoir lequel des deux plasmides est transféré a E. coli. Les résultats

sont indiqués dans la PHOTOGRAPHIE IX.

Nous remarquons la présence d'une bande plasmidique chez
les trois transconjugants analysés qui correspond d celle occupée par
le plasmide (pAB18.l1l) de la souche donatrice.

L'évaluation du poids moléculaire de ce plasmide transféré

est d'environ 44%2 M4, qui correspond approximativement 3 celui du pseudo=

révertant (18.1).



Transconjugant(l)

¥ Transconjugant(3)
B nsconjugant(2)

,,,,, CATGE If_‘,sg €y
Poids moléculaire des

§ ! ! §
§ Soucns ! plasmides ! plasmides en Md  §
§ ! ! 5
g : : 1: PG ( >300) g
8 18.1 ; 3 [ 2 BMI8.L (0 137) 8
5 : [ 3: pABIS.L ( 45)
g Transconjugant (1) : 1 : 45 g
g Transconjugant (2) : 1 : 44 g
g Transconjugant (3) : 4 : 42 g
§ | ! §

PHOTOGRAPHIE IX : L'ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE DU PIASMIDE
(RAB18.1) ACQUIS PAR LES TROIS TRANSCONJUGANTS
ISSUS DU CROISEMENT ENTRE LE PSEUDO-REVERTANT
(18.1) et E. coli C600Riff

- équation de la droite de régression
log PM = - 2,83 log MR + 12,08

- coefficient de corrélation
r =-0,9981

102
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D'aprés l'étude de ces données, nous pouvons dire que :

~ e plasmida (pAB) est conjugatif ;

- I1 porte la résistance 3 l'ampicilline et au trimé-
thoprime ;

-~ Ceperdant la résistance 3 la kanamycine n'est pas
portée par ce plasmide.

Cette résistance élevée a la kanamycine est supposée

portée par le plasmide (pM') qui n'a pas été transféré (non conjugatif).

V - INDUCTION DU PHAGE Mu

Le poids moléculaire du plasmide (pAB) cbservé chez les
psewdo-révertants est d'environ 44%2 Md. Or, le poids moléculaire
théorique du plasmide "suicide" (pSP601) correspord 3 la somme des poids
moléculaires du plasmide R751 contenant le transposon Tnd402 (30 Md),
1'ADN du bactériophage Muc+(25 Md), des transposons Tnl (3,1 Md), Tn5
(3,8 Md) et Tn1771 (7,1 Md), soit un total de 69 Md (nous trouvons

environ 70 Md en électrophorése) .

Le transfert du plasmide (pAB)a E. coli C6C0 rif ne s'ac=-
compagne pas de l'acquisition des résistances 3 la kanamycine et 3 la
tétracycline ; cela signifie que les transposons correspordants ne sont

pas portés par ce plasmide.
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Il en ressort que si on additionne les poids moléculaires
du plasmide R751 (Tnd402) soit 30 Mi, de 1'ADN du bactériophage Mu,,
(25 Md) et du Tnl (3,1 M1), on obtient un total de (58,1 Md) qui est
supérieur de 14,1 Md au poids moléculaire du plasmide transférable

des pseudo-révertants.

Celui-ci doit donc contenir : soit une partie de 1'ADN
du bactériophage Mu,, soit un fragment 4'ADN provenant du génome du
Rhizobiun ol le plasmide (pAB) était inséré chez les mutants auxotro-

phes.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons tenté d'in-
duire le phage My, en se basant sur les résultats de BOUCHER et coll.
(14). Ces auteurs ont réussi 3 induire le phage Ma_, intégré sur le

R facteur chez R. meliloti 2011.

Aprés irduction du phage Muc+§ 1'aide du chloroforme,

on n'a pas observé de plages de lyse dans le cas des pseudo-prototro-
phes (10.1), (18.1), (27.1) ainsi que chez les mutants auxotrophes
correspordants et la souche-mére 444.

Par contre, l'induction de ce phage a été réalisée chez les souches
témoins 4'E. coli S111 (pSP601) Muc+ Mucr et 220-20 Mu - Mucr-‘Ceci a
provoqué la formation de petites plages de lyse sur la séuche indica-
trice E. coli W3350 étalée sur milieu de LURIA gélosé additionné de
tryptophane, 0,1 mM ; CaClz, 2,5mM ; MgSO4, 1 mM, ces é&léments étant

nécessaires 3 1l'adsorption du phage Mu sur la souche irdicatrice (89 ).
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A la lumiére de ces données, on peut constater que le
phage Muc+est absent chez les mutants auxotrophes et les pseudo-

révertants., ou qu'il ne s'exprime pas.

VI = TEMPS DE GENERATION

En cultivant les révertants prototrophes en milieu liquide,
nous avons remarqué que certains pseudo-révertants se développent plus
rapidement que la souche mére 444 ou que les mutants auxotrophes cor-

respordants.

Ensuite, nous nous sommes proposés d'établir leurs courbes
de croissance (FIGURES IX, X,XI) afin de déterminer lewrs temps de géné-
ration de fagon précise. Les densités optiques des cultures en milieu

riche (RCglc 1 %) ont été suivies au moyen d'un biophotométre (I.N.S.E.R.M.).

On constate, d'amés le TABLEAU XV que le temps de généra-
tion des trois pseuwdo-révertants (10.1), (18.1) et (27.1) est plus court
que ceux de la souche sauvage et 444 et des trois mutants auxotrophes
originaux.

Cette ré&uction du temps de génération powrrait &tre due
d une modification du métabolisme chez ces révertants ; ceperdant, le
révertant (18.29), qui posséde le méme contenu plasmidique et la méme
résistance 3 la kanamy_cine que ces derniers, peut pousser plus vite que
la souche sauvage. Donc le faible taux de croissance observé chez les
révertants (10.3) et (27.10) ne dépend pas du contenu plasmidique, et

du niveau élevé de résistance 3 la kanamycine.
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§ ! . ! §
g Souche : Tauxnd&iéﬁ;isame : Temps de génération g
§ ! ! 5
§ ! ! §
§ 444 ! 0,247 ! 4 H 03 g
§ ! !

! ! §
§ 444::Tn5.10 ! 0,171 ! 5 H 50 §
§ ! ! §

! ! §
§ 10.1 ! 0,324 1 3 H 05 §
§ ! ! §

! ! §
Z 10.3 ! 0,167 ! 6 H 00 §
§ ! ! §

! ! §
§ 10.20 ! 0,244 ! 4 H 06 §
§ ! ! §

! !

2 10.29 ! 0,237 ! 4415 §

1 1
: ; ; :
§ 444::Tn5.18 ! 0,234 ! 4 H 17 §
§ ! ! §

! ! §
§ 18.1 ! 0,320 ! 3 H 08 g
§ 18.29 ! 0,294 ! 3H24 §
§ ! ! §

! !
§ 444 :Tn5.27 ! 0,243 ! 4 HO7 §
§ ! !

! ! §
§ 27.1 ! 0,320 ! 3 H07 §

i 1
: z ; :
§ 27.10 ! 0,155 ! 6 H 26 §
§ ! ! §

TABLEFAU XIV : ETUDE COMPAREE DES REVERTANTS PROTOTROPHES ET DES SOUCHES
D'ORIGINE EN FONCTION DU TEMPS DE GENERATION

/7N
i oy MR
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Enfin, nous voyons que le taux de croissance est semblable
chez le pseuwdo-révertant (10.20) et le vrai révertant (10.27), ainsi
que la souche d'origine ; on remarque qu'ils correspondent aux seuls
types des révertants qui n'ont pas subi une modification du contenu

plasmidique.

VIT - PROPRIETES SYMBIOTIQUES

Dans 1l'introduction de ce travail, nous avons exposé les
différents arguments en faveur de la localisation des g&nes codant

pour les propriétés symbiotiques sur les plasmides de Rhizobiim.

Les pseudo-révertants que nous avons isolés résultant
probablement de la retransposition du Tn5 & un autre endroit du
gérome de la souche de R. meliloti 444, il nous a semblé indispensable
de tester les propriétés symbiotiques de ces pseudo-révertants, afin
de voir si le transposon Tn5 ne s'était pas intégré dans 1'un des

génes contrdlant ces fonctions.

Les résultats sont consignés dans le tableau suivant :
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On constate dans l'ensemble de ces données, que le poids
sec moyen des plantules infectées par les trois psewdo-révertants
nommés : (10.1), (18.1) et (27.1) est deux @ trois fois plus &levé
que celui de la souche mére, bien que les activité@s nitrogénasiques
exprimées par les génes nif soient sensiblement proches de celle de
la souche 444. Ceperdant, le psewdo-révertant (27.1) montre une activi-
té nitrogénasique deux fois plus importante que celle de la souche

parentale.

Par contre, le mutant exigeant en arginine (444::Tn5.10)
montre une activité de la nitrogénase nulle (revoir le TABLEAU VIII).

Cette activité est deux fois moindre dans le cas du mutant (444::Tn5.27).

Enfin, pour vérifier si les souches inoculées avaient
bien conservé leurs caractéres initiaux, nous avons isolé les souches

3 partir de leurs nodules pour les identifier.

Nous remarquons que le mutant (444::Tn5.27) a perdu son
exigence en médthionine et que la souche (444::Tn5.10) est devenue sen-
sible 3 la kanamycine 4 200 pg/ml, tandis que les autres souches ont

gardé lewrs marqueurs génétiques d'arigine.
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Ce travail a d'abard consisté 3 isoler des mutants auxo-
trophes par 1l'insertion du transposon Tn5 dans le génome de

R. meliloti.

Dans un premier temps, nous avons effectué des transposi~-
tions entre 1'E. coli S111 (pSP601) et vingt souchesde R. meliloti,
afin de sélectionner les souches présentant les meilleures frégquences

d'acquisition du transposon Tn5 .

les résultats indiquent que certaines souches sont capa-
bles de l'acquérir a une fréquence satisfaisante. L'incapacité des
autres souches 3 la recevoir peut &tre expliquée par plusieurs hypothéses :
- Le plasmide "suicide" portant le transposon Tn5 est
soumis & une restriction importante de la part de la souche réceptrice

d'ol une fréquence d'insertion du Tn5 trés faible ;

- la résistance d la kanamycine ccdée par le transposon
Tn5 ne peut s'exprimer 3 cause d'une régulation ou d'une répression

variable selon les souches.

Il est apparu au fil des études que la fréquence de trans-

fert du transposon Tn5 est de lO-6 en moyenne.

Ces résultats concordent avec ceux trouvés chez R. legumi-

nosarum, R. phaseoli et R. trifolii ( 12 92) en utilisant aussi un

14

plasmide du groupe d'incompatibilité Pl comme support de ce transposon,

tandis que cette fréquence est mille fois plus &levée (10-3) chez
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E. coli, lors de la transposition du Tn5 , véhiculé par le bactério-
phage X ( 8l). Le mécanisme de transfert du vecteur du transposon

Tn5 doit Jjouer un rdle important dans ce phénanéne.

En ce qui concerne la spécificité de 1l'intégration du
transposon TnS5 swr les séquences d'ADN, elle se traduit par le fait
que son insertion provoque deux mutations dont 1l'une rend la souche
réceptrice résistante 3 la kanamycine. Parmi les bactéries mutées,

0,3 % sont des mutants auwotrophes.

Nous sommes en meswre de lier cette spécificité par rapport
aux mutants auxotrophes selon deux paramétres : le nombre et le type

de ces mutants.

Dans 1'ensemble des résultats, on constate que le nombre
des mutants exigeants en méthionine, arginine, leucine, tryptophane,

adénine et pyrimidine est plus important que les autres.

D'autre part, en faisant une comparaison de nos résultats
avec ceux déja obtenus par BERINGER (12) et par WALTON (92) & la

suite de lewrs travaux sur R. leguminosarum, R. phaseoli et R. trifolii

(11 est & noter que le méme transposon a été& employé pour l‘obtention
des mutants auxotrophes), on constate que 1l'élément transposable Tn5
montre une grande affinité pour les séquences de génes gouvernant la
synthése de la méthionine. Ceci se traduit par la présence de mutants
déficients pour la synthése de cet acide aminé chez les différentes

espéces (TABLEAU XVI).
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R. trifolii

R, trifolii

—

§ Tryptophane
§ Cystsine/Méthionine

§ Methionine

§ Leucine

§ Adénine
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§ Uracile

§ Pyrimidine
§ Serine

§ Phe /Trp/Tyr

§ Phe/Tyr

§ Phenylalanine
§ myrosine

§
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TABLEAD XVI : REPMONDESMMSAWMMOMENUSNSW'APRESWPPARL'NMWNWANSPOS)N Tn5 SUR LE

§ Riboflavine

NN IO O U e

GENCME DES DIFFERENTES ESPECES DE Rhizobium

Ie chiffre représente le nombre de mutants.

;7 Val : valine

isoleucine

Ile :

Leu : lewcine ;

.
’

tyrosine

Tyr

Trp : tryptophane ;

.
’

Phe : phenylalanine
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En revanche, la mutation portant sur le caractére arginine
se manifeste particuliérement chez R. meliloti, tandis que la mutation
concernant la leucine se répéte chez toutes les espéces, sauf dans le cas de
R, trifolii. Les mutants exigeant en adénine existent chez toutes les espéces
et peuvent faire défaut dans la méme espdce (R. meliloti 444) d'une sou-
che a l'autre. Par ailleurs, la mutation relative 3 la cystéIne/méthioni-
ne apparait chez les deux souches de R. meliloti ainsi que chez R. phaseo—

1li. Enfin, les R. meliloti M28Str , R. phaseoli et R. trifolii sont

touchés au niveau des génes du tryptophane.

Ces domnées indiquent que le transposon Tn5 peut s'inté-
grer en de multiples sites sur le génome de Rhizobium, mais cette inté-
gration ne se fait pas tout-d-fait au hasard. Certaines régions d'ADN
sont des "points chauds", puisqu'on v trouve un certain nombre de
séquences cammunes reconnues par ce transposon comme celles codant pour
la synthése de la méthionine, leucine, txryptophane, adénine et cysté‘ine/
méthionine. Ceci se réalise vraisemblablement grice 3 une certaine homo-
logie entre les séquences d'ADN des deux extrémités de ce transposon et
les sites génétiques précédeamment notés; cela permet également de cons-
tater une certaine parenté génétique entre les mémes génes de différentes

espéces de Rhizobium.

De plus, MILLER ( 62) et coll. ont prouvé que le transposon
Tn5 montre une forte corrélation avec les régions riches en bases

nucléiques A + T de 1l'opéron lactose.

Coamme le transposon Tn5 perturbe la continuité des génes,

il peut, lars de son excision, rendre les génes capables de s'exprimer
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a nouveau, donc le phénaméne est réversible. Mais il peut aussi provo-
quer des délétions irréparables. Ceci se ferait au cours de la division

cellulaire, larsque le réplicon subit une errewr de réplication (35 ).

La fréquence de réversion des mutants auxotrophes (retour

6 et 10-9. Ie fait que cette

3 la prototrophie) s'échelonne entre 10
fréquence varie d'un mutant & un autre au sein d'une méme catégorie

suggére que cette variation est indépendante du site d'insertion.

Le passage des mutants auxotrophes sur les intermédiaires
de biosynthése des acides aminés et des bases nucléiques nous a indiqué
les sites précis de l'intégration du transposon Tn5 sur 1'un des
génes correspondants. Ceci nous a permis de regrouper les mutants exi-

geants en un méme acide aminé.

On peut paralleélement tirer la conclusion que les voies
de biosynthése des métabolites chez R. meliloti (surtout arginine,
méthionine, cystéine et pyrimidine) présentent vraisemblablement une

similitude avec celles d'E. coli.

D'autres mutants peuvent &tre isolés 3 l'aide de cet
agent mutagéne camne des souches inefficientes et des mutants affectés
s la biosynthése d'exopolysaccharides. Ceci montre que le transposon

Tn5 est capable &galement de se greffer au niveau des génes impliqués

dans la symbiose.
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En effet, 1'inefficience des clones (44::Tn5.8) et
(444::Tn5.10) est provoquée par l'insertion du transposon Tn5
directement sur 1'un des génes en rapport avec la symbiose, tandis que 1'inef
ficience du pseuwdo-révertant (29.86) résulte de la retransposition
de ce transposon intégré sur un des génes de la méthionine vers
1'un des g@nes de la fixation d'azote. Le retour 3 la prototrophie
provient apparemment de 1l'excision de la pramiére copie du Tn5

située sur ce géne de la méthionine.

Signalons qu'il nous a été impossible de déterminer la
fréquence d'apparition des mutants inefficients parmi les bactéries
avant acquis le transposon Tn5 puisqu'd ce jour, il n'existe pas
de milieu sélectif permettant lewr isolement. Celui-ci nécessite un
passage sur plante pour tester la fixation d'azote ; ceci demande
beaucoup de temps (2 mois) et de travail : en effet, pour déterminer
cette fréquence, nous aurions du tester au moins lO6 clones, puisque

ces mutants ont une probabilité faible.

La sensibilité de la méthode d'estimation des poids molé-
culaires des plasmides par la technique d'électropharése en gel d'aga-
rose, ne nous a pas permis de savoir si le transposon Tn5 , qui a
provoqué 1'inefficience chez ces clones, s'est installé ou non sur
les plasmides movens, car cette méthode donne une erreur de l'ordre
det 4M (67), soit la taille du transposon Tn5 (3,8 Md). Cependant,
chez le mutant 444::Tn5.29 (Met ) et son révertant Fix (29.86), une
augmentation de taille d'environ 6.1 Ml a &t& cbservée, correspondant i
1l'insertion d'un fragment d'ADN dont nous n'avons pas pu déterminer la

nature.
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En plus, par cette technique, on peut estimer le poids
moléculaire des plasmides dont la taille est infériewre 3 140 M3 (19 ),

ce qui n'est pas le cas des plasmides géants (supérieure 3300 M3).

Deux techniques powrraient etre ultérieuwrement emplovées
pour vérifier 1'hypothése de la localisation des génes nif sur les

deux plasmides de la souche 444 :

- L'hybridation de ces deux plasmides avec, par exemple,

le plasmide pSA30 portant les génes nif de K. pneuroniae ;

- Ia mobilisation de ces plasmides (un plasmide 3 la fois)
et leur transfert chez une autre souche inefficiente de R. meliloti

sensible 3 la kanamycine.

En ce qui concerne les mutants peu muqueux, on n'a pas
pu faire la relation entre la synthése d‘'exopolysaccharides et 1'infec-

tivité comme cela a été trouvé chez R. lequminosarum, puisqu'un mutant

non muqueux de cette espece avait perdu son pouvoir infectieux (72 ).
I1 semble donc qu'on peut conclure que l'expression faible des génes
codant pour la synth@se d'exopolysaccharides chez ces mutants n'aboutit

ras a@ la perte du pouvoir infectieux.

L'étude de révertants prototrophes nous a permis d'cbserver
des phénaménes intéressants se traduisant par le fait que plusieurs

événements génétiques se sont produits chez ces révertants.

D'aprés les résultats, on peut constater qu'il y a un

rapport entre les résistances aux antibiotiques et les contenus plasmi-
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diques chez les révertants prototrophes. Nous résumons cette relation

en trois points :

- Le plasmide irdigéne, chez le wrai révertant et le
‘pseudo-révertant résistant 3 une concentration normale en kanamycine,

n'a pas subi de modification de taille ;

~ Les pseudo-révertants montrant une résistance &levée
d la kanamycine (1 500 pg/ml) renferment un plasmide de taille 137%3 Md

qui ne correspord pas au plasmide indigéne de la souche d'origine ;

- Mais, en ce qui concerne les psewdo-révertants qui sont -
résistants 4 l'ampicilline, au triméthoprime et & la kanamycine (1500
pg/ml), ils possédent en plus du plasmide (pM') observé ci-dessus, un

plasmide (pAB) de taille 44%2 4.

Dans l'expérience consistant au transfert du plasmide (pAB),
les transconjugants d'E. coli C600 Riff ayant acquis ce plasmide sont

devenus résistants & 1l'ampicilline et au triméthoprime.

Il semble donc que ce plasmide conjugatif soit un morceau
du plasmide "suicide" qui était bloqué sur le géncme bactérien, ou
plutdt sur le plasmide géant, car parmi les différentes expériences
concernant 1'estimation du poids moléculaire des plasmides, nous avons
remarqeé une seule fois que le plasmide géant des trois pseudo-révertants
possédant les trois types de résistances, présentait une migration l&gé-
rement inférieure par rapport 3 celui qui existe chez les trois mutants

auxotrophes correspordants, ce qui implique une certaine diminution de
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taille pouvant &tre provoquée par une délétion, lorsque le plasmide
(pAB) a retrouvé son autoncmie chez les révertants. Malheureusement,
on n'a pas pu reproduire ce résultat, car si 1l'on augmente le temps
de migration des plasmides pour augmenter cette légére différence de

migration, ces plasmides géants se fractionnent et deviennent invisibles.

De plus, la non-expression de deux transposons (Tnl et
Tn402) chez les mutants auxotrophes suggére que ce plasmide s'est
intégré sur une région 4'ADN réprimée et qui pouwrrait @tre le plasmide
géant en faisant 1l'hypothése que ce plasmide s'exprime seulement lorsque

la bactérie est 3 l'état symbiotique.

En effet, une étude a confirmé@ que les génes localisés sur

un plasmide de R. leguninosarum ne s'expriment que dans le bactéroide

(49) ; ceci a été prouvé par des hybridations entre 1'ADN plasmidique

et 1'ARN messager synthétisé d'une part par la bactérie lilbre et d'autre
part par le bactéroide endosymbiotique. L'expression des g€nes du plasmide
est faible quand le Rhizobium est & 1'état libre. Par contre, cette

expression est normale quand le Rhizobium est 3 1'état de bactéroide.

En outre, ces donn€es €lucident 1'impossibilité de sé&lec-
tiomner directement des clones ayant regu les transposons Tnl et

Tnd402 .

Il semble donc que l'apparition d'une partie du plasmide
(PSP601) glimine partiellement le terme "suicide" utilisé par les auteurs
(42 , 82), mais le devenir du transposon Tnl771 (Tc) chez R. meliloti

est encore inconnu.
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L'apparition du plasmide (pAB:44%2 Md) est indépendante
de celle du plasmide (M’ ;137i3 Md) chez les pseudo-révertants proto-

trophes résistants & 1 500 pg/ml de kanamycine.

L'absence de transfert du plasmide (gM') chez E. coli
C6C0 riff montre que ce plasmide n'est pas conjugatif, ou ne se réplique
pas chez cette bactérie. Ceci suggdre que le plasmide (PM') provient du
plasmide indigéne de la souche sauvage ayant subi une augmentation J_m-
portante (environ 53 Ml) de poids moléculaire chez divers pseudo-

révertants.

Ceci nous a amené 3 penser que le transposon Tn5 pouvait
probablement &tre inséré sur le plasmide moyen et subissait par la
suite une amplification, mrovoquant ainsi une augmentation de la taille
du plasmide.
Cette hypothése est vraisemblable, puisque ces révertants sont résistants
3d une concentration élevée en kanamycine. Nous pensons utiliser deux
techniques pour prouver ultérieurement 1l'existence et 1l'amplification

de ce transposon sur le plasmide moyen.

- L'exclusion du plasmide (pM') par traitement & la tempéra-
ture ou d l'acridine orange powrrait rerndre ces révertants sensibles a
la kanamycine ;

- L'amploi d'enzymes de restriction spécifiques comme
BamH 1 et Sal 1 (93 ) pour couper ce transposon en un point serait inté-

ressant, afin de vérifier 1'hypothése précédente.
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On obtierdrait ainsi plusiewrs fragments : ceux corres—
pondant aux fragments du plasmide de la souche de départ, et un fragment
sous forme d'une bande intense dans le gel, dont le poids moléculaire

serait celui du transposon Tn5 .

En mrincipe, il y aurait 14 copies, si 1l'on fait l'estima-
tion en divisant le supplément de taille (53 Md) observé au niveau du

plasmide moyen par la taille du transposon Tn5 (3,8 Mi).

I1 semble donc que le retour & la prototrophie des mutants
auxotrophes provoque l'amplification de cet &lément transposable chez

certains pseudo-révertants.

SCHOFFL et PUHLER ( 77) ont amplifié le transposon Tnl771
porté par le plasmide pFS202 d'E. coli UR12644 en cultivant cette sou-
che en présence de fartes concentrations en tétracycline (100-200 pg/ml) ;
notre cas est différent, puisque 1l'augmentation de la taille du plasmi-
de moyen est observée sans culture préalable des pseudo-révertants en
présence de concentrations &levées en kanamycine. Donc il n'y a pas

de relation entre retouwr 3 la prototrophie et Ko (1 500 pg/ml) .

Cependant, les mutants sélectionnés sur un milieu riche
renfermant une concentration élevée de kanamycine n'ont montré aucune
modification du plasmide moyen et ils ne sont pas redevenus prototrophes.
Il est cependant possible que le transposon TnS5 ait été amplifié sur

un autre emxdroit du génome bactérien.
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Ie fait que ces révertants soient restés efficients
implique que le transposon amplifié ne s'est pas greffé sur les
génes Fix ou que ces génes ne sont pas situés sur le plasmide moyen

de R. meliloti 444.

Par des expériences d'hybridations avec les génes nif

K, D, H de K. pneumoniae clonés sur le plasmide pSA30, PRAKASH et coll.

(69 ) n'ont pas trouvé d'hybridation avec les plasmides moyens des

souches de R. meliloti Vv 7et L5-30, ce qui confirme nos résultats.

L'augmentation du taux de croissance de trois pseudo-
révertants nous a fait penser que le plasmide géant est déréprimé :
ainsi plusieurs génes peuvent se mettre en route dont les génes nif
qui sont dé8j3 localisés sur ce plasmide chez R. meliloti 41 (3 ),

RCR2011, Al45, S26 et CC2013 ( 74).

On pourrait obtenir alars des bactéries fixatrices libres
d'azote en mrésence de faibles concentrations d'oxygéne, et ceci pour-
rait expliquer pourquoi le poids sec des plantes inoculées par ces

révertants est 2 ou 3 fois plus élevé que les souches d'origine.

Nous avons effectué des essais de fixation de l'azote
pour ces révertants en vie non-symbiotique, en employant le R. cowpea
32H1 (une souche fixatrice libre d'azote) camme témoin. Malheureusement,

les résultats sont négatifs pour la souche témoin et tous les révertants.
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Donc, on ne peut rien conclure de ces derniers résultats car il

s'agit d'un probléme de technique.

Enfin, l'importance de la taille du plasmide g&ant, de -
1l'ordre d'un cinquiéme de chromosome (environ 600 Md, en estimant la
taille du chromosome autour de 3 000 Md) nous fait poser la question

suivante :

Est-ce que tous les artéfacts, la reproductibilité des
résultats, les microcolonies, les colonies translucides sont dus 3 la

présence de ce plasmide ?

Tous ces artéfacts ont rendu la génétique de cette bactérie

assez difficile par rapport auwx autres bactéries comme K. pneumoniae,

E. coli, etc...

Est-ce que les nombreux génes portés par le plasmide géant

jouent un rdle dans 1'ambiguité desmutants auxotrophes ?

Est-ce que les génes de biosynthése de certains acides
aminés sont en double ? : 1'un swr le chromoscme et l'autre sur ce plas-
mide, ce qui se traduit par le fait que certains mutants auxotrophes se .
développent faiblement en absence du substrat indispensable donnant ainsi

des colonies translucides ?

Est-ce que la faible expression de ce plasmide en vie végé-

tative est responsable du phénaméne des microcolonies ?
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Des réponses ne peuvent @tre apportées a tous ces problé-
mes que larsque les plasmides de différentes tailles observées chez
R. meliloti seront extraits et étudiés en détail par les techniques de

clonage, d'hybridation et de transferts génétiques.

En conclusion, divers mutants auxotrophes ont été obtenus
d l'aide du transposon Tn5 ; son intégration sur le géncome de
R. meliloti ne se fait pas tout-3d-fait au hasard ; certains génes sont
des "points chauds" ; des mutants Fix et des mutants affectés sur la
synthése d'exopolysaccharides peuvent &tre isolés grice au méme trans—
poson. Des phénorénes intéressants ont été constatés chez les différents
révertants prototrophes et il serait nécessaire de compléter et relier
ces résultats afin de pouvoir élucider le mécanisme du plasmide "suicide",
1'amplification du transposon Tn5 , le rdle du plasmide géant chez les

différentes souches de R. meliloti.
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