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GLOSSAIRE

groupe d'incompatibilité (Inc)

Deux plasmides appartiennent au méme groupe d'incompatibilité
lorsqu’ils sont incompatibles et ne peuvent coexister de ce fait de
maniére stable dans une méme bactérie en 1'absence de pression de
sélection pour les deux types plasmidiques.

C-DNA

————

ADN bicaténaire synthétisé in vitro & partir d'un ARN (acide ri-
bonucléique) messager grdce @ la transcriptase réverse et 1a DNA
polymérase I.

insert
Fragment d'ADN inséré in vditro dans un vecteur par les méthodes

du génie génétique.

spécificité d'hdte des Rhlzobilum

Les Rhdizobium & spécificité d'hbte étroite n'interagissent qu'a-
vec une seule espéce de 1égumineuse. Cette particularité est & la ba-
se de la définition des noms d'espéce dans le genre Rhizobium : R.
melloti, R. trhifolil, R. phaseoli, R. Leguminosarum, etc..

D'autres Rhizobium, & large spécificité d'hdte, sont capables
d'établir des symbioses avec de nombreuses Tégumineuses différentes
mais également, dans certains cas, avec d'autres nlantes supérieures.

clone
Colonie bactérienne provenant de la division d'une seule bactérie

initiale.

cryptique

Sans marqueur génétique identifié.



ABREVIATIONS UTILISEES

EDTA - : acide &thyléne diamine Tétra-acétique
Tris : Tris Hydroxy-méthyl-aminométhane
SDS  : sodium dodécyl sulfate

EEO : &lectroendosmose

tpm @ tours par minute

gsp : quantité suffisante pour
pl : microlitre (10‘6 Titre)
ml o millilitre (1073 Titre)
mM  : millimolaire {1073 M)

pmole : picemole (10-12 mole)
DTT  : dithiothréitol
nm : nanométre (10"9 métre)

C600 : souche C600 d'Escherichia coli
HB101 : souche HB101 " "
HB101 (pBR322) : souche HB10l contenant le plasmide pBR322

Inc - : groupe d'incompatibilité
pSym : plasmide symbioticue

ADN  : acide désoxyribonucléique
dam : "DNA adenine methylation"

bp : paire de bases
kb : kilobase (103 bp)

Dalton : masse de 1'atome d'hydrogéne ; unité de masse
' moléculaire (Dal.)

Mdal : 106 Dalton
ARN  : acide ribonucléique

KmR  : conférant la résistance i la kanamycine



INTRODUCTION



L'évolution de 1'information génétique

Les syst@mes vivants ne sont que la réalisation dans un environ-
nement donnéd d'un programme prescyit par 1'héré&dité. Les instructions
spécifiant les structures, les plans d'architecture, les moyens de
mettre en oeuvre et de coordonner les activité&s du syst@me sont toute
ou partie de l'information génétique héritée du (des) systéme (s)

parental (aux).

La nature méme du support de l'information, les mécanismes de
duplication, de correction, de contrdle et de régulation nous ont fait
comprendre que ce qui informe mati@re et énergie ne conserve pas de
legons de 1l'expérience et tend 3 se transmettre de manidre immuable

de génération en génération.

Le syst@me n'est pas parfait. Des erreurs, les mutations, créent
autour d'une information moyenne une distribution gaussienne qui per-
met une meilleure adaptation du systZme 3 l'environnement. Cette micro-
évolution est tout 2 fait différente de la macroévolutiom ou &volution
au sens habituel du terme, qui assura la continuité entre le seul pro-
duit issu de génération spontande et les formes de vie les plus &vo-
luées. Les mécanismes exacts de cette évolution sont encore sujets 3
controverse (GRASSE 1978, 1980 ; JACOB 1978, 1981) mais il est clair
que tout mouvement &volutif résulte de l'acquisition et de la trans-~
mission héréditaire d'informations structurales et de régulatioms

nouvelles.

La manipulation de 1'information génétique : une nouvelle é&volution ?

Transmis et amplifié & chaque génération, le savoir humain in-
fluence depuis longtemps l'évolution biologique en adaptant l'envi-
ronnement terrestre aux besoins de l'homme. Cependant, la capacité& de
créer une certaine forme d'évolution par la manipulation directe de
l'information génétique est relativement récente et résulte de pro-
grés réalisés en biologie moléculaire, regroupés sous l'appellation

de "techniques de génie géndtique".



Par la sélection artificielle, 1'homme savait déja utiliser, ex-
ploiter les différences d'information existant entre des plantes ou
des animaux. Ce processus de mise en valeur des potentialités naturel-
les, trés ancien, a perdu beaucoup d'empirisme grice 3 la démarche
scientifique mais il sera toujours limité par sa durée, par l'inciden-

ce trop grande du hasard et par ce que la nature veut bien permettre,

Potentiellement, le génie génétique peut améliorer rationnelle-
ment certains syst@mes biologiques existants, initier de nouvelles
voies évolutives mieux adaptées aux environnements industriels ou

agricoles cré&és par l'homme. Mais plusieurs remarques s'imposent :

1 - Dans 1'Etat actuel des connaissances, ne sont concernés que les
systémes procaryotes ou eucaryotes inférieurs (levures). L'amé-
lioration de cellules animales ou végétales, la création de nou-
veaux génotypes mieux adaptés 3 partir de ces systémes supérieurs

complexes, restent limitées et plus ou moins théoriques.

2 - Méme dans les systémes les plus simples, beaucoup de tentatives
se heurtent 3 des problémes techniques, 3 notre ignorance. Il est
tout compte fait relativement simple d'apporter une information
génétique nouvelle 3 une bactérie par exemple. Mais entre ce
"clonage' de gdnes et la transcription en ARN messager, la tra-
duction correcte (lecture de 1'ARN messager par les ribosomes)
en une protéine active (des modifications secondaires, surtout pour
les protéines d'organismes supérieurs, sont souvent nécessaires)
qui soit excrétée par la bactérie... il -y a pas mal de chemin 3

-

parcourir et de difficultés 3 surmonter.

3 - Biotechnologie et génie génétique sont souvent confondus par le
grand public. De fait, le génie génétique pourrait bien révolu-
tionner la microbiologie industrielle mais les esprits se sont
trop vite &chauffés, ont prématurément transposés les résultats
d'expériences spectaculaires. Actuellement, l'enthousiasme tiddit
et les innovationsse font attendre. Certaines filidres industriel-
les &conomiquement inté&ressantes (rentables ?) semblent se dessi-
ner mals elles ne concernent que les substances 3 haute valeur

ajoutée. Le bénéfice dégagé et le secteur industriel doivent &étre



suffisamment important - et financi8rement solide pour permettre
les investissement en potentiels de recherche. Beaucoup d'autres
applications industrielles sont plutdt timides ; la rentabilité
est loin d'@tre évidente et la conjoncture &conomique n'encourage

pas les industriels 3 investir.

4 - Les propriétés inconnues d'organismes vivants situds au~dell des
limites naturelles de la vie, la dissémination éventuelle des
produits d'une alchimie &sotérique ont alarmé les sciemtifiques
et 1l'opinion publique. Les pol&miques qui s'ensuivirent n'avaient

aucune raison d'étre car :
a) les recherches en ce domaine ne pouvaient plus &tre arrétées,

b) les risques ne dépassent pas ceux que l'on maitrise depuis long-
temps dans la manipulation des bactéries et des virus patho-

génes,

c) la création par hasard en laboratoire d'un organisme nouveau,
pathogéne de surcroit, mieux adapté 3 un environnement que les
formes de vie qui luttent pour s'y maintenir depuis des sidcles

... est pour le moins improbable.

Le génie génétique est avant tout un outil analytique qui nous
permet de mieux &omprendre le fonctionnement du vivant. Celui-ci se
traduit aujourd'hui en termes d'information, de code, de programme...
Il semble plus proche, plus accessible aussi grdce au génie génétique.
La perspective d'une intervention humaine au coeur méme des systd&mes
vivants a malheureusement 1ib&ré prématurément les imaginations des

uns et des autres.

Au~deld de ces spéculations, il faut remarquer qu'en quelque
sorte, il ne nous appartient plus de choisir. L'instabilité et le dé&-
séquilibre de notre biotope, fruits des erreurs et de la croissance
humaines, ne seront efficacement et durablement combattus que gréce
3 la manipulation et l'exploitation conscientes des potentialités

génétiques du monde vivant.



LA FIXATION BIOLOGIQUE DE L'AZOTE

La fertilisation azotée est une composante essentielle du rende-
ment de bon nombre de cultures industrielles. Synthé&tisés par voie
chimique 3 grand renfort d'énergie fossile, les engrais azot8s sont
absolument indispensables au maintien et 3@ 1'augmentation de la pro-
duction alimentaire mondiale bien qu'ils déséquilibrent chaque année

davantage la balance énergétique de l'agriculture.

Né et nourri de l'illusion de l'abondance, le systdme de produc-

tion actuel est inadapté 3 la r8éalité et ne pourra répondre 3 terme

3 la demande alimentaire croissante.

Comprendre et copier la nature

La compréhension et la domestication de certains processus natu-
rels devraient libérer l'agriculture et l'industrie alimentaire du cer-
cle vicieux ol les enferment aujourd‘hui l'é@puisement des ressources
€nergétiques non~-renouvelables, la diminution du rendement calorique
de la machine de production agricole et l'accroissement de la popula-

tion mondiale.

Voie naturelle d'incorporation de l'azote atmosphérique dans la
biosphdre, la fixation biologique de 1'azote est une solution offerte

par la diversité de la nature que l'homme s'emploie 3 adapter 3 som

environnement agricole.

Le travail des microorganismes

L'azote atmosphérique est r&duit en ammoniaque assimilable par
les végétaux, par un complexe enzymatique, la nitrogénase. Celle-ci,
malgré son importance pour l'é&cosyst@me, n'a &té retrouvée que chez
certains organismes, procaryotes (QUISPEL 1974). Bien qu'appartenant
a des groupes taxonomiques tr8s différents, les quelques cinquante
espéces bactériennes (DALTON 1974) et les trd&s nombreuses cyanobac-
téries (STEWART 1976) capables de fixer 1'azote, &laborent des
systémes de fixation remarquablement similaires (EADY et POSTGATE
1974, RUVKUN et AUSUBEL 1280).



Qu'elle soit réalisée par voie chimique (procédé HABER-BOSCH) ou
catalysée par la nitrogénase, la transformation de 1l'azote gazeux en
ammoniaque demande beaucoup d'é&nergie. Plus de deux millions de ba -
rils de pétrole Etaient utilisés en 1975 dans le monde pour la syn~
thése chimique des engrais azot&s (HARDY et HAYELKA 1975) ; il faut
3 la cellule au moins 28 moles d'ATP par mole d'azote réduit
(BERGERSEN 1977).

Les systémes biologiques de fixation de l'azote les plus effica-
ces sont donc ceux dans lesquels la réduction enzymatique est associée
3 la photosynthése. Les cyanobactéries et les symbioses terrestres
bactéries fixatrices/plantes supérieures sont responsables de la majo-
rité de 1'azote atmosphérique incorporé dans le cycle organique de

1'azote.

Recherche agronomique et microorganismes fixateurs : du travail pour
les Rhizobium dans 1'agriculture

Non-associges 3 des végétaux, les bactéries du sol "fixatrices
libres" présentent peu d'intérét agronomique. La recherche s'est pour-
tant intéressée 3 l'une de ces bactéries, Kfebsiella pneumoniae, car
ses caractéristiques génétiques (fait partie des enté&robactéries comme
Escherndichia cofi) et physiologiques (en particulier, la fixation de
1'azote en culture pure) permettent ume approche au niveau moléculaire
de l'organisation et de la régulation des génes de fixation de 1l'azote
(génes nif : Nitrogen Fixation) (ELMERICH 1979, AUSUBEL et CANNON 1980).
Localisés sur le chromosome, au nombre de 17, répartis en 7 unités
de tramscription, les gnes nif de K. pneumoniae s'Etendent sur une
région de 24 kilobases (kb) (ELMERICH et af. 1978, 1979 ; AUSUBEL et
CANNON 1980). Ces génes ont &té clonés (DIXON eXt af. 1976, CANNON et
al. 1977, 1979) et constituent du fait de la conservation de s&quence
de la nitrogénase chez les différents organismes fixateurs, des sondes
tr@s utiles pour la localisation des g&nes nif (NUTI et al. 1979,
RUVKUN et af. 1980, HENNECKE 1981, ROSENBERG et af. 1981).



Les qualités agronomiques de la symbiose Rh{zob{ium/légumineuses
sont en revanche connues et utilisées empiriquement depuis longtemps.
Ce n'est que depuis quelques années, grice 3 l'adaptation et au déve-
loppement de techniques de génétique et de biologie moléculaire (génie

génétique) que 1l'on peut s'inté8resser 3 ce systéme symbiotique complexe
(pour une revue voir BERINGER et al. 1980).

Son amélioration et son extension A d'autres plantes cultivées
constituent l'objectif de nombreux laboratoires de recherche. Substi-
tuer aux engrais azot8&s synthétisés par voie chimique, un systéme bio-
logique fixateur dérivé de la symbiose Rh{zoblium/légumineuses parait

non seulement intéressant mais indispensable.

A. - ANALYSE GENETIQUE DE LA SYMBIOSE

L'8tude de la symbiose Rh{zobium/l&gumineuses, des génes impliqués
dans les multiples interactions bacté&rie/plante hdte, pose nombre de
problémes méthodologiques nouveaux. La spécificité des deux partenai-
res, les phénom@nes de régulation et de différenciation abordés (orga-
nogénése chez la plante~-hdte, différenciation de la bactérie en bac-
téroide) et l'implication 3 la fois de génes de la plante et de la

bactérie compliquent sérieusement le probléme.

L'analyse de la plante est quelque peu restée dans l'ombre alors
que la génétique bacté@rienne et la biologie molédculaire appliquéesaux

Rhizobium provoquaient une véritable explosion des recherches.

Mais 1'abondance, la qualité des travaux concernant l'information
génétique bactérienne ne doivent pas dissimuler le fait que ce type
de recherche, bien que fondamentalement indispensable, ne fait qu'en-
tamer, d'un point de vue strictement agronomique, l'étude de la

symbiose.



1. - Analyse génétique de la plante-hdte

L'analyse génétique de quelques légumineuses a mis en évidence le
r6le de génes de la plante dans la spécificité vis-3-vis des souches de
Rhizoblum, dans la formation des nodosité&s, leur nombre et leur répar-
tition sur le systé&me racinaire et dans l'efficacité& de l'association
(LIE et af. 1983, JACOBSEN 1983, voir les revues de HOLL et LA RUE
1976, CALDWELL et VEST 1977). 18 3 20 polypeptides de la plante, autres

1

que les legh&moglobines”, joueraient des rdles spécifiques dans la

symbiose (LEGOCKI et VERMA 1979).

Malgré leur grande importance agronomique, ces travaux, trés labo-
rieux, sont hélas trop rares. Le génie génétique et les cultures vé-
gétales 4n vi{tno devraient relancer cette voie de recherche qui souffrit

i ses débuts d'un manque de moyens d'investigation.

2. - Analyse génétique de Rhlzobium

Les genres Rhadlzobium et Agrobacterium font partie de la famille
des Rhizobiacées dont l'une des caractéristiques est d'induire la

multiplication cellulaire chez certains végétaux :

- formation spécifique de nodules racinaires chez les légumineuses

pour Rhizoblum,

~ tumeurs du collet et proliférations racinaires chez la plupart
des dicotylédones pour Agrobacterium tumefaciens et Agrobacte-
rium nhizogenes.

La présence de plasmides chez les Rhizobiac&es, 1'implication de
certains d'entre-eux dans l'établissement de ces interactions bactéries/

plantes supérieures, les homologies existant entre plasmides de Rhizo-

'Les leghémoglobines sont des protéines synthétis@es conjointement par
la plante et la bactérie ; la globine est produite par la plante, la
partie hémique par la bactérie. Ces protéines se combinent a l'oxygéne
et assurent le maintien d'une tension en oxygéne qui n'inactive pas

la nitrogénase.



bium et d'Agrobacterium renforcent aux niveaux génétique et moléculaire

la cohérence de cette famille,

Les pSym (plasmides de Rhi{zobium impliqués dans les propriétés
SYMbiotiques — ROSENBERG et af. 1981), les pTi ("Tumor-Inducing plasmid"
d'Agrobacterium tumefacdens) et les pRi ("Root-~inducing plasmid"
d'Agrobacterium nhizogenes), déterminants génétiques impliqués dans
ces relations procaryote/eucaryote, font l'objet de nombreuses recher-
ches car la compréhension des bases moléculaires de ces syst@mes bio-
logiques privilégiés est indispensable & leur amélioration et 3 leur

utilisation rationnelle.

a - Les plasmides de Rhizobium

Le nombre et la taille des plasmides indig@nes varient sui-
vant les espé@ces et les souches (par exemple : CASSE et af. 1979,
HIRSCH et af. 1980). Les premidres méthodes d'extraction plasmidique
utilisées chez Rhizobdium (par ex. : CURRIER et NESTER 1976) ont mis
en €vidence des plasmides dont les masses molé&culaires sont comprises
entre 30 et 200 Mégadaltons (Mdal.). Mais les contraintes physiques
inhérentes 3 ces méthodes excluaient la détection de tout ADN plasmi-~
dique de grande taille. Certaines souches de R. mel{fof{ semblaient
dépourvues de plasmide, d'autres présentaient de manidre irrégulidre
des plasmides dont les masses moléculaires dépassaient celles que l'on
observait habituellement. Des mé&thodes beaucoup plus douces (ECKHARDT
1978, SCHWINGHAMER 1980) ont depuis révélé la présence de '"Mégaplasmides"
(masse moléculaire > 500 Mdal.) chez R. melilotl (ROSENBERG et af.
1981).

Le rdle biologique de certains de ces plasmides a pu &étre
précisé. Plusieurs marqueurs gé&nétiques ont &€té localisés : production
de bactériocine, aspect morphologique des colonies, production de
pigments... (pour une revue voir BERINGER et af. 1980). Tré&s tdt, sur
la base d'arguments génétiques indirects (par ex. HIGASHI 1967, DUNICAN
et CANNON 1971) plusieurs auteurs avaient &mis l'hypothése que ces
plasmides pouvaient &galement porter certains gnes impliqués dans le

controle de la symbiose. De nombreux travaux ont depuis confirmé ces



hypothéses. Ainsi, des expériences de transfert 3 haute fréquence de
la spécificité d"hote® de R. Duifolii & R. phaseoli et de R. Legumino-
sarum 3 des Rhi{zobium d'autres espé&ces (JOHNSTON et af. 1978¢c, 1979 ;
BEYNON et af. 1980) ont montré que les génes déterminant cette pro-
priété sont portés par des plasmides. En fait, chez R. Leguminosarum
(SCHILPEROORT et af. 1979 ; PRAKASH et af. 1980, 1981 ; KROL et al.
1982 ; HOOYKAAS et al. 1982), chez R. phaseoll{ (BEYNON et af. 1980,
QUINTO et al. 1982) et R. trifolil (HOOYKAAS et al. 1981, SCOTT et
RONSON 1982), tout ou partie des génes bactériens contrdlant la for-
mation des nodules et les g@nes de structure de la nitrogénase sont

portés par un seul et méme plasmide, le pSym, dont la masse moléculaire

varie suivant les espéces et les souches, entre 100 et 550 Mdal. (KROL
et al. 1982). Les gdnes bactériens, contribuant a l'établissement de
nodules fixateurs d'azote (g@nes nod = Nodulation de la légumineuse
associée ; génes fix : fixation de l'azote atmosphérique - en 1l'occu-
rence génes nif (nitrogen fixation) KDH homologues des g&nes de struc-
ture de la nitrogénase de K. pneumoniae) sont méme &troitement asso-
ciés sur les pSym de R. Leguminosarum (BUCHANAN-WOLLASTON et af. 1980),
de R, trifolil{ (HOOYKAAS et af. 1981, ROLFE et al. 1981) et de R.
phaseoli (LAMB et af. 1982).

Rhizobium meliloti différe des espdces précédentes dans la
mesure ol la taille du pSym semble &tre la méme dans toutes les souches.
Des génes nif et des g&nes impliqués dans la nodulation ont 13 aussi
&té trouvés associés , - sur le mégaplasmide, caractéristique de
1'espéce melifoti (ROSENBERG et al. 1981, 1982 ; BANFALVI et af. 1981,

1983 ; KONDOROSI et af. 1982).

-

Les souches de Rhizoblum japonicum i croissance rapide abri-
tent également un seul pSym, de taille variant entre 100 et 200 Mdal.
Les plasmides de souches 3 croissance lente, bien que de taille simi~
laire, ne paraissent pas tout au moins porter les gdnes de structure

de la nitrogénase (MASTERSON et af. 1982).

* voir glossaire
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Les contenus plasmidiques et l'implication dans la symbiose
de plasmides de Rhl{zoblum tropicaux 3 large spécificité d'hdte (les
espices précédentes sont dites 3 spécificité d'hdte &troite) capables
de noduler de nombreuses légumineuses ainsi que d'autres plantes
tropicales, sont actuellement & l'&tude. Outre leur large spécificité
d'hSte et leur contribution 3 la fertilité des sols de pays défavori-
sés, certains de ces Rhl{zobium présentent en plus d'autres particula-
rités intéressantes comme la fixation asymbiotique de l'azote ou la

formation de nodules sur la tige de la légumineuse associée (Sesbania).

Certaines souches de R. Leguminosarum et R. faponicum possé&-
dent une activité hydrogénase (Hup : "hydrogen uptake') qui permet un
recyclage de 1'hydrogéne produit secondairement par la nitrogénase au
cours de la réduction de l'azote atmosphérique et ainsi la récupération
(par oxydation de 1'hydrog@ne) d'une partie de 1'énergie qui disparait
autrement dans cette réaction parasite (EMERICH ef af. 1979). Les sou-
ches Hup® sont généralement i l'origine de symbioses beaucoup plus
efficaces (ALBRECHT et al. 1979, HANUS et af. 1981, DE JONG et al.
1982). Ces génes hup, bien que courants chez les microorganismes fixa-
teurs libres d'azote, sont assez rares chez les Rhizobium : 20 7 des
souches de R. japonicum recyclent activement 1'hydrogdne ; la plupart
des souches de R. fLeguminosarwum sont Hup ou, 3 quelques exceptions
prés, trd&s peu efficaces ; R. Tnifolil et meliloti ne semblent pas
posséder du tout ces génes (EVANS ef af. 1981). Comme chez la plupart
des fixateurs libres (POOTJES 1977, LIM et af. 1980), les génes déter-
minant ce systdme récupérateur d'énergie, chez R. Leguminosarum, ont
€té localis@s sur un plasmide, en l'occurence le pSym 3 proximité des
génes de nodulation (BREWIN et af. 1980). Bizarrement, chez R. jfaponi-
cum, l'activité Hup semble liée 3 l'absence de plasmide mais la possi-
bilité que ces génes soient portés par un plasmide trop grand pour &étre
détecté par les méthodes actuelles, n'est pas & rejeter (CANTRELL et
al. 1982).

Une amélioration sensible du rendement des lé&gumineuses cul-
tivées devrait &8tre obtenue par clonage et dissémination de ce systéme

Hup dans les Rhizob{um (DE JONG et af. 1982, CANTRELL et af. 1983).
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b - Onganisation génétique des génes symbiotiques de Rhizobium

Les génes nif de Rhizobium (contribuant en partie au phéno-
type Fix) sont assez bien caractérisés au plan moléculaire. La remar-
quable unit& des syst@mes nitrogénase chez les organismes fixateurs
d'azote (EADY et POSTGATE 1974, RUVKUN et AUSUBEL 1980) et le clonage
des génes nif de Klebsiefla pneumoniae ont permis la localisation de
1'information homologue chez Rhizobium.

Localisée sur les pSym, cette homologie sembla longtemps
limit8e aux génes de structure KDH de la nitrogénase (celle-ci est
composée de 2 protéines Kpl et Kp2 : Kpl est un tétramére de 2 sous-
unités o (nifD) et B (nifK) ; Kp2 est un dimére de 2 sous-unitésiden—
tiques (nifH)). Des travaux récents ont permis, grdce 2 l'affinement
des téchniques d'analysesphysique et génétique, de reconsidérer cet

état de fait :

1 - Une zone de pSym homologue du g&ne de régulation nifA de K. pneu-
moniae a &té mise en évidence chez R. meliloti (SZETO et af. 1983)
et R, Leguminosarum (DOWNIE ef af. 1983a). Chez ce dernier, la
séquence d'ADN précédant le géne "nifA-like" rappelle celle du
promoteur de l'opéron nif-L-A de K. pneumoniae (DOWNIE et al.
1983a).

2 - Des génes impliqués dans la réalisation du phénotype Fix ont &té
localis&s sur le chromosome de R, melifot{ (FORRAI et al. 1983) et
de R. phaseoli (SANCHEZ et al. 1983).

3 - Des génes symbiotiques sont répétés, en particulier mais pas uni-
quement le gé&ne nifH, 3 la fois sur le pSym et le chromosome de
R. phaseoll (QUINTO et al. 1982, 1983 ; SANCHEZ et al. 1982).

Méme si l'homologie au plan moléculaire des systémes nitro-
génase ne semble plus limit&e chez Rhizobium aux seuls génes de struc-
ture KDH, elle ne tend pas non plus vers l'identité parfaite, ne serait-
ce qu'au plan de l'organisation des génes nif détect&s. Ceux-ci ne sont
pas disposés en opéron continu comme chez K. pneumoniae et présentent

des arrangements différents suivant les espéces (tab. 1).
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TABLEAU 1 - LOCALISATION ET ORGANISATION DES GENES SYMBIOTIQUES CHEZ RHIZOBIUM

1) Rhczobilum meliloti

nod - fix nifA P nif KoM nad
pSym il == e Bl | - 1 e
(1)
////) i
< 100kb 3 kbv 14 - 16 kb -
organogenése > ST =
du nodule l courbure des
(1) (2) sous~unités de poils absorbants
régulation la nitrogénase (3) (4)
(3) 4
chrm Tocalisation chromosomique de génes nod et fix (5)
2) Rhizobium Leguméinosarum
nif XDH nod nifA P
pSym -——- R g S TN -
/ I
>
s s éi é homologue
SOUS-UNi tés protéine séquence logu
de la nitrogénase %g)k régulation g$ffﬁllg de 1'opéron
8) (9) K priewmondae (7)
spécificitd d'hite
courbure des poils
absorbants (7)
chrm localisation chromosomigue de génes symbiotiques & 1'Atude (10)

3) Rhizobium phaseoti

nif KOH nod
pSym - [— 1 ; — am—a
10 kb 15 kb
; (11)
chrm génes fix chromosomiqués (12)

réitérations de génes symbiotiques & la fois dans le pSym et le chromosome
(13) - en particulier le géne nifH (14) (15)

4) Rhizobium trifolil

nif KDH nifA nod
pSym ———— e = e S 3 ] ===
45 kb |
14 kb
‘E——-—1:§>

adhérence & la surface de la racine

induction et développement des nodules HUS>
(17) (18) éji[{)

5) Rhizobium japonicum (croissance rapide)

nif Ko nifH
pSym e e e e -

et

1) (19) (20)




TABLEAU 1 - Suite
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6) Rhizobium Loti

chrm génes nod chromosomiques (22)

7) Rhizobium ANU240 souche & croissance rapide associée i de nombreuses Tégumineuses

tropicales
oSy nif KDH
ou il sememm—
chrm
(23)

8) Rhizobium IHP 100 - ORS 571

Souches 3 croissance rapide isolées respectivement & partir des légumineuses tropicales
Cajanus cajan et Sesbania rostrata. Capables de fixer 1'azote de manidre asymbiotique.

IHP 100 locaiisation chromosomique de génes nod et nif (24)
ORS 571 pas de plasmide détecté dans 1a souche (25)

9) Rhizobium NGR 234

Rhizobium & croissance rapide capable de noduler de nombreuses légumineuses tropicales
ainsi que Parasponia {non-1éguminguse ).

pSym - O - — -----
15kb 30 kb 20 kb

(26)  (28)

chrm génes nod chromosomiques (27)

10) Rhizobium parasponia

Nodule de nombreuses légumineuses tropicales et Parasponia.
L'activitd de la nitrogénase peut &tre induite <in vitro.

. nif XD nif H nod
pSym —— - ) —m——— ——t—
(30) (31) (32) -
13 kb
(29)
(1) DAVID et a£.. 1983 (16) SCOTT ot af. 1983
{ 2) TRUCHET et af. 1983 (17) LORKIEWICZ et al. 1983
{ 3) SZETO et a£. 1983 (18) SCHOFIELD et af. 1983
( 4) ROSENBERG et al. 1981 (19) FUHRMANN et at. 1983
( 5) FORRAI et af. 1983 (20) HAHN et af. 1983
( 6) DIBB et af. 1983 (21) MASTERSON et af. 1982
( 7) DOWNIE et af. 1983b (22) CHUA ef a. 1983
{ 8) SCHETGENS et af. 1983 (23) BADENOCH-JONES et af. 1983
{ 9) DOWNIE et al. 1983a (24-25) BENDER et af. 1983
{10) VINCZE et at. 1983 (26) MORRISON ot af. 1983a
(11) LAMB ot a£. 1983 (27) MORRISON et a£. 1983b
(12) SANCHEZ et at. 1983 (28) PANKHURST et af. 1983 TN
(13) SANCHEZ et a£. 1983 (29) WEINMAN et ag. 1983 ' ‘
(14) QUINTO et a£. 1982 (30) ROLFE et af. 1983a
(15) QUINTO et al. 1983 (31) SHINE ot af. 1983
(32)

ROLFE et af. 1983b

Abréviations utilisées :
- P : promoteur
- chrm : chromosome
- pSym : plasmide symbiotigue
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D'autre part, l'information gén&tique nif portée par les
pSym est bien siir nécessaire mais non suffisante 3 la ré&alisation du
phénotype Fix. Au sein méme de la bactérie, génes nif plasmidiques et

génes fix chromosomiques paraissent devoir coopérer.

Les génes nod (phénotype Nod : "nodulation de la légumineuse
associée") bactériens sont comme les génes fix partagés entre le pSym
"et le chromosome chez de nombreuses espdces de Rhi{zobium (FORRAIL et
al. 1983, CHUA et af. 1983, MORRISON et al. 1983b). Les génes nod
plasmidiques sont pour la plupart situés 3 proximité immédiate des
génes nif KDH chez R. melifoti (ROSENBERG et al. 1981), chez R. Zegu-
minosarum (DOWNIE et afl. 1983a), R. phasecli{ (LAMB et al. 1983) et
R. trifolil (SCOTT et al. 1983). Chez R. Leguminosarum, les gdnes nif

KDH et nifA sont situés de part et d'autre des gé&nes nod.

Ces génes nod plasmidiques sont impliqués dans la spécifici-
té d'hdte et dans les premidres étapes de la formation des nodules, en
particulier, dans la courbure des poils absorbants des racines de la
légumineuse associ&e (ROSENBERG et af. 1981 ; KONDOROSI et af. 1982 ;
HOOYKAAS et af. 1981, 1982 ; VAN BRUSSEL et af. 1982). Ces génes sont

remarquablement similaires chez les Rh{zob{um & croissance rapide
(ROLFE et al. 1983b).

Les génes symbiotiques bactériens fix et nod sont donc par-
tagés entre le chromosome et le plasmide symbiotique. L'implication
d'autres plasmides n'a non seulement pas 8té démontré&e mais parait
fort improbable car certaines souches de R. meli{lot{ par exemple ne
renferment qu'un seul plasmide, le pSym. Les gé&nes fix - nod des pSym
sont pour la plupart &troitement associés. Cependant, DAVID ef af.
(1983a) et TRUCHET et af. (1983) ont montré chez R. melifofi 1'exis-
tence de génes nod et fix impliqués dans l'organogendse du nodule
(un stade tardif de la formation des nodules) et dans le phénotype

Fix, situés & plus de 100 kb des g@nes précédemment identifids sur le

pSym.
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La localisation et l'étroite association des génes symbioti-
ques sur les pSym avaient laissé@ supposer une origine commune de ces
génes (RUVKUN et AUSUBEL 1980, AUSUBEL et CANNON 1980, HOOYKAAS et af.
1982). Bien que celle-ci ne soit pas fondamentalement remise en ques-—

tion, elle parait désormais beaucoup moins &vidente.

¢ - Expression des gines symbliotiques bactérniens

L'étude de l'expression des g&nes symbiotiques a &té récem-
ment entreprise par des expériences d'hybridation entre le contenu en
ARN messager de bactéries ou de bactéroides matures ou 3 différents
stades de différenciation et 1'ADN total ou plasmidique de la bactérie

correspondante.

Ces expériences ont montré que dans la forme endosymbiotique
(bactéroide) le pSym &était le seul plasmide 3 &tre fortement exprimé
(KROL et al. 1982, SANCHEZ et af. 1983) et qu'il portait &galement des
génes sans rapport direct avec la symbiose, gdnes traduits en ARN
messager dans la bactérie (SANCHEZ et af. 1983, DAVID et af, 1983a).

Les génes nod des pSym ne sont, de manidre logique, peu ou
pas exprimés dans le bactéroide (LONG et al. 1983) ; par contre, le
sont fortement les génes nifA, K, D, H et d'autres régions sans rapport
avec les génes nif précédents (PRAKASH ef af. 1982, DAVID et al. 1983a).

Les signaux de contrdle de la transcription de l'information
symbiotique (BETTER et af. 1983) et les g&nes symbiotiques situés en
dehors du pSym (VINCZE et al. 1983, SANCHEZ et af. 1983) sont actuel-
lement &tudiés par ces méthodes d'hybridation ADN/ARN messager. Ces
expériences ne permettent de mettre en &vidence que les gdnes intensément
traduits et restent malheureusement limit8es aux génes symbiotiques
bactériens exprimés dans le bactéroide. Tout ce qui sépare la bactérie

du bactéroide &chappe pour l'instant 3 l'analyse.
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d - Remarques

Ce qui pose véritablement un probléme dans l'analyse de 1'in-
formation symbiotique de Rhizobium est le fait que ces génes ne sont
exprimés que lors de l'installation et du fonctionnement de la symbio-
se. Les phénotypes sur lesquels travaillent les chercheurs (Nod ¢
nodulation de la légumineuse associée ; Fix : fixation de l'azote at-
mosphérique par la plante ayant nodulé&) ne sont qu'en partie détermi-
nés par les génes bact@riens et appartiennent en fait 3 la plante-hdte.
L'implication et l'interaction de gé&nes de la plante, de la bactérie
puis du bactéroide dans ces relations symbiotiques comﬁliquent et

rendent beaucoup plus ténu le lien existant entre un gé&ne et son

expression phé&notypique.

- Par exemple, dans le cas des genes fix de Rhdizobium, dans ce
cas relativement simple, puisque ces génes sont exprimés dans le bac-
téroide accessible 3 1'analyse, le phénotype Eizf observé chez une
plante ayant normalement nodulé (§2§f), peut &tre attribué bien siir
& toute modification génétique des génes nif de structure ou de régu-
lation, d'autres génes fix de la bactérie, mais &galement 3 toute al-
tération de génes n'ayant pas de rapports directs avec le systime
nitrogénase bactérien comme les gdnes de la bactérie et de la plante
permettant la synth&se de leghZmoglobines fonctionnelles ou de génes
impliqués dans la différenciation ou le vieillissement des bactéroides
(RUVKUN et af. 1980). De plus, des génes de la plante peuvent avoir
une incidence directe sur le fonctionnement de la nitrogénase (gémes

fix de la légumineuse !) (LIE et at. 1983).

Le cas du phénotype Nod est encore plus révélateur. Les g@nes
de nodulation regroupent en fait un ensemble assez hét8roclite de génes
qui n'ont comme caract@ristique commune que leur participation 3 1'@la-
boration de nodules fonctionnels. Les produits de ces génes sont non
seulement inconnus mais on ne sait pas comment et quand ils inter-
viennent dans l'Etablissement de la symbiose. Comme dans le cas des
génes fix et des leghémoglobines, ces génes sont partagds entre la

bactérie et la plante (JACOBSEN 1983). Leur expression n'est pas



17

continue (LONG ef af. 1983) comme l'est celle des g&nes nif dans le
bactéroide (HONTELEZ et af. 1983, DAVID e¢f afl. 1983) et doit interve-

nir 3 des stades tré&s fugaces de différenciation des deux partenaires.

Outre le fait que génes fix et nod doivent se recouper, il
convient de remarquer que n'a &té soulignée que l'implication de gnes
et de la plante et de la bactérie dans les phénotypes Nod et Eii‘ Nous
n'avons somme toute parlé que d'addition de g&nes, que penser des

interactions dont nait la symbiose ?

3. - Les outils génétiques d'analyse des génes symbiotiques
bactériens

Les spécificités de Rhizobium ont nécessité l'adaptation et la
création de nombreuses techniques de génétique et de biologie molécu-
laire. Taxonomiquement &loigné d'Escherichdia coll, réfractaire i la
transformation et contenant des systémes de restriction et de recombi-
naison dont il est actuellement difficile de s'affranchir, Rhizobium
est loin de présenter les ''qualité&s génétiques'" des entérobactéries qui
avaient permis les progrés considérables de la génétique bactérienne
chez E. cofi et 1'étude relativement aise des gines nif de Klebsiella
pneumoniae grice 3 l'expérience et aux systémes génétiques précédem—

ment acquis,

- a - Les plasmides & Lange aspéeificitsé d'hote

Les propriété&s remarquables des plasmides de résistance du
groupe d'incompatibilité Pl (IncPl) (ex. : plasmides RP4, RK2, R68) ont
8té largement exploitées. Ces plasmides sont en effet autotransférables
(génes tra : "transfer ability"), capables de se répliquer et d'expri-
mer leurs g&nes de résistance dans la quasi~totalité des bactéries &
Gram-négatif dont fait partie Rhl{zobium (plasmides & large spécificité
d'hdte). Leurs transferts interspécifiques ou intergénériques s'accom—
pagnent souvent de mobilisations soit du chromosome bactérien (Cma :

"Chromosome mobilization ability"), soit de plasmides (Pma : "Plasmid
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mobilization ability"), soit de fragments d'ADN chromosomique ou plas-—

midique.

Dans un premier temps, ils servirent 3 &tablir des cartes
chromosomiques de Rhizobium (KONDOROSI et af. 1977, BERINGER et al.
1978a, JULLIOT et BOISTARD 1979) et 2 démontrer par défaut la localisa-
tion extrachromosomique de génes symbiotiques. Ceux-ci ne purent en
effet 8tre localisés sur le chromosome comme l'avaient &té les gnes
nif de K. pnewmoniae dans des expériences similaires (DIXON et POSTGATE
1972, DIXON et al. 1976). La localisation extrachromosomique de gines
nod et nif, ant&rieurement démontrée chez certaines souches de R. Legu-
minosarum, R. tifolil et R. phaseoli dont les pSym sont conjugatifs
(HIGASHI 1967, JOHNSTON et al. 1978, BEYNON et af. 1980, ROLFE et al.
1981, HOOYKAAS et af. 1981), fut étay8e et mise en &vidence en particu-
lier chez R. melilotl, par des expériences de complémentation consis-
tant 3 mobiliser tout ou partie d'un pSym par ces facteurs sexuels
(IncPl) vers des Rhizoblum affectés dans leurs propriétés symbiotiques
(phénotypes gggf ou Eiﬁf) ou vers des souches d'Agrobacterium. Des
plasmides entiers de Rh{zobium peuvent &tre ainsi mobilisé&s soit par
intégration du facteur sexuel (SCOTT et RCNSON 1982), soit lorsqu'il
existe une homologie entre les deux plasmides. Cette homologie peut
étre crééenaturellement par transposition 4n vdivo d'éléments génétiques
transposables d'un plasmide 3 l'autre (HOOYKAAS ¢t af. 1982, KISS et
al. 1982, OLSEN 1978, McCOMBIE et al. 1983), ou artificiellement par
insertion 4n v4tho d'un fragment du plasmide 3 mobiliser dans le plas-—
mide mobilisateur (VINCZE et af. 1982) ou par exemple par insertion
An vdvo de la région de mobilisation (mob) du plasmide mobilisateur
dans le pSym (KONDOROSI et af. 1982, SIMON et af. 1983).

Des phénoménes de recombinaison {n vA{vo peuvent engendrer

des plasmides "R~-prime"

constitués d'un plasmide IncPl dans lequel est
inséré un fragment d'ADN chromosomique (JOHNSTON et af. 1978 a et b,
KIss et al. 1980) ou plasmidique (KOWALCZUK et af. 1981, FORRAI ef al.
1983, BANFALVI ef af. 1983) de Rhi{zobium. Le fragment inséré&, bénéfi-
ciant des propriétés de transfert et de ré&plication de son vecteur,

peut conduire 3 la restauration du phénotype symbiotique sauvage chez

la légumineuse associée si les génes qu'il porte sont venus complémen—
P
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ter les génes symbiotiques déficients de la souche de Rhizobium ino-
culée 3 la légumineuse. La formation 4n vivo de ces plasmides "R-prime"
et le caractdre "Cma" précédemment &voqué, semblent lids, tout au moins
dans le R68-45 utilisé dans ces expériences, 3 la pré&sence d'un élément
transposable (IS21) (WILLETTS et af. 1981, BANFALVI et af. 1983, FORRAI
et al. 1983).

b - Mutaginise au transposon Tns (KmR)

Les transposons sont des &léments génétiques transposables
codant pour des résistances 3 des antibiotiques, capables de se dé-
placer au sein d'un génome bactérien. Véritables agents mutagdnes gé-
nétiques, les transposons assurent 3 la fois l'inactivation des fonc-
tions et le marquage génétique du segment d'ADN dans lequel ils sont

insérés.

o) Mutagénése au hasard au Tn5 ("Random Tn5 mutagenesis")

Les "plasmides suicides" ont permis l'introduction et

l'utilisation chez RAizobdlum de cet outil génétique qu'est le TnS.

Ces plasmides ont comme caractéristiques communes d'2-

tre (tab. 2) :

- porteurs du transposon Tn5 ;
- stables chez Eschernichia coli, la bactérie donatrice ;

- conjugatifs ou mobilisables vers Rhizobium, la bacté-
rie réceptrice ;

- instables et/ou incapables de se répliquer chez Rh(-
zoblum.

La sélection pour le caractdre de ré&sistance porté par
le transposon permet de repérer les exconjugants dans lesquels le trans-
poson s'est transposé du plasmide suicide au génome de Rhizobdum.
L'insertion au hasard du Tn5 dans le génome est peut-&tre la princi-
pale limite de ce syst@me. La production par cette méthode de Rhizo-
bium affectés dans leurs propriétés symbiotiques nécessite le passage
sur plante d'un nombre considérable de clomes (MEADE et af. 1982,
FORRAIL et al. 1983). Le syst@me n'est bien sir utilisable que si le
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TABLEAU 2 - PLASMIDES SUICIDES CHEZ RHIZOBIUM

Stabilité chez Transfert Absence de réplication Exemplies
E. coll E. coli/Rhizobium chez Rhizobium référencés
Plasmides 3 large Autotransférables Instabilité due 3 la pdB4JI = pPHL :: Mu :: Tnb
spécificité d'hdte (génes tra) présence du phage Mu (1)
(Inc P1) sur le plasmide
(1) (2)

Vecteurs de clonage Mobilisables : Incapables de se nACYC184 mob :: Tnd (3)
d'E. coldl insertion de la répliquer. pBR325 mob :: Tn5 (4)

région mob du RP4
dans le plasmide.
Mobilisation par
plasmide Helper.

Spécificité d'hote
limitée aux
entérobactéries

(
%
(4) MULLER et af.

BERINGER et al..

1978b

1)

2) VAN VLIET ot af. 1978
3) ENGWALL et al.
4)

1983
1983
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transposon, une fois inséré dans le génome de Rh{zobium, ne se trans-
pose pas dans de nouveaux sites 3 une fréquence trop importante. De
1072 chez E. codl, cette fréquence de re~-transposition varie de 1076
a 1078 chez Rhizobium suivant les espéces et les souches (MEADE et al.
1982, FORRAI et al. 1983), Chez R. meliloti, elle est pratiquement né-
gligeable (BANFALVI ¢t al. 1983, FORRAI et af. 1983) et la mutagénése

au Tn5, particuliérement fiable.

Bien que laborieuse, cette méthode de mutagénése au ha-
sard permet @ pAlonl la caractérisation de tous les gdnes symbiotiques
bactériens puisque le Tn5 ne semble pas avoir de sites préférentiels

d'insertion (MEADE ¢t af. 1982).

B) Mutagén@se dirigée au Tn5 ('site directed Tn5 mutage-
nesis’)

Cette méthode de mutagénése au Tn5 présente sur la pré-
cédente l'avantage d'étre beaucoup plus précise et dirigée uniquement
vers un fragment de génome bien particulier. Celui-ci doit &tre préa-
lablement caractérisé et cloné dans des plasmides vecteurs, mobili-
sables ou conjugatifs, capables (expériences de complémentation) ou

incapables (expériences d'homogénotisation) de se répliquer chez
Rhizoblum.

La mutagénése au Tn5 a lieu chez E. coll et ne concerne

donc que le fragment d'ADN de Rhizobium cloné dans un vecteur.

Dans les expériences de complémentation, le vecteur,
capable de se maintenir chez Rhi{zobium, et le fragment ins&ré&, marqué
au Tn5, sont transférés vers des mutants de Rh{zoblum déficients du
point de vue symbiotique. Suivant la nature des génes clonés et la
position du Tn5, on observe ou non la restauration des fonctions
symbiotiques (SCHOFIELD ef af. 1983). Dans les expériences d'homogé-
notisation, puisque le vecteur est incapable de se répliquer, la ré-
sistance 3 la kanamycine conférée par le Tn5 (qui d'autre part est
incapable de se transposer) ne peut &tre conservé@e par les souches
sauvages de R{zobium réceptrices que si le fragment marqué au Tn5
a pris la place de 1l'information sauvage fonctionnelle (double cross-

over). Les exconjugants résistants 3 la kanamycine sont testé&s pour
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leurs propriétés symbiotiques (HAHN et HENNECKE 1983, PRAKASH et al.
1983, AGUILAR et af. 1983, LONG et al. 1983, MULLER et al. 1983,
SANCHEZ et af. 1983).

N.B. : les expériences de complé&mentation (vecteurs capables de se
répliquer chez RhA{zobium) peuvent &galement &tre congues avec
des fragments d'ADN de RA{zobium non soumis 3 une quelconque
mutagen&se. La souche réceptrice de Rhizobium est déficiente
du point de vue symbiotique et 1l'on recherche la restauration du
phénotype sauvage (LONG et af. 1982, 1983 ; LAMB et af. 1983 ;

LORKIEWICZ et af. 1983).

La mutagénése au Tn5 est un outil génétique particulid-
rement utile et utilisé chez Rh{zobium. Que ce soit pour introduire le
transposon Tn5 ou un fragment d'ADN déj3 marqué, elle nécessite l'uti-

lisation de plasmides vecteurs.

¢ - Plasmides vecteurs chez Rhizobium

La modification de l'information génétique de Rhizobdlum,
par mutagén&se au Tn5 ou par addition d'une information nouvelle ne
peut emprunter des voies directes. Il n'existe pas actuellement pour
Rhizobium de méthodes de transformation bactérienne ou d'encapsidation
An vitro analogues 3 celles d'Eschernichia coll (COHEN et al. 1973,
COLLINS et HOHN 1978) techniquement utilisables.

Les expériences de complémentation ou d'homogénotisation qui
demandent respectivement le maintien et la disparition du vecteur dans
la cellule réceptrice font appel 3 des plasmides différents qui ont
comme caractéristiques communes leur stabilité et leurs aptitudes au
clonage de génes chez E. cof{ ainsi que leur mobilisation par des plas-

mides mobilisateurs,d'E. col{ (hdte primaire) 3 Rhizobium.

o) Les plasmides & large spécificité d'hdte -
Expériences de complémentation

La large spécificité d'hGte des plasmides des groupes

d'incompatibilité P1, Q, W (tab. 3) permet leur maintien 3 la fois



TABLEAU 3 - VECTEURS DE GENES CHEZ RHIZOBIUM

1) Plasmides & large spécificitd d'hdte : expériences de complémentation

Groupe Massa Transfert Fonctions de

d'incompatibilité Plasmide mol&culaire intergénérique Marqueurs réplication Remarques
RK2 55 kb autotransférable Km,Ap,T¢ large spécificité originaire de Pseudomonas
d'hote aerugingsa
PRK290 20 kb mob” (pRK2013) Te RK2 (DITTA et a£. 1980)
IncPl +
pLAFR] 21,6 kb mob~ (pRK2013) Te RK2 cosmide = pRK290 + site cos
) du phage lambda
(FRIEDMAN ot a2, 1982)
pyK100 mob® (pRK2013) Te, Km RK2 cosmide
(et dérivés) (KNAUF ot NESTER 1982)
s “ pRK2013 41 kb trat (RK2) Kin ColEl, limité aux mobilise les dérivés du RK2
pla?T;geco?glger entérobactéries précédents - ne se maintient
pas chez Rhizobium
Sa 29,6 kb autotransférabie Cm,Sp,Xm large spécificité
d'hdte
Inc W
pSaz47 15 kb mab* (pSa322) Sp,Km Sa cosmide (TAIT 2t 2, 1983)
pGV1106 3 kb mob* (Inc P1) Km, Sm Sa plasmide (KISS et KALMAN 1982)
plasmide "Helper" nSald22 tra* (5a) Ap ColEl mobilise les dérivés du pSa
(Inc Coltl) insérés dans pBR322 :
RSF1010 8,7 kb mob* (IncPl) Sm,Su large spécificité (BAGDASARIAN ot al. 1981)
d'hote
Inc §
pKT210 11,7 kb mob* (IncPl) Cm,Sm,Su RSF1010 (BAGDASARIAN et a. 1981 5
DAVID et al. 1983a)
tra® plasmide autotransférable (conjugatif)

génes tra ("transfer ability")

mab* (pRK2013) : plasmide mobilisable par le plasmide “Helper"
pRK2013 qui est conjugatif

Km,Ap,Tc,Cm,Sp,5m,Su  : conférant Ta résistanca & la kanamycine, 1'ampicilline,
la tétracycline, le chloramphénicel, la spectinomycine,
la streptomycine, les sulfonamides.
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TABLEAU 3 - Suite

2) Plasmides d'Escherdichia coli : expériences d'homogénotisation/mutagénése au Tn5

: Groupe Plasmide(s) .
Plasmide 4 incompatibilite Helper(s) Remarques
pBR322 ColEl R64drdll (WARREN et a£. 1978 ; VAN
pGJ28 HAUTE ot af. 1983)
pBR325 ColEl pRXK2013 (LONG et af. 1983)
pBR32S ColEl RP4 (tra+) inséré mutagénése au hasard au
:: mob (RP4) dans le chromosome Tng
:: Tns de la souche d'E. cofi (MULLER et af. 1983)
donatrice
pSup 205 Coltl * cosmide mobilisable dérivé
du pBR325 (région mob du
RP4, site cos du phage
lambda) (MULLER 2t af.
1983)
nSup 202 Coltl " dérivé mobilisable du
pBR325 (Ap,Km,Tc) (région
mob du RP4) (MULLER 2t af.
T383)
pACYC184 P15A " mutagénése au hasard au
:: mob (RP4) Tn5
: Tnb .

(ENGWALL et af. 1983)

3) Plasmides Hybrides : expériences de complémentation

Plasmide Fonctions de réplication

pACYC 177/mob - OriV RSF101C Celles des pACYC 177 et 184 et du pBR322
pACYC 184/mob - OriV RSF1010 sont 1imitées aux entéropactéries mais
permettent 1'amplification du plasmide
nBR322/mob - OriV RSF1010 chez E, cofl + celles & large spécificité
d'hdte du RSF1010 (OriV) qui assurent
le maintien chez Radizobium
(SIMON ot af, 1983)
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chez E. coll et Rhizobium. En raison de la taille souvent troprimpor-
tante des plasmides parentaux et d'aménagements indispensables 3 la
réalisation d'expériences de clonage (sites uniques de restriction,
marqueurs génétiques, site cos du phage lambda permettant 1'encapsi-
dation {n vitro...) de nombreux dé&rivés ont &té construits 4in vitno.
Ces plasmides ne conservent des parents que quelques marqueurs géné-
tiques mais surtout les fonctions de réplication et 1'aptitude & &tre
mobilisés(Ezgf mais Eggf). Le plasmide "Helper'" mobilisateur est soit
un plasmide conjugatif type IncPl, mais dans ce cas l'expérience est
compliquée par les marqueurs génétiques et le maintien chez Rh{zobdlum
du plasmide mobilisateur, soit constitué des génes tra ("transfer
ability") du plasmide parental insér& dans un vecteur incapable de se
répliquer chez Rhi{zobium (FIGURSKI et HELINSKI 1979, DITTA et al. 1980,
TATT et al. 1983).

B) Les vecteurs de clonage d'E. coll -
Expériences d'homogénotisation

Plasmides et cosmides d'E. cof{, produits et outils du
génie génétique, ont trouvé des applications dans l'analyse des génes
symbiotiques.bactériens. Bien que leurs fonctions de réplication soient
limit&es aux entérobactéries et qu'ils ne puissent de ce fait se main-
tenir chez Rh{zob{um, ils sont néanmoins beaucoup utilisés comme sim-
ples vecteurs de transfert de gdnes d'E. coll 3 Rhizobium. L'informa-
tion génétique qu'ils véhiculent n'est conservée par la bactérie ré-
ceptrice que si elle s'int8gre dans le génome bactérien, intégration
au hasard dans le cas d'un transposon porté par un "plasmide suicide",
ou dirigée lorsqu'un double cross~over assure l'échange entre 1'insert
du vecteur et l'information génomique homologue (homogénotisation -

site - directed mutagenesis).

L'insertion dans ces vecteurs d'une région mob d'un plas-
. . . .o . . +
mide conjugatif et 1l'utilisation d'une souche donatrice tra permettent

le transfert inter-générique de ces ''plasmides altruistes" (tab. 3).
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Y) Les vecteurs hybrides - Expériences de complé&mentation

Les techniques du génie génétique ont permis une amélio-
ration considérable des plasmides destinés aux expériences de complé-
mentation., Les plasmide et cosmide pRK290 (DITTA of al. 1980) et
pLAFR] (FRIEDMAN et af. 1982) sont devenus d'un point de vue pratique
chez Rhizobium, les homologues des pBR322 et pHC79 d'E. coll (BOLIVAR
et al. 1977, HOHN et COLLINS 1980). Bien adapté&s au clonage de genes,
ils présentent quand méme un inconvénient : ils ne sont pas amplifia-
bles chez E. coll (voir Matériels et Méthodes). L'utilisationde ces
vecteurs est donc colteuse en temps et en argent. SIMON ef af. (1983)
ont pallié 3 cet inconvénient en insérant les fonctions de mobilisation
et de réplication du plasmide & large spécificit@ d'hdte RSF 1010
(IncQ) dans des plasmides amplifiables chez E. cof{. De méme, notre

-

travail a consisté 3 construire un vecteur de clonage pour Rhizoblum,
amplifiable chez E. cof{, non pas 3 partir d'un plasmide 3 large

spécificité d'hdte, mais 3 partir d'un petit plasmide d'ume souche de
Rhizobium meliloti. Original de par son amplification chez E. coli et
par les fonctions de réplication qui assurent le maintien chez Rhizo-
bium, nous verrons dans les chapitres Résultats et Discussicn que ce
plasmide présente par rapport aux syst®mes existants, d'autres spéci-

ficités et d'autres avantages.



MATERIEL

ET

METHODES
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I. - SOUCHES BACTERIENNES UTILISEES

A. - ESCHERICHTIA COLI

souche génotype
€600 F~, thi-1, thr~1, leuB6, lac Yl, (1)

ton A21, sup E44, A~

HB10O1 F~, hsdS20 (rg, mg), rec Al3, (H
ara-1l4, proA2, lac Y1, gal K2,
rps L20 (Sm¥), xyl-5, mtl-1,
sup E44, )\~

GM272 F-, dem~6, dam-3, met Bl, hsdS21, (2)
lac Y! ou lac Z4, gal K2, mtl-2,
ton A2 ou ton A3l, tsx-1 ou tsx-78,

AT, sup.E44

GM161 ' F-, thr-1, leu B6, dam-4, thi-1, (2)
hsd S1, lac Yl, tom A21, X\~,
sup E44

(1) (2) Nomenclature de BACHMANN (1983)
(1) utilisées comme souches ré&ceptrices dans la transformation
bactérienne
. (2) dé&rivés Dam~ (DNA Adenine methylation). La dam méthylase
d'E. coli introduit des groupements méthyl en position N6 de
1'adénine de la séquence 5'GATC3' (HATTMAN et al. 1978),
origine : CGSC (ColiGenetic Stock Center), Etats-Unis.

B. - RHIZOBIUM

souche phénotype origine
1 - meliloxti
M19S sauvage Université des Sciences

et Techniques de Lille
(U.s.T.L.)
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RCR 2011 sauvage Rothamsted Collection of
RAizobium (Angleterre)

17 sauvage Research Institute of
Ontaria (Canada)

2 - Leguminosarum

L17S sauvage U.S.T.L.

3 - phaseoli

P158 sauvage U.S.T.L.

C. - AGROBACTERIUM

1 - tumegaciens
B6 sauvage Université de Gand
(Belgique)
2 - rhizogenes

R1S sauvage U.s.T.L.

I1. - PLASMIDES UTILISES

pRK2013 kmR, Eimm.  tra® (RK2), Inc ColEl (1) (2)

pRK290 TeR, mob* (pRK2013), Inc P1 (RK2) (n
pBR322 Ap®, TcR, Inc ColEl (3)
PBR :: X  ApR, KmR, mob* (pRK2013), Inc ColEl (4)
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pBRRMI ApR, Ko®, mob* (pRK2013), Inc ColEl,  (4)
Inc (pRmel9a)

pRmel9a plasmide cryptique de la souche MI9S (4)
de Rhizobium melilozti

(1) FIGURSKI et HELINSKI 1979 ; (2) DITTA et al. 1980
(3) BOLIVARet al. 1977 ; (4) FACON et af. 1983.

ApR, KmR, Tc® : conférant la résistance 3 l'ampicilline, la kana-
mycine et la tétracycline

pimm. : conférant l'immunit& 3 la colicine El

trat (RK2) : portant les génes de transfert ("transfert abili-
ty'") tra du plasmide parental RK2

Inc : groupe d'incompatibilité

mob™* : mobilisable par un plasmide '"Helper' porteur de

génes tra

PRK290 et pRK2013 nous ont &t& aimablement fournis par le Profes-
seur D.R. HELINSKI (Université de Californie, San Diego, La Jolla,
U.S.A.).

IIl. - MILIEUX DE CULTURE

Les compositions des milieux riches et minimums pour Escherichia
colLl et Rhizobdium ainsi que les conditions générales d'utilisation

ont &té décrites précédemment (ALI 1982).

Agrobacterium utilise les mémes milieux que Rhizobdlum : milieu
minimum R, milieux riches TY glucosé (1 %) (sans CaCly pour Agrobac-
ZLerium) pour les cultures en milieu liquide et RC glucosé (1 Z) gélo-

sé pour les isolements.
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IV. - PREPARATION PLASMIDIQUE

Cette méthode de préparation a &té décrite par BETLACH et al.
(1976). Elle est utilisée pour préparer des plasmides de petite taille
(< 25 kb), amplifiables chez E. col{ (pBR322, pBRRMI et dérivés) ou
non-amplifiables chez Rh{zobium mefifotl{ M19S (pRmel9a, pBRRMI1).

A. - PRINCIPE

1 - Amplification au chloramphénicol

Le chloramph&nicol est un antibiotique qui bloque les syn-
thé&ses protéiques nécessaires 3 la division de la bactérie et 3 l'ini-

tiation de la réplication du chromosome (CLEWELL 1972).

Certains plasmides, "amplifiables'", continuent néanmoins 3
se répliquer et s'accumulent dans la cellule jusqu'i constituer de 40
a4 50 Z de 1'ADN total (SINSHEIMER 1977).

2 - Lyse

Les bactéries subissent un traitement au lysozyme en présen-
ce de saccharose. Cette hydrolyse douce de la parol bactériemne est
complétée par l'addition d'EDTA qui chélate les ions bivalents et ac-

centue la désorganisation de la paroi.

La membrane bactérienne est lysée de fagon ménagée par un

détergent non-ionique.

Seuls les petits plasmides (masse mol&culaire inférieure 2
25 kb) sous forme superhélicoidale peuvent s'@chapper dans le milieu
extérieur. Les débris cellulaires et 1'ADN de grande taille sont &limi-
nés par ultracentrifugation. Le surnageant, enrichi em ADN plasmidique
est purifié en gradient de chlorure de cé&sium (CsCl) en présence de

bromure d'édthidium (Br Etd).
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3 - Purification de 1'ADN plasmidique en gradient de
CsC1/BrEtd

Le bromure d'&thidium s'intercale entre les paires de bases
de 1'ADN en plus ou moins grande quantité selon la conformation de
1'ADN : 1'ADN linéaire chromosomique ou plasmidique cassé (formes
linéaires et circulaires ouvertes - L et OC DNA) fixe davantage de
bromure d'éthidium que 1'ADN sous forme superhélicoidale ( CCC DNA ).
Le bromure d'éthidium intercalé diminuant la densité de 1'ADN en gra-
dient de CsCLl, Ll'ADN plasmidique est donc plus dense que les ADN
lin&aires ou circulaires ouverts, contaminants. Dans un gradient
croissant de densit& &tablit de haut en bas d'un tube par ultracentri-
fugation d'une solution concentrée de CsCl, la bande fluorescente in-
férieure est constituée d'ADN plasmidique sous forme superhélicoidale,
la bande supérieure, du reste de 1'ADN. L'ARN sédimente sous forme de

culot, les dé&bris protéiques forment une pellicule en surface.

B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

La souche d'E. cof( contenant le plasmide 3 préparer est cultivée
toute une nuit dans 5 ml de milieu Luria avec antibiotique(s) corres-—

pondant 3 (aux) résistance(s) conférée(s) par le plasmide.

I ml de cette préculture sert 3 inoculer 200 ml de milieu Luria
sélectif (maintien de la pression de sé@lection). La croissance de la
culture bactérienne est suivie par mesure de la densité@ optique (D.O.)

i 600 nm.

Lorsqu'elle atteint la valeur de 0,8, du chloramphdnicol (solution-
mére : 150 mg/ml dans l'éthanol 100 %) est ajout& jusqu'id la concen-

tration finale de 170 & 200 pg/ml. L'incubation est poursuivie une

nuit 3 30°C (agitation lente).

Bien que les petits plasmides de Rh{zobium ne soient apparemment
pas amplifiables au chloramphénicol, celui-ci peut néanmoins servir

4 maintenir les cultures en phase exponentielle de croissance (D.O.
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< 1). L'action bactériostatique de cet antibiotique sur les cultures
de Rhiizobdlum (& 200 ug/ml) est cependant beaucoup moins forte que sur
celles d'E. cold.

Les bactéries sont récupérées par centrifugation (4°C - 8000 tpm -
15 mn) et remises en suspension dans 3 ml de tampon ST (Tris-HCl

50 mM - saccharose 25 7 - pH 8).

Ajouter 1 ml d'une solution de lysozyme 3 10 mg/ml dans du Tris-

HCL 50 mM - pH 8.

Mélanger doucement 5 mn 3 température ambiante puils ajouter | ml

d'EDTA 200 mM - pH 8.

Mélanger doucement 5 mn dans la glace puis lyser les protoplastes
produits par hydrolyse de la paroi bactérienne, en ajoutant 5 ml d'une
solution de Triton x100 contenant pour 100 ml : 1 ml de Triton x100 3

10 Z - 12,5 ml 4d"EDTA 200 mM - 5 ml de Tris~HCl | M - pH 8.

Mélanger doucement dans la glace jusqu'id ce que tout devienne vis-

queux.

Centrifuger rotor BECKMAN SWS50-1 -~ 4°C - 25 000 tpm - 1 H ou rotor
SW27 - tubes de polycarbonate - 4°C - 22 000 tpm - 1 H.

Pour 0,95 ml de surnageant, ajouter 1 g de CsCl et 50 ul d'une

solution de bromure d'éthidium 2 1 mg/ml dans l'eau.

Centrifuger 48 H - rotor 50 Ti -~ 10°C - 38 000 tpm.

-

La bande inférieure plasmidique (CCC DNA) est prélevée 3 la pipet-

te automatique aprés élimination de la bande supérieure.

Le bromure d'éthidium est extrait en ajoutant plusieurs fois
1 volume d'isopropanol saturé en tampon TE (Tris 10 mM - EDTA | mM -~
pH 8) et en CsCl jusqu'a disparition compléte de la fluorescence

de la phase aqueuse en U.V. (302 nm).

Dialyser une nuit contre du tampon TES (Tris 10 mM - EDTA 1 mM -
NaCl 5 mM - pH 7,4) 3 4°C.
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Mesurer la densité optique i 260 nm et 280 nm pour &valuer la

pureté et la concentration de 1'ADN plasmidique obtenu.

V. = LYSE DIRECTE SUR LE GEL

A. - PRINCIPE

La méthode, dérivée de celle d'ECKHARDT (1978), permet la visua-
lisation rapide par &lectrophor@se du contenu plasmidique de souches

d'Eschernichia coldl, de Rhizobium et d'Agrobacterium.

-

Appliquée 3 un faible nombre de bactéries (environ ! 7 de la
quantité de cellules nécessaire dans la méthode d'HANSEN et OLSEN
précédemment utilis&e, PINET 1980), elle permet de mettre en &vidence,
grice 3 la lyse directe des bactéries dans l'alvéole du gel d'agarose,
les mégaplasmides de Rhizobium meli{foti. Ces plasmides de grande tail-
le 8taient, dans les méthodes précédentes, €liminés du fait de con-

traintes physiques trop importantes.

Le traitement des bacté&ries au lysozyme qui produit des sphéro-
plastes, a lieu dans l'alvéole du gel (les cellules de RA{zobium sont
prélablement sensibilis@es & 1'action du lysozyme par un traitement

au sarkosyl 0,1 7 - SCHWINGHAMER 1980).

La suspension de sphéroplastes est lysée par un détergent, le
SDS, qui migre lentement au travers de celle-ci, gr3ce 3 umn faible

champ électrique.

D&s que les membranes sont compl@tement dissoutes, un champ
8lectrique plus important fait pénétrer et migrer les molécules plas-
midiques dans le gel. L'ADN n'étant pas manipulé@ au cours de l'expé-

rience, les contraintes physiques sont réduites au minimum.
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B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le gel d'agarose peut &@tre soit horizontal, soit vertical. Dans
le premier cas, le gel présente deux rangées d'alvécles séparées de
quelques millimétres. Dans les alvEoles de la rangée la plus proche
de l'anode sont placées les suspensions bactériennes trait@es au ly-
sozyme ; les alvéoles de la deuxiéme rangée sont remplies d'un mélan-
ge de SDS 1 7 - agarose 0,4 7 - bleu de bromophénol 0,05 Z%Z. SDS et
bleu de bromophénol migrent au travers des suspensions de sphéroplas-
tes vers l'anode. Dans le cas d'un gel vertical, les suspensions de
sphéroplastes sont directement recouvertes du mélange SDS/agarose/

bleu de bromophénol.

1°) Pour Escherichia coli : 100 ul d'une préculture & saturation (1
clone/5 ml de Luria - incubation toute la nuit, en agitatiom, &
30°C - D.0. de 3 2 5) sont placés dans un tube Eppendorf stérile.
Ajouter | volume de tampon TE (Tris~HCl 50 mM - EDTA 20 mM -~ pH 8).

2°) Pour Rizobium et Agrobacterium : les cultures bactériennes doivent
se trouver en phase exponentielle de croissance. Mesurer la D.O.
(600 nm) de la culture et mettre dans un tube Eppendorf 1'équiva-
lent de 0,5 ml de culture 3 D.0. &gale 3 0,3. Ajouter un volume

de tampon Tris-HCl 50 mM - EDTA 20 mM - sarkosyl 0,2 7 - pH 8).
Mélanger doucement par inversions et placer dans la glace.

Centrifuger 4 mn 3 température ambiante (centtrifugeuse Eppendorf)

puis &liminer immédiatement le surnageant 3 l'aide d'une seringue.

Le culot cellulaire est remis en suspension dans 60 ul de tampon
d'électrophordse (Tris 89 mM ~ EDTA 2,5 mM - Borate 89 mM - pH 8,3)
contenant 25 7Z en saccharose, 1 unité/ml de RNase A et 1 mg/ml de

lysozyme (ajouté au dernier moment).

La suspension est bridvement homogénéisée et immédiatement dépo-

sée dans une alvéole d'un gel d'agarose 3 0,8 Z.

Aprés quelques minutes d'attente, ajouter dans chaque alvéole
90 ul de mélange SDS/agarose/bleu de bromophénol (gel vertical) ou
couler 80 pl de ce mélange par alvéole de la deuxidme rangée (gel

horizontal).
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Faire migrer 45 mn 3 20 V (jusqu'd ce que tous les débris mem-
branaires aient compl&tement disparu) puis 2 h 30 3 130 V (gel verti-

cal) ou 4 h 3 130 V (gel horizontal).

VI. - PREPARATION RAPIDE D'ADN PLASMIDIQUE

A. - PRINCIPE

Cette méthode (GROSVELD et af. 1982) permet d'obtenir rapidement
1 ug d'ADN plasmidique par ml de culture bactérienne initial sans am—
plification au chloramphénicol et surtout samns purification en gra-
dient de CsCl/BrEtd. L'ADN peut &tre utilisé dans des exp@riences soit

de restriction enzymatique, soit de transformation bacté&rienne.

Les bactéries sont lysé@es par action combinée de la soude et du
SDS. L'ADN plasmidique, du fait de sa forme superhélicoidale, résiste
4 la dénaturation alcaline alors que les brins complémentaires de
1'ADN chromosomique se séparent. Lors de la neutralisation en présen-—
ce de SDS et d'une forte concentration en sels, 1'ADN chromosomique

brutalement renaturé, précipite avec les débris cellulaires.

B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Une culture bactérienne de 5 ml (Luria sélectif), arrivée i sa-
turation (incubation toute la nuit, en agitation, i 30°C), est centri-
fugée. Le culot est repris dans 200 ul de Tris HCL 25 mM - glucose
50 mM - 10 mM EDTA - pH 8.

Placer cette suspension bactérienne dans un tube Eppendorf sté-
. rile puis ajouter 400 uyl de NaOH 0,2 M - SDS | % - Mélanger par in-

versions du tube - Laisser 5 mn 3 température ambiante.
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Ajouter 200 ul d'acétate de potassium 3 M ~ pH 4,8 - Mélanger

par inversions - Laisser 5 mn dans la glace.
Centrifuger 2 fois 10 mn pour &liminer complétement le précipité.

Extraire les proté&ines avec 0,5 volume de phénol/0,5 volume de

chloroforme puis 2 fois avec 1 volume de chloroforme.

Précipiter 1'ADN avec 0,1 volume d'acdtate de sodium 3 M - pH 8

et 2,5 volumes d'éthanol 100 % - Placer 30 mn 3 - 70°C.

Laver le précipité 3 1l'éthanol 70 7 pour &liminer l'acétate de

sodium.
Reprendre le culot d'ADN avec 50 Ul d'eau distillée.

L'ARN, présent en grandes quantit&s dans ces préparations, doit
étre éliminé par action de la RNase A (1 Ug de RNase A/ug d'ADN -

incuber 5 mn 3 37°C) juste avant électrophorése.
P

VII. ~ ELECTROPHORESE EN GEL D'AGAROSE

A. - PRINCIPE

L'électrophordse en gel d'agarose est actuellement la méthode la
plus utilis&e pour la séparation, l'identification et la purification
de molécules d'ADN. Celles-ci, étant chargées négativement (groupe-
ments phosphate), migrent vers l'anode lorsqu'elles sont placées dans

un gel traversé par unm champ électrique, 3 une vitesse qui dépend de

leur masse molé&culaire et de leur encombrement stérique.

-~

Les molécules d'ADN traversent un gel d'agarose 3 une vitesse qui
est inversement proportionnelle au logarithme décimal de leur masse
molé&culaire (HELLING et af. 1974). On établit expdrimentalement la

relation suivante :
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loglo M.R. = A logm M.M. + B

ou M.R. = migration relative mesurée sur le gel
M.M. = masse moléculaire d'une molécule - souvent 1l'inconnue
que l'on calcule
A et B = constantes caractéristiques de l'électrophorése, dé-

terminées grice 3 des molécules d'ADN témoins dont
les masses mol&culaires sont connues. Les molécules
témoins doivent avoir la méme configuration spatiale
que les molécules dont on veut calculer les masses

moléculaires.

Les molécules d'ADN plasmidique peuvent se présenter sous trois
formes différentes : une forme superhé&licoidale et les formes circu-
laire ouverte et linéaire qui dérivent toutes deux de la forme super-
hélicoidale respectivement par cassure(s) d'un ou des deux brins de
L'"ADN. Une préparation d4'ADN plasmidique est généralement constituée
d'un mélange de ces trois formes qui, bien qu'ayant la méme masse
moléculaire, n'ont pas les mémes vitesses de migration dans le gel

d'agarose en raison de leurs encombrements stériques différents.

Les migrations relatives de ces trois formes les unes par rap-
port aux autres dépendent de la concentration du gel en agarose. La
forme circulaire ouverte est toujours la moins rapide (pour des plas-
mides de masse moléculaire supérieure 3 30 Mdal., cette forme ne peut
pénétrer dans le gel et reste au niveau du d&pdt) ; la forme super-
hé&licoidale migre plus vite que la forme linéaire dans les gels de
0,4 & 0,6 7 mais la situation est inversée de 0,8 & 1,2 % en agarose
(au moins pour les plasmides de 4 i 10 Mdal.). Les concentrations voi-
sines de 0,7 7 sont & éviter car les formes superhélicoidale et liné-

aire sont alors confondues.

Les molécules présentant 3 la fois la m@me masse moléculaire et
la méme configuration spatiale migrent 3 la méme vitesse et forment
une bande dans le gel qui peut &tre visualisée grice 3 un colorant
fluorescent, le bromure d'é€thidium. Ce colorant intercalant qui pré-

sente une forte affinité pour les acides nucléiques (ADN ou ARN)
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émet une radiation rouge-orangée (590 nm - spectre visible) lorsqu'il

est irradié en U.V. (260 nm ou 300 3 360 nm).

B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les &lectrophoré&ses sont réalisées horizontalement (1/L/e : 10 cm -
21 em - 0,8 cm - Biorad electrophoresis cell 1415) ou verticalement

(14 cm - 16 em -~ 0,3 cm ~ Biorad Protean cell).

L'agarose (Sigma, grade ! - IBF indubiose A37NA) est dissous 3
chaud dans le tampon d'électrophor&se TBE (Tris 89 mM - EDTA 2,57mM -
Borate 89 mM - pH 8,3 - prénaré et stocké& 3 temp@rature ambiante, 12
fois concentré&). Ce tampon d'électrophor@se permet d'obtenir un champ
Electrique &levé (jusqu'a 10 V/cm) sans provoquer d'&chauffement ex-
cessif ou l'effondrement du gel (MEYERS et al. 1976). Les gels sont

néanmoins réfrigérés pendant la durée de l'électrophorése.

La concentration du gel en agarose varie suivant le type d'expé-
rience envisagé, de 0,6 7 (lyse directe sur le gel - visualisation
soit de plasmides entiers, soit de gros fragments de restriction) 3

0,8 - 1,2 2 (cartographie de restriction).
Le bromure d'éthidium est

- soit incorporé directement dans le gel d'agarose (qsp 0,5 pg/ml) ;
le bromure d'éthidium en s'intercalant entre les bases de 1'ADN de
maniéres différentes suivant la conformation des molécules (voir pu-
rification de 1'ADN plasmidique en gradient de CsCl/BrEtd) perturbe
légérement leurs migrations (environ 15 7 de réduction pour une forme
linéaire — MANIATIS et al. 1982), mais cet inconvénient est générale-
ment négligeable comparé 3 la possibilité offerte d'examiner le gel

pendant ou immédiatement aprds l'@lectrophordse ;

- soit placé dans un bain (gsp 0,5 ug/ml) dans lequel est immer-

gé le gel apré&s électrophor@se (45 mn).
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-

Le voltage appliqué (120 3 150 V) permet d'obtenir, suivant la
concentration du gel et le type d'électrophordse (horizontale ou

verticale), des durées de 2 h 3 4 h.

VIII, - CROISEMENTS BACTERIENS

A. - PRINCIPE

la mise en évidence et l'utilisation de la sexualité@ bactérienne
furent 3 l'origine de nombreuses connaissances fondamentales concer-

nant la structure et l'organisation de 1'information génétique.

A fa base de ces phénoménes sexuels de conjugaison bactériemnne,
on trouve un contact physique entre bactéries donatrice et ré&ceptrice
puis le passage de matériel génétique de l'ume 3 l'autre grice aux
propriétés de transfert (génes tra : "transfer ability") de facteurs

sexuels.

Ceux~ci sont capables 3 l1'&tat intégré de mobiliser tout ou par-

tie du chromosome bactérien de la bactérie donatrice, ou 3 l'&tat de

plasmide autonome :

- ou de s'autotransférer seul(s),

- ou de mobiliser certains ffagments chrbmosomiques ou plasmidi-
ques,

- ou de mobiliser un plasmide (gggf : mobilisable) de la souche
donatrice. Dans ce dernier cas, le facteur sexuel (Esgf) com-
plémente le plasmide mobilisé (gggf) en trans et est appelé
plasmide "Helper" (voir mécanismes possibles de cette mobili-

sation dans la partie Discussion).

Tout ou partie de l'information génétique transférée est comnser-
vée par la bactérie réceptrice par recombinaison "1l&gitime" (double
cross—-over, lorsqu'il existe des homologies entre informations exogéne

et endogéne) ou "illégitime" (dans le cas d'éléments génétiques trans-
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posables) ou lorsqu'elle fait partie d'un plasmide capable de s'y ré-

pliquer.

-~

Des plasmides 3 large sp&cificité d'hdte ou comportant plusieurs
ensembles différents de fonctions de réplication, natifs ou construits
in vitho, auto-transférables ou simplement mobilisables peuvent ainsi
passer et se maintenir dans des bactéries réceptrices taxonomiquement

éloignées de la bactérie donatrice.

Les transferts conjugatifs constituent la seule voie d'accds 3
1'information génétique de nombreuses bact&ries réfractaires i la

transformation bactérienne.

B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Dans le cas d'un transfert conjugatif d'un plasmide par mobili-
sation, il convient de préciser que plasmides"Helper' et mobilisé ne
doivent pas forcément se trouver dans la méme souche avant croisement.
Dans ces croisements triparentaux (2 souches donatrices -~ | réceptrice),
une souche donatrice "hybride'" contenant les deux plasmides se forme
par passage du plasmide "Helper' d'ume souche donatrice & l'autre.
L'ensemble plasmide "Helper' ~ plasmide mobilisé se transfére ensuite

dans la souche réceptrice.

Les précultures (milieux riches, sélectifs si possible) des sou-
ches donatrice(s) et réceptrice sont diludes (si nécessaire) de manid-
re 3 obtenir en 2 ou 3 divisions bactériennes (pour E. c0fL) une densi-
té optique comprise entre 0,3 et 1 (phase exponentielle de croissance)
pour la (les) souche(s) donatrice(s) et entre | et 2 pour la souche

réceptrice,

La (les) souche(s) donatrice(s) sont ensuite placées 30 mn 3

37°C sans agitation.

Le croisement est r&alisé en mélangeant 5 x 108 bactéries de
chacune des souches donatrice(s) et réceptrice et en filtrant la sus-

pension sur une membrane de nitrocellulose stérile (Sartorius -
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diamétre 35 mm - porosité 0,2 um ; appareil 3 filtrer Sartorius stéri-
le).

Le filtre est ensuite dépos& aseptiquement sur un milieu riche

gélosé (Luria) non-sélectif et incubé 3 30°C pendant 3 i 22 h.

Aprés incubation, les bact&ries sont remises en suspension dans
10 ml de milieu minimum et lavées deux 3 trois fols avec ce méme mi-

lieu pour &liminer toute trace de milieu riche.

En dernier lieu, les bactéries sont remises en suspension dans
5 ml de milieu minimum et &talées aprés dilution sur les milieux

appropriés.

IX. = ENZYMES DE RESTRICTION

A. - PRINCIPE

Les endonucléases de restriction reconnaissent des séquences spé-
cifiques de bases (site de reconnaissance de 1l'enzyme) sur 1'ADN bica-
ténaire et coupent (restriction) 3 proximité ou au niveau de leur(s)
site(s) de reconnaissance s'il(s) n'est ou ne sont pas proté&gé(s) par

méthylation (modification).

-~

Ces systé&mes de restriction et de modification sont 3 la base des
mécanismes de préservation de la spécificitd génétique des espdces
bactériennes ; la modification prot&ge l'information endogéne de l'ac-
tivité des enzymes de restriction cellulaires qui découpent en mor-

[ 4

ceaux tout ADN exogdne '"étranger" (non méthylé aux sites de reconnais-

sance des endonucléases cellulaires).

La spécificité de l'interaction de certaines endonucléases de
restriction avec 1'ADN n vitrho a fait de ces enzymes des outils par-

ticuliérement précieux en biologie moléculaire.
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On peut distinguer trois types d'enzymes différents : les types 1
et 3 ont 3 la fois une activité de modification et de restriction. Les
enzymes de type 2 n'ont qu'une activité de restriction ; chaque endo-
nucléase est associe dans la bactérie 3 une méthylase ; toutes deux

ont le méme site de reconnaissance.

Les endonucléases de type | coupent 3 une distance indéterminée

de leur site de reconnaissance et plus ou moins au hasard.

Ex. : Endonucléase de type 1 : Eco B

5! 3!
--—~- I TGANNNNNNNNTGCT
-=== 1A CTN'N'"N'N'N'N'N'N'ACGA

3 5!

site de reconnaissance

N T
Nl ] 1 1 i 1 1 IA

- - —

coupure

N : nucléotide indéfini

N': nucléotide associé a N suivant les régles d'appariement
(A-T, G=C)

Celles de type 3 coupent 3 l'extérieur ou dans leur site de recon-
naissance qui n'est pas forcément sym8trique. En raison d'une certaine
dégénérescence de la fonction de recomnaissance de l'enzyme, les deux
extrémités complémentaires, produites par coupures décaldes dans les
deux brins de 1'ADN, ne sont sp&cifiquesque d'un site de reconnaissan-
ce donné. Une méme enzyme de restriction produit une quantité d'extré-
mités cohésives différentes. Une extrémité monocatdnaire donnée n‘'a
pratiquement comme homologue que l'extrémité qui se trouvait en face

d'elle juste apré&s coupure par l'enzyme.

Ex. : Endonuciéase de type 3 : Bgl I

5 Y 3
=== |GCCNNNNNGGC|=nnm
=== | C G 6 N'N'N'N'N'C C G | ===~

3 5!
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Les enzymes de type 2 sont les seules qui soient utilisables en

biologie moléculaire et tout particuliérement dans les expériences de

clonage, Elles coupent prés de ou dans leur séquence de reconnaissance

qul a quatre ou six nucléotides de longueur et un double axe de symé-

trie. Les coupures décalées de part et d‘'autre de l'axe de symétrie

produisent des "extré&mités cohésives' se terminant soit en 5' (ex.

EcoRI), soit en 3' (ex. : PstI).

Ei' : EcoRI

5' —} 3"

=== GTAATT C|e=mm
“-== 1 C TTAA G| ===
3 f 5
Pstl
--—-=-1C TCAG A‘G ———-
~--=1G AGCT Cj--=-
e

f

D'autres enzymes de type 2 coupent au niveau

dans les deux brins de 1'ADN et donnent naissance

Les extrémités produites sont spécifiques de

dantes de l'origine de 1'ADN elles sont

recombinaison de 1'ADN 4n vithw.

En général, les enzymes de type 2 d'origines

sites de reconnaissance différents. Toutefois, il

schizoméres" qui recomnnaissent

5 1

3 §

51

3!

~

a

3! 5' 3'
g AATTC ---
CTTAR G ---

5' 3] 5'

3! ’ 1 f

CTCGA 5 g .23
g AGCTC ---

5 3 5

la base

de l'axe de symétrie

3 des "bouts francs'.

1'enzyme. Indépen-

des expériences de

différentes, ont des

existe des "'iso-

la méme séquence spécifique (ex.

Xmal et Smal isolées respectivement de Xanthomonas malvacearum et de

Sernatia marcescens). Il arrive également que les séquences tétranu-

cléotidiques de certaines enzymes soient incluses dans les sites de

reconnaissance hexanucléotidiques d'autres enzymes.
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Ex. : Mbol et Sau3A (isoschizoméres) reconnaissent la séquence

- - - -

OD
- >
= —
DO

- - - -y -

et BamHI

O
PR
56 >
-t T
= —
DO
oo

- - o - -

D'autres enzymes produisent, comme dans le cas précédent, des
extrémités cohésives compatibles bien qu'elles aient cette fois des

sites de reconnaissance différents.

Eﬁ; : BamHI
“-== | G'"GATC C|===-
----(C CTA GtG ———-

et BC1I
——— T‘G ATC A} -~=-
——— A CTAG, T/ ===

f

Ces quelques cas particuliers, loin de compliquer les choses,
ne font que multiplier les possibilités de recombinaison et de mani-

pulation de 1'ADN 4n vitho.

B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

1 - Digestion enzymatique simple

Les endonucléases de restriction utilisfes (type 2) sont
commercialis&es par Boehringer, Bethesda Research Laboratories, Sigma.
Elles sont conservées 3 - 20°C et doivent sé&journer un minimum de
temps 2 température ambiante lors des prélévements des volumes néces-
saires aux réactions enzymatiques. Des embouts de pipette automatique

propres et stériles doivent &tre utilisés pour chaque préldvement
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afin d'éviter la contamination du tube entier par de 1'ADN ou une au-

tre enzyme.

Chaque endonucléase a besoin de conditions particulidres de
réaction. Les principales variables, la temp@rature et la composition
du tampon de réaction, sont spécifies par le fabricant. Cependant,
les différences de composition sont souvent peu importantes ; aussi
est-il commode de diviser les endonucl@ases commercialisées en trois
grands groupes suivant la force ionique -~ faible, moyenne ou forte -
de leur tampon de réaction (voir '"core buffers' de Bethesda Research

Laboratories ; MANTATIS ef af. 1982).

COMPOSITION DES TAMPONS DE REACTION DES ENDONUCLEASES
COMMERCIALISEES (MANIATIS et af. 1982)

Composition NaCl Tris-HC1 MgClp DTT

Force ionique pH 7,5
faible 0 10 10 1
moyenne 50 10 10 1
forte 100 50 10 1

DTT : dithiothreitol
Valeurs du tableau en mM

Il ne faut ainsi préparer que trois tampons de réaction dif-

férents ; ceux—-ci sont comserv@s i - 20°C, 10 fois concentrés.

Les digestions enzymatiques sont réalisées en tube Eppendorf
(1,5 ml) stériles. De 0,2 3 1 ug 4'ADN sont chaque fois soumis 3 |
unité d'endonucléase dans un volume final de 20 & 50 ul. Une unité
d'enzyme est par définition la quantité nécessaire 3 la digestion
totale d'un microgramme d'ADN en une heure, dans 20 ul finaux et

dans les conditions optimales de température et de tampon de rdaction.
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Cependant l'origine de 1'ADN intervient &galement et si, par exemple,
il suffit bien d'une unité de SstII pour digérer totalement 1 ug
d'ADN de phage lambda ou d'adénovirus en une heure, plus de 10 unités
de cette méme enzyme ne parviendront 3 couper que 30 Z de 1'ADN du

phage @X174 RF dans les mémes conditions (voir fiche techmique SstII).

Les excés, soit d'enzyme, soit de durée de r&action, ne
nuisent pas au résultat obtenu. La réaction est hautement spécifique.
Etant donné le prix de ces enzymes, la surconsommation est quand mé-
me 3 éviter, L'augmentation du temps de réaction peut permettre d'ob-
tenir une digestion compl&te si nécessaire. Pour la cartographie de
restriction, les digestions partielles sont au contraire bien utiles
pour localiser les fragments les uns par rapport aux autres. Par
contre, pour les expériences de clonage, il est utile d'augmenter i
la fois la quantité d'enzyme et la durée d'incubation afin d'éviter

le "bruit de fond" résultant de digestions incomplates.
8

Les températures et compositions des tampons d'incubation,
optimalis@es et fixées par le fabricant, sont d'un point de vue pra-
tique tout & fait relatives. Mis 3 part les trois groupes de tampons
de réaction simplifiés précédemment &voqués, il est possible, par
exemple, de jouer sur la température d'incubation pour obtenir des
digestions partielles avec des enzymes sensibles aux différences de
température, ou pour simplifier la manipulation ; BClI, par exemple,
qui agit normalement 3 une température de 50-60°C, ne semble pas af-

fect&e par une incubation d 37°C.

De méme, les conditions de réaction sont optimalisées jus-
qu'3 preuve du contraire ; BOEHRINGER qui commercialise Pst I, s'est
par exemple apergu qu'on pouvait multiplier 1l'activité endonucléasique
de 1'enzyme par trois, en ajoutant du sulfate d'ammonium dans le tam-

pon de réaction qu'il pré&conisait.

Des températures élevées (65°C - 10 mn ; 70°C - 5 mn) inac-
tivent les endonucléases (certaines sont résistantes 3 65°C). De
méme, des concentrations supérieures & 10 % en glycérol ou 3 10 mM
en EDTA inhibent la réaction enzymatique (les endonucl&ases sont

conservées 3 - 20°C dans un tampon contenant 50 7 de glycérol ;
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1'EDTA chélate les ions Mg++ qui sont indispensables 3 la réaction).

Ces propriétés sont utilisées pour interrompre les réactions.

2 - Doubles, triples digestions

Quand 1'ADN doit &tre coup@ par plus d'une endonucléase
(clonage directionnel, cartographie de restrictiomn, ...), les diges~
tions peuvent &tre réalisées simultanément si les enzymes réagissent
dans le méme tampon. Sinon, il faut commencer par 1' (les) enzyme(s)
qui travaille(nt) dans le tampon ayant la force ionique la plus fai-
ble puis ajuster la force ionique grdce aux tampons de r8actiom dix

fois concentrés.

Il est possible &galement de précipiter 1'ADN entre chaque
digestion (ajouter 2 volumes d'éthanol 3 - 20°C et placer 30 mn 3
- 20°C) puis de redissoudre L'ADN dans le tampon de réaction de 1'en-

zyme suivante,

X: = CLONAGE

A. - PRINCIPE

La notion de clonage &voque la propagation d'un fragment d'ADN
étranger dans une population de bactéries réceptrices. Puisque géné-
ralement incapables de s'y maintenir tout seul, les génes &trangers
doivent &étre préalablement inséré@s ("cloné&s'") .An vitno dans un vecteur

qul assure leur maintien dans les bactéries.

Il convient de remarquer que l'idée méme d'expression des génes
clonés est absente de la seule notion de clonage (voir 'vecteurs d'ex-
pression” - MANIATIS e¢f af. 1982, BERNARD et HELINSKI 1980). Apparait
ici une différence importante existant entre modification du contenu

en ADN d'une bactérie et modification de son information génétique.
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Un vecteur plasmidique de clonage doit impérativement présenter

certaines qualités :

1) le plasmide doit &tre facile 3 préparer et 3 utiliser An vitho ;
un plasmide amplifiable, d'une taille inférieure & 15 kb et corré-
lativement, une bactérie non-pathogéne, croissant rapidement et se

lysant facilement, sont indispensables en pratique ;

2) il doit posséder un ou plusieurs sites uniques de restriction uti-
lisables pour le clonage ; l'insertion ne doit pas affecter les

fonctions de réplication du plasmide ;

3) des marqueurs génétiques (le plus souvent des g&nes de résistance
aux antibiotiques), inactivés ou non par l'insertion d'ADN aux
sites de clonage, doivent permettre la sélection des bactéries ré-
ceptrices transformées (voir plus loin "transformation bactérienne")
et le maintien du vecteur dans la population bact@rienme (pression

de sélection).
Le clonage consiste simplement :

a) & couper le vecteur et L'ADN que l'on veut y insérer par la (les)
méme(s) endonucléase(s) ou tout au moins, par des enzymes produi-

sant des extrémités compatibles ;

b) & mettre en présence les deux ADN ; des liaisons hydrog@ne se
créent spontanément entre les bases complémentaires d'extrémités

cohésives compatibles ;

c) @ reconstituer un squelette continu entre les deux ADN différents ;
la T4 - DNA Ligase catalyse la formation de liaisons phosphodiester

et "soude" les deux ADN ;

d) 3 transformer des cellules bactériennes "compétentes'" (aptes 3
recevoir de 1'ADN) avec le mélange et 3 sélectionner, grice au(x)
marqueur (s) génétique(s) du vecteur, les bactéries transformées.
En 1l'absence de marqueur génétique sur 1'ADN cloné dans le vecteur,
le probléme est de faire la différence entre les bactéries ayant
reqgu un vecteur reconstitué (sans fragment inséré) et celles qui

contiennent un plasmide hybride. Plusieurs techniques, utilisées
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au cours de ce travail, permettant de limiter la recircularisation
© parasite du vecteur et de sélectionner les clones contenant un plas-

mide recombinant, sont bri&vement présentées ci-dessous.

1 - Conditions de la réaction de ligature

En jouant sur le volume de la réaction de ligature (action
de la ligase), sur les concentrations relatives des deux ADN et de
leurs extrémités cohésives {(pour une méme quantité d‘'ADN, plus les mo-
lécules sont grandes, moins il y a d'extrémités cohésives), il est
possible de plus favoriser les appariements intermoléculaires (forma-
tion d'hybrides) qu'intramolé&culaires (recircularisation du vecteur

sur lui-méme).

2 - Inactivation d'un marqueur génétique par insertion

Dans l'exemple présent& 3 la figure !, l'insertion au site
de clonage Bam HI du vecteur pBR322 inactive le g&ne de ré@sistance 2
la tétracycline. La s€lection des clones résistants 3 l'ampicilline
puis sensibles 3 la tétracycline permet successivement de sélection-
ner les bactéries transformées et parmi elles, celles qui contiennent

un vecteur hybride.

Sortant du schéma théorique traditiomnel oli tout marche
toujours trop bien, il faut remarquer que ce plasmide hybride peut
n'8tre constitué que de deux pBR322 ligaturés ensemble. Deux orien-
tations différentes des plasmides, 1'un par rapport 3 l'autre, sont
possibles : l'une reconstitue un géne de résistance & la tétracycline
fonctionnel, l'autre un géne inefficient. Dans ce dermier cas, le

clone*

est bien ré&sistant & 1'ampicilline et sensible i la tétracy-
cline, le plasmide est bien hybride mais il ne nous int&resse pas. De
méme, la recircularisation du vecteur sur lui-méme ne reconstitue pas
toujours un géne de résistance fonctionnel (BOLIVAR 1978, MCRROW 1979).
Il est courant de constater que lors de clonage dans le géne de résis-

tance 3 la tétracycline du pBR322, 10 7 des clones sensibles 3 la ta-

tracycline (et ampicilline résistants) ne contiennent qu'un vecteur
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FIGURE 1 - INACTIVATION D'UN MARQUEUR GENETIQUE PAR INSERTION

insertion 4n vitro d'ADN au site BamHI du vecteur plasmidigue.pBR322

sélection des bactéries transformées ayant recu un vecteur, conférant la
résistance a 1'ampicilline, dont le géne de résistance & la tétracycline
a été inactivé par 1'insertion.
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reconstitué. Le géne de résistance n'est pas fonctionnel sans doute 3
la suite de phénomé@nes de délétion. Des cas inverses ont d&j3a été ob-
servés : l'insertion d'un c-DNA® au site PstI.du pBR322 n'a pas inac-
tivé le géne de résistance 3 l'ampicilline sans doute en raison d'une
complémentation par le fragment cloné des fonctions altérées par 1l'in-
sertion (VILLA-KOMAROFF et al. 1978). De méme, le clonage au site

Hind III du pBR322 inactive le promoteur et empéche 1'expression du
géne de résistance 3 la tétracycline. Cependant, dans certains cas,
des réarrangements génétiques intraplasmidiques ou 1l'insertion d'é-

léments génétiques transposables conduisent 3 la reconstitution d'un

géne fonctionnel (BRUNEL et af. 1983).

Le clonage dans le pBR322 semble &tre particulidrement pro-
blématique en raison de tous ces phénoménes secondaires qui viennent
interférer. Mais il faut signaler que ce plasmide est un des plus uti-
lisés en biologie moléculaire et de ce fait un des plus connu. C'est

pour cela qu'il semble présenter beaucoup de défauts.

Cette méthode de sélection ne concerne que les vecteurs
contenant au moins deux marqueurs génétiques. C'est l'une des plus
courantes mais malgré sa simplicit&, elle peut réserver quelques

surprises.

3 - Clonage directionnel

Les vecteurs présentent généralement plus d'un site de clo-
nage. Un moyen d'éviter la recircularisation du vecteur consiste 3
le couper par deux enzymes produisant des extrémit&s qui ne seront
pas compatibles. La forme linéaire du vecteur ne pourra pas se re-
fermer sous l'action de la ligase et aura une efficacité de transfor-
mation trés faible. Une forme circulaire viable n'est produite 3 par-
tir de ce vecteur linéarisé que lowsqu'un fragment présentant des ex-

trémités cohésives compatibles avec celles du vecteur, vient les

réunir (fig. 2).
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Les deux sites de restriction doivent 8tre situés relative-
ment proches l'un de 1l'autre. L'élimination du plus petit des frag-
ments est imp&rative car, &tant donné sa petite taille, il viendrait
s'insérer préférentiellement dans sa position initiale, au détriment

-

du fragment 3 cloner.

Ce clonage est directionnel puisque, contrairement au clo-
nage habituel dans un seul site de restriction dans lequel le frag-
ment inséré peut présenter deux orientations différentes, il ne peut
ici se placer que d'une seule fagon, en raison des extrémités pro-

duites différentes.

4 - Déphosphorylation du vecteur linéaire

La DNA ligase ne catalyse la formation d'une liaison phos-
phodiester entre deux nucléotides adjacents que lorsque l'un des nu-
cléotides présente un groupement phosphate en 5' et l'autre un grou-
pement hydroxyl en 3'. Il est possible de minimiser la recircularisa-
tion du vecteur sur lui-méme ou sa polymérisation en enlevant les
groupements phosphate en 5' de chaque extrémité du vecteur grdce 3 une
phosphatase. Un fragment d'ADN présentant des extrémité&s cohésives
compatibles avec celles déphosphorylées du vecteur et des groupements
phosphate en 5' peut &tre ligaturé avec le vecteur et produire ainsi
une forme circulaire hybride. L'efficacité de transformation de ce
plasmide qui présente deux discontinuités dans son squelette (fig. 3)
est l8gdrement inférieure 3 celle d'un ADN plasmidique sous forme
superh&licoidale (voir "transformation bactérienne") mais est de
beaucoup supérieure 3 celle du vecteur rest& linaire. Presque tous

les clones transformés contiennent des plasmides recombinants (la

recircularisation d'une forme lindaire 4in vdivo est possible).

Cette sélection directe des plasmides contenant un fragment
cloné autorise l'insertion d'ADN dans un site de clonage situé en
dehors de marqueurs génétiques, ce qui serait autrement techniquement
difficile 3 réaliser (au niveau des bactéries transformées, le seul
critére de sélection applicable serait des différences de taille en-

tre plasmides recombinants et recircularisés).
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B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

1 - Conditions de la réaction de ligature

Les enzymes de restriction et la ligase (T4-DNA-Ligase ;
Boehringer) travaillent en sens opposés. Il est donc nécessaire d'é&li-
miner toute activité endonucléasique de la préparation avant ligatu-
re, soit par inactivation thermique (70°C - 10 mn), soit par dénatu-

ration et extraction des proté@ines enzymatiques au phénol/chloroforme.

La ligase est inhib&e par des concentrations en sels supé-
rieuresd 75 mM. Il faut donc, soit diluer les tampons de réaction des
endonucléases utilisées, soit précipiter 1'ADN avant de le redissou-

dre dans le tampon de r8action de la ligase,.

-

Un rapport - extrémité&s coh&sives de 1'ADN 3 cloner/
extrémités cohésives du vecteur - &gal ou supérieur 3 3 permet de mi-

nimiser la recircularisation du vecteur.

Des volumes faibles de réaction {(10-20 ul) favorisent les
rencontres aléatoires entre extrémit&s cohésives de molécules diffé-
rentes. Des volumes plus importants (supérieurs i 50 ul, pour la méme
quantité d'ADN) facilitent plutdt la réunion des extrémitéds cohésives
d'une mé@me molécule. Cette recircular&sation, & éviter dans le cas
d'une expérience de clonage, peut &tre désirée dans d'autres circons-—

tances (ex. : création de mutants de délétion...).

La quantité totale d'ADN par réaction doit &tre d'environ-

1 microgramme.

Liaisons entre

DY bl in léculair intermoléculair no1ymér
— extrémités cohésives tramoléculaires termoléculaires polyméres

Concentrations
finale en ADN 10-20 ng/u1 50-100 ng/ul < 200 ng/ul

recircularisation - formation de clonage dans -

Utilisation du vecteur plasmides hybrides des cosmides
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La concentration en enzyme de la pré&paration commerciale,
la composition du tampon de r&action et la quantité de T4-DNA-Ligase

d utiliser par réaction, sont spécifides par le fabricant.

Les températures et dures d'incubation sont tr&s variables

suivant les sources (de 37°C & 4°C et de 2 h 3 plusieurs jours). Un

3 trois jours d'incubation 3 4°C donnent de bons résultats.

2 - Clonage directionnel

Lorsque les deux sites de restriction utilisés sont tr&s pro-
ches l'un de l'autre, le petit fragment d'ADN non-dé&siré, générateur
d'interférences, peut &étre &liminé par précipitation sélective. En
effet, les fragments d'une taille inférieure i 100 bp précipitent

trés mal 3 l'&thanol. Cela &vite une purification fastidieuse du vec-

teur par électrophorése.

3 - Déphosphorylation

Aprés restriction du vecteur, vérifier la coupure par élec-—
trophorése. Les digestions partielles sont absolument & &viter -
Augmenter les quantités d'endonucléases et les durdes d'incubation.
L'absence de formes superhélicoidales et circulaires ouvertes du vec-
teur, constatée par électrophor@se, est une condition strictement né-

cessaire (mais malheureusement pas toujours suffisante).

Ajuster 3 10 mM en EDTA et 0,1 7 en SDS ; l'&limination par
déprotéinisation des enzymes de restriction sera plus facile et en-

trainera moins de pertes en ADN.

Extraire les protéines une fois avec 0,5 volume de phénol
saturé en Tris-HClL 100 mM - pH 8 et 0,5 volume de chloroforme, puis
2 fois avec un volume de chloroforme. Il est possible d'extraire
1'ADN piégé dans la phase phénolique avec un volume de TE (Tris-HC!

1 mM - EDTA 1 mM - pH 8).
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Précipiter 1l'ADN avec 0,1 volume d'acétate de sodium 3 M

et 2,5 volumes d'&thanol -~ placer 30 mn 3 - 70°C.

-~ -

Aprds lavage 3 l'éthanol 3 70 7, reprendre le culot danms
100 pl de Tris-HC1 10 mM - pH 8 (WAIN-HOBSON et af. 1983) - Ajouter
0,01 unité de phosphatase alcaline de l'intestin de veau (Boehringer)
pour 1 picomole d'extrémité&s 5' ou 3' (1 picomole d'extrémités d'un

ADN linéaire de 4 kb est &gale & 1,6 ug -~ MANTATIS et al. 1982).

Incuber 45 mn 3 37°C puis extraire les protéines 2 fois
avec 0,5 volume ph&nol/0,5 volume de chloroforme et 3 fois avec 1

volume de chloroforme.

-

Précipiter 1'ADN 3 1'&thanol et reprendre le culot dans du

TE 3 la concentration finale de 1 ug/ul.

XI. = TRANSFORMATION BACTERIENNE

A. - PRINCIPE

La caractéristique principale du génie génétique est certaine-
ment le passage et la manipulation du supportde l'information géné-
tique An vitrno. L'extraction de 1'ADN 3 partir de cellules vivantes
marque le passage de l'information génétique An vitro, 13 ol travail=-
lent de nombreuses enzymes de la cellule mais dans un sens et une

séquence voulus par l'homme.

La transformation bactérienne est le pendant de l'extraction, la

méthode qui permet le retour {n vdvo.

En observant 1l'augmentation de la pénétration de 1'ADN de phage
lambda dans des cellules bactériennes, MANDEL et HIGA (1970) furent
d la base des méthodes de transformation bact8rienne. COHEN ef al.
(1973) démontrirent que le traitement au CaCl, permettait Egalement

l'introduction d'ADN plasmidique dans des bactéries.
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Les méthodes actuelles optimisées du point de wvue efficacité de
transformation, permettent d'obtenir de lO5 3 107 bactdries transfor-
mées (ayant recu de 1'ADN) par microgramme d'ADN de pBR322 sous forme
superhélicoidale. Cette fréquence peut paraitre impressionnante mais
il faut réaliser qu'un microgramme de plasmide de 4 kb correspond 2
quelques 10!! molécules ; au mieux, un plasmide environ sur 10 000
arrive donc 3 destination. Tr&@s peu de bactéries traitées au CaCl,

sont vraiment "compétentes'.

L'efficacité de transformation, pour une souche donnée, est fonc-
tion de la configuration spatiale, de la taille (masse moléculaire),

de 1'ADN transformant et de la compétence des cellules réceptrices.

Le CaCl2 doit désorganiser localement les barridres physiques
séparant l'intérieur de la bactérie du milieu extracellulaire. Plus
une molécule d'ADN est petite et compacte mieux elle arrive 3 pénétrer
dans la bactérie grdce 3 ces discontinuités et 3 u’choc thermique.
Pour un méme plasmide, les formes superhélicoidales sont les plus
efficaces, viennent ensuite les formes circulaires ouvertes (75 %
du rendement des formes superhé&licoidales) et tré&s loin derriére,
les formes linéaires (0,4 7/formes superhé&licoidales) (HANAHAN 1983).
Pour une méme configuration spatiale, le rendement de transformation
diminue linéairement en fonction de l'augmentation de la masse
moléculaire (HANAHAN 1983). Lorsque le clomage de grands
fragments est nécessaire (ex. : &tablissement de banques de gé&nes),
il est préférable d'utiliser un vecteur cosmidique (plasmide + site
cos du phage lambda) et l'encapsidation {n vitho. Dans ces cas extré-
mes, l'insertion classique de tels fragments dans un vecteur ainsi
que la transformation bactérienne ne sont pas réalisables (voir

MANIATIS et al. 1982, WAIN-HOBSON et af. 1983).

La compétence des cellules réceptrices &volue en fonction du
temps ; l'efficacité de transformation augmente de 4 i 6 fois lorsque
les bactéries sont maintenues dans le CaCl2 a4 4°C pendant de 12 3
24 h (DAGERT et EHRLICH 1979) ; elle diminue ensuite pour retrouver

sa valeur initiale 24 h aprés.
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B. - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

La souche réceptrice doit &tre déficiente du point de wvue des
syst@mes de restriction et de recombinaison (r~, m~, recA - les
phénoménes de recombinaison ne sont quand méme pas toujours évitds =~

TOMILIN et HOFEMEISTER 1982).

Le CaCl2 a une action dé&létére sur les bactéries (plus ou moins

sensibles suivant les souches), aussi est-il nécessaire :

- de maintenir pipettes, CaClZ, tubes - et les bactéries dans la glace,

- de ne pas "vortexer' les souches HBIOl et C600 en présence de CaCl2
(les souches GM272 et GM161, beaucoup moins fragiles, doivent au

contraire &tre un peu malmenées).

Inoculer 100 ml de Luria (fiocle de 250 ml) avec de 1 & 3 ml (sui-
vant la D.0.) d'une préculture de la souche réceptrice. Mettre en in~

cubation & 30°C (idéalement 37°C) sous agitation vigoureuse.

Lorsque la densit@ optique (600 nm) atteint la valeur de 0,6 =~
0,7 (la culture doit &tre en phase exponentielle de croissance), récu-

pérer les bactéries par centrifugation (5 mn =~ 7 000 tpm - 0°C).

Reprendre le culot dans 0,5 volume de CaCl2 100 mM (non tamponné)

froid.

Centrifuger comme précédemment et reprendre le culot dans 0,5

volume de CaCl2 froid - Laisser de 20 3 30 mn dans la glace.

Centrifuger et reprendre dans 1/208me (du volume initial) de CaCl2
100 mM - conserver les bactéries dans un tube 3 hémolyse en verre, dans

la glace, jusqu'au lendemain.

Mélanger : - 2 volumes de bactéries compétentes

- 1 volume d'ADN (réaction de ligature, par exemple).
Laisser 15 mn dans la glace.

Choc thermique : 30 s. - 37°C/30 s. - 0°C, cing fois.
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Diluyer au 1/10&me avec du Luria (non-sélectif) et incuber de

-

45 mn 3 1 h 30 (30 ou 37°C, agitation vigoureuse).
Etaler 100 ul par boite de P&tri.

Incuber 3 37°C pendant la nuit.



RESULTATS
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I, - pRme 19a

A. - DETECTION

La souche M19S de Rhizobium meliloti contient 3 plasmides, pRme
19a (plasmide - p - le plus petit - a - de la souche Mi9S - 19 - de
Rhizobium - R - EEKLKOZL - me - ROSENBERG ot al. 1981 ; environ
7,5 kb), pRme 19b (environ 220 kb) et pRme 19c (Mégaplasmide > 700 kb)
(photo 4). Mises en évidence au cours d'une &étude systématique du con-
tenu plasmidique des souches de R. melifotl{ du laboratoire (PINET
1980), cette souche et surtout la fréquence d'apparitiom et la taille
du pRme 19aretinrent l'attention. En effet, sur les quelques 50 sou-
ches &tudifes, une seule présentait un plasmide d'une masse moldculaire
aussi faible (la masse moléculaire du pRme 19a est de 5 3 6 fois plus
faible que celle du plasmide que l'on considérait comme le plus petit
chez Rhizobium). PUHLER et af. (1982) ont depuis décrit 2 souches pré-
sentant un plasmide de masse moléculaire identique 3 celle du pRme 19a,
sur 250 souches de R. mel{fot{ isol&es dans la région de Cologne

(Allemagne).

Sans préjuger des implications biologiques de ces plasmides cryp-

*

tiques™, les deux laboratoires se sont lancés pragmatiquement dans

1'exploitation de leurs fonctions de réplication chez Rhizobium.

Nous présentons dans ce travail la construction, & partir du
pRme 19a, d'un plasmide utilisable comme vecteur de clonage chez Rhl-

zobium mais &galement chez Agrobacterium.

B. - ISOLEMENT

Au cours de notre travail de D.E.A., nous avons expérimenté plu-
sieurs méthodes de préparation d'ADN plasmidique adaptées 3 Rhizobium
(FACON 1981). Ces méthodes se sont révélées plus inadéquates les unes
que -les autres, produisant des quantités dérisoires d'un mélange des

PRme 19 a et b qu'il Etait nécessaire de purifier par &lectrophorése
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(séparation suivant la masse moléculaire) apr@s ultracentrifugation
en CsCl/BrEtd (séparation suivant la configuration spatiale de 1'ADN).
Le rendement final en pRme 19a &tait tellement faible qu'il fallait
produire en fermenteur la masse cellulaire nécessaire 3 la production
desquelques microgrammes d'ADN utilisés dans les premiers essais de

cartographie de restriction.

Paradoxalement, une méthode utilisée chez Eschernichia cof{ pour
la préparation de vecteurs plasmidiques de petite taille (< 22 kb),
nous donna satisfaction. Appliquée 3 une culture de R, melifoti MI19S
en phase exponentielle de croissance, elle permet d'obtenir sélective-
ment 1'ADN du pRme 19a, avec un rendement d'environ 50 ug/200 ml de
culture bactérienne, ce qui est correct pour un plasmide non-amplifiable
au chloramphénicol. Les plasmides de grande taille, en particulier
pRme 19 b et ¢ restent coincés dans les débris cellulaires et sont
totalement &liminés. La culture bactérienne doit impérativement avoir
une densité& optique (600 nm) inférieure 3 1 ; au-deld, des modifica-
tions physiologiques intervenant en particulier au niveau de la paroi

bactérienne affectent les conditions de lyse et le rendement.

C. - CARTE DE RESTRICTION

Les enzymes de restriction suivantes ne coupent pas pRme 19a :

BamHI, BglII, Bst EII, EcoRI, Hind III, KpnI, PstI, Smal, Xbal.

SalIl, BclI et Clal coupent pRme 19a respectivement en 1, 2 et
5 points (photo |, B). La carte de restriction du pRme 19a, présentée
3 la figure 4, situe, les uns par rapport aux autres, les différents
fragments de restriction produits en simples et doubles digestions

par les enzymes BeclI, Clal et Sall.
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pPBRRM 1 " pRme19 a

M19S Ce600 M198S

PHOTO 1 - PROFILS DE RESTRICTION DES PLASMIDES pRme 19a et pBRRM1
(ISOLE DE RHIZOBIUM MELILOTT M19S ET D'ESCHERICHIA COLI
C600) POUR LES ENDONUCLEASES BclI, Clal et Sall

Electrophorése horizontale en gel d'agarose (1,2 %)
(tampon TBE, 2 H 45 - 150 V)

De gauche a droite :

- pBRRM1 isolé de R. meliloti M19S :
1. Bell 3 2. Clal 5 3. BclI - Clal ; 4. Bcll - Sall ; 5. Sall - Clal

- pBRRM1 isolé d'E. cot{ C600 :
1. Sall ; 2. Clal ; 3. BclI - Sall ; 4. Sall - Clal

- pRme 19a isolé de R. meliloti M19S

1. Bcll - Clal 5 2. Bell - Sall 5 3. Sall - Clal ; 4. Bell ; 5. Clal
6. Sall

f,r.u,\'“\
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Représentation schématique de la photo 1 :
A : pBRRM1 isolé de Rhizobium melifoti M19S :
1. Bcll 3 2. Clal ; 3. Bc1I - Clal ; 4. Bcll - Sall ; 5. Sall - Clal
B : pRme 19a isolé de R. meliloti M19S :
1. Bcll - Clal ; 2. Bc1I - Sall ; 3. Sall - Clal ; 4. BclI ; 5. Clal

(voin Les cantes de nestriction des pRme 19a et pBRRMI aux figures 4 et 5)
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Clal

FIGURE 4 - CARTE DE RESTRICTION DE pRme 19a POUR LES ENDONUCLEASES BclI,
Clal, Sall

(‘ 9‘03)
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I1. - CLONAGE DU pRme 19a paANS LE pBR322

pBR322 est l'un des vecteurs plasmidiques de clonage les plus
utilis&s chez Escherdichia coli. De petite taille (4,3 kb), amplifiable
au chloramphénicol, il confére les résistances & l'ampicilline et 3
la tétracycline et porte de nombreux sites uniques de clonage (BOLIVAR
et al. 1977). Non-conjugatif et peu mobilisé par la plupart des plas-
mides auto-transmissibles connus (BOLIVAR et af. 1977), il présente
un niveau de sécurité appréciable dans les expériences de génie géné-
tique. Cependant, des syst&mes de mobilisation ont &té récemment
développés ; ils permettent le transfert conjugatif du pBR322 et de
ses dérivés, en particulier vers les Rhizobiacées (COVARRUBIAS et al.
1981, VAN HAUTE et af. 1983, LONG et af. 1983).

Le clonage des fonctions de réplication du pRme 19a pouvait s'en-

visager de deux manidres différentes

- soit par insertion dans un plasmide d'Escherichia cofl, mobilisable
vers Ril{zoblum, de fragments de restriction du pRme 19a, produits
par digestion partielle de ce plasmide par une enzyme de restriction
ayant de nombreux sites de coupure (séquence de reconnaissance té-
tranucléotidique). Le fragment insé&ré contenant les fonctions de
réplication du pRme 19a intactes, assurerait le maintien du plasmi-
de hybride aprés transformation chez E. cofi et mobilisation vers
Rhizobium,

- soit par insertion dans ce vecteur d'Escherdichia coll, du pRme 19a
entier, linéarisé par une enzyme de restriction coupant en dehors
des fonctions essentielles 3 la réplication. Ne pouvant savoir a
prlcnl si la coupure inactive ou non ces fonctions du pRme 19a, il
ne reste qu'd tenter le clonage. C'est cette voie que nous avons
choisi en insérant pRme 19a linarisé par Sall dans le pBR322, au
site de cette méme enzyme situé dans le g&ne de résistance 3 la

tétracycline.

pRme 19a et pBR322, linéarisés séparément par Sall, ont été
précipités i 1'éthanol et m&langés dans un rapport 4/1 (pRme 19a/
pBR322) aprés redissolution des ADN dans le tampon de réaction de

la T4-DNA ligase (Boehringer) - 0,025 unité de ligase/ul de réaction
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(volume final : 27 ul) assura la ligature du mélange pendant 48 h 3
4°c,

-

Ce mélange servit & transformer des bactéries de la souche C600

d'E. cofl rendues compétentes par traitement au CaCl,.

Les colonies apparues apr@s une nuit 3 37°C sur milieu de Luria
additionné d'ampicilline (50 pg/ml) furent repiquées sur des milieux
Luria - ampicilline et Luria -~ tétracycline (10 ug/ml) (voir Matériels
et Méthodes : Inactivation par insertion d'un marqueur génétique). Les
bactéries ré&sistantes 3 l'ampicilline et sensibles 3 la tétracycline
furent passées en &lectrophor&se (lyse directe sur le gel) et la
taille de leur plasmide comparée 3 celle de plasmides témoins (pKC7

5,8 kb ; pBR322 dimére : 8,6 kb).

Sur 35 clones résistants 3 l'ampicilline, 30 &taient sensibles &
la tétracycline mais un seul, parmi eux, hébergeait un plasmide dont
la taille semblait correspondre 3 un hybride pBR322 - pRme 19a (photo
2). La nature hybride de ce plasmide, appel& pBRRM! (pBR pBR322 -
RM1 - Rhizobdium meliloXl -) fut par la suite confirmée.

Préparé 3 partir de ce clone E.coli{ C600 (pBRRM1), ce plasmide
se révéla parfaitement amplifiable au chloramphénicol (rendement :

600 ug d'ADN plasmidique pour 200 ml de culture bactérienne).

La photo 3 nous présente l'électrophordse de L'ADN du pBRRMI
traité (2, 5, 6) ou non (1) par les endonucléases Sall (6) et Clal
(2), seules ou en combinaison (5), entouré des ADN t&moins du
pRme 19a (3, 4) et du pBR322 (7, 8), tous deux 3 l'origine du pBRRMI,

soumis aux mémes enzymes, dans les mémes conditions.

Les pistes 6 et 4 mettent en évidence le caractdre hybride du
PBRRM] (l'enzyme S8all servit au clonage) et la présence du pRme 19a
entier dans ce plasmide. Mais le vecteur pBR322 de cet ADN de Rhizo-
bium chez E. coli a augmenté de taille par rapport au plasmide de
départ (6, 8).
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alvéoles

PHOTO 2 - LYSE DIRECTE SUR LE GEL DE CLONES D'ESCHERICHIA COLI C600
RESISTANTS A L'AMPICILLINE ET SENSIBLES A LA TETRACYCLINE
APRES TRANSFORMATION PAR LE MELANGE DE LIGATURE
pBR322-Sal1l/pRmel9%a-Sall

Electrophorése horizontale en gel d'agarose (0,8 %)
(tampon TBE, 1 H - 20 V/4 H - 130 V)

1. @ 8. clones résistants & 1'ampicilline et sensibles & Ta tétracycline
(piste & = C600 (pBRRM1))
9. témoin E. coll HB1O1 (oKC7) (5,8 kb)
10. témoin E. cod{ HB1O1 (oBR322 dimére) (8,6 kb)
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Electrophorése horizontale en gel d'agarose (1 %)
(tamoon TBE, 3 H - 130 V)

1 2 3 4 3 8 7 8
== = == = [———} [ == e kb
1
2
—_—3
7.3
—_— 4.3
A
B2 — —_ 1.5
c —
—_ 0.6
Yy —

PHOTO 3 - ANALYSE DU pBRRM1 ISOLE DE LA SOUCHE C600 D'ESCHERICHIA COLI

1. témoin pBRRM1 (1 : forme circulaire ocuverte, 2 : forme superhélicoi-
dale, 3 : forme linéaire) ; 2. pBRRM1 Cial (voir photo 1) ; 3. pRme 19a
Clal ; 4. pRme 19a Sall ; 5. pBRRM1 Sall - Clal ; 6. pBRRM1 Sall ; 7.
pBR322 Sall - Clal ; 8. pBR322 Sall
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L'enzyme ClaI, bien que coupant 1'ADN du pRme 19a isolé de R.
meliloXti M19S de manidre tout 3 fait normale (3), ne semble pas agir
sur celui-ci lorsqu'il fait partie du pBRRM1 (5) et qu'il est isolé&
de la souche C600 d'E. col«.

Des 6 sites Clal, théoriquement présents dans 1'ADN du pBRRMI
(5 pour pRme 19a, 1 pour pBR322), un seul est encore reconnu par
1'enzyme (2), celul du pBR322 (5).

Une double digestion Sall - Clal du vecteur pBR322 avant (7) et
aprés clonage (5), nous permet de localiser la zone modifide qui a

augmenté de taille, dans le petit fragment Sall - Clal du pBR322.

Le plasmide pBRRMI retenu est donc bien un hybride entre le
pRme 19a et le pBR322, mais ce dernier semble avoir subi dans la
souche C600 quelques modifications qui se traduisent par une augmen-
tation de taille d'environ 1 000 bp du petit fragment Sall - Clal

de ce plasmide.
L'enzyme de restriction Clal parait trouver des différences

- entre ses sites de reconnaissance situs sur 1'ADN du pRme 19%a
lorsque celui-ci est isolé@ 3 partir de la souche MI19S de R. melilo-

ZL et 3 partir de la C600 d'E. cold,

- entre son site unique situ& dans le pBR322 et ceux du pRme 19a

lorsque pBRRM! est isolé de la souche C600.

De méme, l'enzyme BclI, qui coupe pRme 19a en 2 points lorsqu'il
est 1solé de la souche MI19S, ne coupe pas pBRRM1 (il n'y a pas de
site Bell sur le pBR322 - SUTCLIFFE 1979).

Les enzymes BclI et Clal ne reconnaissant plus 1'ADN du pRme 19a,
il n'était pas possible de déterminer l'orientation de celui-ci dans

le pBR322 et d'établir la carte de restriction du pBRRMI.
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111, - UNE RESISTANCE INATTENDUE

Alors qu'il devait servir de témoin de sensibilité i un milieu
sélectif, le clone C600 (pBRRMI) se révéla fortuitement résistant 3

la kanamycine.

Apré&s vérification de la sensibilité 3 la kanamycine des souches
C600 (qut servit de souche réceptrice pour la transformation du mé-
lange de ligature pBR322 Sall/pRme 19a SalIl) et HBIO! (pBR322) (&
partir de laquelle a &t& préparé le pBR322 dans lequel a &té inséré
pRme 192 : le pBR322 initial ne conf&re donc pas de résistance i la
kanamycine) et puisque cette résistance semblait indubitablement lige
au plasmide pBRRM! (la souche C600, sensible & la kanamycine, retrans-—
formée par pBRRMI!, devenait résistante), 1l restait trois possibili-

tés 3 envisager :

- ou cette résistance est liée 3 la modification intervenant au ni-

veau du pBR322,
- ou elle est due 3 la présence du pRme 1%9a dans pBRRMI,

- ou les deux 3 la fois,

Une expérience simple consistant 3 récupérer le vecteur pBR322
modifi&, nous permit d'&tre fix& (fig. 6). pBRRMI fut successivement
coupé par Sall, soumis & l'action de la T4-DNA ligase dans des con-
ditions favorisant la recircularisation et servit 3 transformer la
C600 compétente. Des clones résistants 3 l'ampicilline, pré&sentant
en électrophorése des plasmides lé&g&rement plus gros que le pBR322
mais tous de taille identique, furent s&lectionné&s et se révélérent

aussi résistants 3 la kanamycine que la C600 contenant pBRRMI.
Cette résistance est donc

- bien conférée par pBRRMI et pBR::x (pBR322 modifié),
-~ indépendante du pRme 19a,

- liBe 3 la modification "x" du pBR322 (puisque le pBR322 de départ

ne confére pas cette résistance).
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Elle est au moins &gale 3 500 ug de kanamycine/ml de milieu riche
liquide chez E. cofd, & 250 ug/ml en milieu liquide et gé&losé&, riche
ou minimum chez E. cof{ ou chez Rhlzobium et Agrobacterium. -

IV, - MOBILISATION DU pBRRMI1

Les fonctions de réplication du pBR322 sont, comme nous venons
de le voir, capables d'assurer le maintien du pBRRMI chez E. coldl.
Inversement, pRme 19a, dans lequel est insé&ré& pBR::x, devrait pouvoir

se répliquer chez Rilzobium sauf

- si l'insertion au site Sall a inactivé les fonctions de réplication,

- si ces fonctions ont &té alt&rées lors du séjour dans la souche
C600 ; en effet, l'information génétique portée par le pRme 19a
peut se révéler délétdre pour E. co0ll et entrainer la mise en mar-
che de mécanismes de défense provoquant des dé&létions, des recombi-
naisons ou l'insertion d'éléments transposables dans 1'ADN cloné
(AMSTER et af. 1982). De méme, l'absence de pression sélective pour
l'information originaire de Rh{zobiwm peut autoriser une certaine

dérive génétique (MORROW 1979),

- si les systémes de restriction ou de recombinaison des souches de

Rhizobium ne tol&rent pas la présence de séquences d'ADN &trangéres.

En l'absence de méthode de transformation bactérienne utilisable
chez Rhlzobium, le seul moyen de vérifier si les fonctions de rédpli-
cation du pRme 19a sont toujours fonctionnelles, est de mobiliser
pBRRM! d'E. coll vers Rhizobium. Il fallait donc trouver un systéme

de mobilisation.

COVARRUBIAS et afl. (1981) ont développé un systéme de mobilisa-
tion du pBR322, composé de deux plasmides mobilisateurs., L'un, ColK,
synthétise au moins une protéine qui interagit avec une région du
PBR322 et rend possible sa mobilisation par R64 drd 11, un plasmide

conjugatif.
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En attendant de receveir ce syst@me spécifique de mobilisation
que j'avais demandé aux auteurs, j'expérimentais, vis-&-vis du pBRRMI,
les possibilit&s du pRK2013, un plasmide mobilisateur portant les
génes de transfert (tra) d'un plasmide & large spécificité d'héte, le
RK2 (FIGURSKI et HELINSKI1979). Spécialement congu pour mobiliser
PRK290 (portant les fonctions de réplication 3 large spécificité d'hd-
te du RK2) vers de nombreuses bactéries i gram-négatif (DITTA et al.
1980), pRK2013 n'était pas a prioil particulidrement adapté 3 la mo-
bilisation de plasmides dérivés du pBR322 et ce d'autant plus que

pRK2013 et pBR322 appartiennent au méme groupe d'incompatibilité*.

A. - MOBILISATION VERS ESCHERICHIA COLI

Dans un premier temps, pour mettre en &vidence un &ventuel phé-
noméne de mobilisation des pBRRMI et pBR::x par le pRK2013, je me
limitais & des croisements entre souches d'E. c0f{, car le plasmide,
s'il est mobilisé&, peut utiliser dans la bactérie réceptrice les

mémes fonctions de réplication que dans la bact&rie donatrice.

Ces croisements mettent en jeu trois souches d'E. coldl (croise-
ments triparentaux) : 2 souches donatrices, l'une contenant le plas-
mide 3 mobiliser, l'autre le plasmide "'Helper', pRK2013, et une sou-

che réceptrice.

Les souches donatrices HB101 (pRK2013), HBIOI (pRK290) (témoin
positif de mobilisation par pRK2013) C600 (pBRRM1), HBIO! (pBR322),
C600 (pBR::x) sont auxotrophes et la souche réceptrice, W3350, proto-
trophe. |

Un milieu minimum contenant de la tétracycline (10 ug/ml) ou
de 1l'ampicilline (50 nug/ml) permet de sélectionner les bactéries
réceptrices (prototrophes) ayant regu par mobilisation le plasmide
conférant la résistance 3 la tétracycline (pRK290) ou 3 l'ampicilline

(pBR322 ou pBR::x ou pBRRMI).



Les pBR::x et pBRRMI devaient se révéler mobilisables par
pRK2013, mais pas pBR322. Comme la résistance i la kanamycine, la
mobilisation semble &@tre indé&pendante du pRme 19a et &tre 1liée 3
la modification du pBR322. De plus, l'incompatibilité des plasmides
mobilisateur et mobilisé ne semble pas jouer ou tout au moins empé-

cher la mobilisation.

B. - MOBILISATION VERS RHIZOBIUM MELILOTI M19S

Méme sachant pBRRM! mobilisable par pRK2013 vers E. cofdl, il
faut bien admettre que cette tentative de mobilisation vers Rhlizo-

bium comportait plusieurs inconnues

- bien qu'il soit mobilisable vers E. col{, pBRRMI ne l'est pas for-

cément vers Rhizobium qui est taxonomiquement &loigné d'E. codi ;

- les fonctions de réplication du pRme 19a qui seules peuvent assurer
le maintien du pBRRM! chez Rhlzobium (les fonctions de réplication
du pBR322 sont limitées aux entérobactéries, KONDOROSI et af. 1982)
ne sont peut-étre plus fonctionnelles. Il était important de tenter
ce premier croisement avec la souche M19S dont provient pRme 19a,
pour Eliminer les probl&mes éventuels pouvant résulter d'une spé-
cificité d'hGte étroite des fonctions de réplication du pRme 19a,

limitées 3 R. meliloti, par exemple ;

- la résistance 3 la kanamycine qui semble étre le marqueur génétique
le plus approprié puisque le taux d'apparition de mutants résis-
tants 3 la kanamycine (200 ug/ml) est inférieur 3 4 x 1079 chez la

M19S (ALI 1982), n'est peut-étre pas utilisable chez Rhizobium ;

- pBRRM1, méme capable de se répliquer, peut &tre instable chez RA(-
zobdlum . La souche réceptrice est sauvage et n'est pas déficiente
comme la C600 d'E. coll pour les systdmes de restriction et de mo-
dification ; la présence d'ADN étranger dans le pRme 19a ou/et la
seule provenance d'E. coll C600 qui a, nous l'avons vu, entrainé
des modifications au niveau de 1'ADN du pRme 19a (voir : Enzymes

de restriction Bell et Clal), peuvent &tre sources d'instabilité.
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Ce croisement devait, par son succé&s, &écarter ces indétermina-
tions. Dans le cas contraire, aucune conclusion n'aurait pu étre

tirée,

Trois croisements triparentaux vers la MI9S, impliquant comme
souche mobilisatrice, la HBIOl (pRK201!3) et les souches HBIO! (pRK290)
(témoin positif de croisement : témoin de mobilisation par pRK2013,
de réceptivité de la souche et de maintien du plasmide chez Rh{zobium)
ou C600 (pBR::x) (témoin négatif de croisement : les fonctions de ré-
plication du pBR322 sont 3 spécificité d'hdte &troite) ou C600 (pBRRMI),

furent simultanément réalisés.

Les Rhlzobium prototrophes ayant recu le pRK290, le pBRRM! ou
le pBR::x sont sélectionnés sur milieu minimum (&limination des sou-
ches donatrices auxotrophes) contenant de la tétracycline (10 ug/ml)
dans le cas du pRK290 et de la kanamycine (250 Ug/ml) dans les deux
derniers cas. Les fré&quences d'apparition de Rh{zobium spontanément
résistants aux antibiotiques sont déterminées ainsi que les fréquences

de mobilisation des différents plasmides (tab. 4).

pBRRM! s'avére non seulement mobilisable d'E. coll 3 R. meliloti
M19S mais Egalement capable de s'y maintenir. Le g&ne de résistance

3 la kanamycine constitue un bon marqueur génétique.

Les fonctions de réplication du pRme 19a sont restées fonction-
nelles ; le site Sall du pRme 19a se situe donc en dehors de toute
région essentielle 3 la réplication ; le passage du pRme 19 a chez
E. cofl et la présence du pBR322 ne semble pas causer d'instabilité
et ce d'autant plus que pBRRMI est stable en l'absence de toute pres-—
sion s&lective. Repiqués plusieurs fois sur milieu minimum puis sur
milieu riche et finalement cultivés en milieu riche liquide, tous ces
milieux &tant non-sélectifs, des clones abritant initialement pBRRMI
restent en fin de compte r8sistants & la kanamycine et le plasmide

peut toujours étre mis en &vidence par Electrophorése (lyse directe

sur le gel).



TABLEAU 4 - MOBILISATION DES pRK290 et pBRRM1 PAR LE pRK2013

VERS LES DEUX GENRES RHIZOBIUM ET AGROBACTERIUM

DE LA FAMILLE DES RHIZOBIACEES

Fréquences de transfert

Fréquences de mutation

souches HB101 (pRK2013) Dugge spontanée
donatrices croisement
souches C600 (pBRRM1) HB101 (pRK290) KmR TcR
réceptrices (1) (2) (250 pg/m1) (10 pg/ml)
R. melitoti M19S 6,6 x 10~% 3,5 x 1073 3 h 30 5,0 x 1077 1,7 x 10-6
R. meliloti 17 6,3 x 1079 6,0 x 10-4 3 h 45 < 3,3 x 1079
R. meliloti RCR2011 1,3 x 1074 6,2 x 1074 3 h 45 < 2,5 x 1079
R. Leguminosawum L17S 5,4 x 10-6 7,5 x 1078 21 h 30 < 2,0 x 10-10
R. phaseoti P15S 2,0 x 104 4,0 x 1073 4h00 <9,0x 1010 9,0x 10-9
A. nhizogenes R1S - 6,5 x 1073 8,4 x 1074 22 h 00 < 1,0 x 10-10
A. tumegaciens B6 4,0 x 1077 4,0 x 1006 18 h 00 < 1,6 x 10710

Marqueurs génétiques :

(1) résistance a 1a kanamycine (KmR)
(250 ug/ml)

(2) résistance a la tétracycline (TcR)

(10 ug/ml)

9.
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Ce sont bien les fonctions de réplication du pRme 19a qui assu-

rent le maintien du pBRRM! chez Rhiizobium meliloii M19S puisque

1) le pBR::x est incapable de s'y répliquer. Le croisement de la M19S
avec la C600 (pBR::x), pourtant réalisé dans des conditions iden-
tiques 3 celles des croisements impliquant pRK290 et pBRRMI, n'a
donné naissance 3 aucun transconjugant résistant 3 la kanamycine.
PBR::x étant tout autant mobilis& que pBRRM! chez E. c¢l{ et puis-
que pBRRM! n'est qu'apr@s tout que pBR::x dans lequel est inséré
pRme !9a, ce croisement négatif doit &tre attribué 3 une absence,

non pas de mobilisation, mais bien de fonctions de réplication

adéquates dans pBR::x ;

2) la photo 4 nous présente la lyse directe sur le gel de clones de
R. meliloti M19S contenant pBRRM! ou pRK290. Dans le premier cas
(2, 3, 4, 5), on s'apergoit que pBRRM! et le pRme 19a indigine
(dont dérive pBRRM! !) ne peuvent coexister dans la méme cellule.
8i ces deux plasmides sont incompatibles, c'est que pBRRMI utilise
chez RiLzobium les fonctions de ré&plication du pRme 19a. pRK290

est, quant 3 lui, tout i fait compatible avec le pRme 19a indigéne.

C. - MOBILISATION VERS D'AUTRES ESPECES DE RHIZOBIUM ET VERS
AGROBACTERIUM

Le syst8me &tait-il extensible & d'autres Rhizobiacées ? pRme 19a
peut ne pouvoir se répliquer que chez R. meli{lof{ et peut méme &tre
limité 3 la seule M19S. pBRRM] est-il, d'autre part, mobilisable et

stable dans d'autres souches sauvages ?

Les conditions de croisement restent globalement les mémes que
dans le cas de la M19S, pRK290 sert toujours de témoin positif de
croisement ; les Rialzobium et Agrobacterium prototrophes, ayant regu
pRK290 ou pBRRMI sont sélectionnés sur milieu minimum additionné de
tétracycline (10 ug/ml) ou de kanamycine (250 pg/ml.) Les durées de
croisement sont variables suivant les souches réceptrices (tab. 4)

et fixées de mani&re arbitraire, afin ‘s par exemple, de compenser
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Electrophorése horizontale en gel d'agarose (0,8 %)
(tampon TBE, 1 H - 20 V/4 H - 130 V)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| nowanase | c—— —
=EsEEEEE s a =
RS ¢ | P — PR m— —— R
—_p — —_— _— _— S —_
_ — _ pRK 290
_— — —_— - — pBREM1
—_—a — —_ pRme19a

PHOTO 4 - LYSE DIRECTE SUR LE GEL DE CLONES DE RHIZOBIUM MELTLOTT M19S
RESISTANTS A LA KANAMYCINE OU A LA TETRACYCLINE APRES
MOBILISATION PAR pRK2013 RESPECTIVEMENT DES PLASMIDES S
nBRRM1 ou pRK290 ggd,

;
Vi

1. témoin R. melilotl M19S
a : pRme 19a (7,5 kb), b : pRme 158b (220 kb), ¢ : pRme 19¢c (> 700 kb)
2. a 5. clones de R. metiloti M19S résistants & la kanamycine
6. & 7. clones de ! ! ! d la tétracycline
8. témoin Escherichia coli HB1O1 (nRK290)
9. témoin E. cofl HBLOL1 (pRK2013)
10. témoin E. cofi C600 (pBRRMI1)
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1 2 3 4 858 6 7 8 9 01 12 13 1

PHOTO 5 - MOBILISATION DE pBRRM1 PAR pRK2013 VERS LES GENRES

RHIZOBIUM ET AGROBACTERIUM

Lyse directe sur le gel - Electronhorése verticale en gel d'agarcse (0,7 %)
(tampon TBE, 45 mn - 20 V/2 H 15 - 130 V)

1. Rhizoblum melilotl M19S
3. R. melitoti 17 ;
5. R. metiloti RCR2011 :
7. Agrobacterium ahizogenes ;
9. A. tumefaciens B6 :
1. R. Legumincsarum L17S
13. R. phaseol( P15S ;

Toutes ces souches ont t8 cultivies en milieu non-s80ectis.

R.m.
R.m.
R.m,
A,
A.X.
L.
R.p.

M19S (nBRRM1)

17 (oBRRM1) ;
RCR2011 (oBRRML) ;
RIS (nBRRMI) ;

B6 (pBRRM1) ;

L17S (pBRRM1) ;
P15S (pBRRM1)
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des conditions de croisement qui n'é@taient, par ailleurs, visiblement
pas optimales (ce fut le cas pour R, fLegumdinosarum, A. fumegaciens

et A. nhizogenes). Le but de ces croisements &tait en effet de mettre
en évidence d'dventuels mobilisation et maintien du pBRRM! dans ces
souches réceptrices et non de rechercher les conditions de croisement

les meilleures.

Le tableau 4 et la photo 5 résument les résultats de ces expé-
riences. Il convient de remarquer que les souches, dont le contenu
plasmidique est présenté 3 la photo 5, ont toutes &té cultivées en

1'absence de kanamycine.

PBRRM! est donc mobilisable par le pRK2013, sélecticnnable
grdce 3 la résistance 3 la kanamycine qu'il confére, et capable de

se maintenir chez les Rhizobiacdes sans pression sélective.

Ces croisements sont intergénériques lorsqu'on s'intéresse aux
bactéries donatrices et réceptrices mais sont pour le pRme 19a, intra
ou interspécifiques (mobilisation vers d'autres R. melilotl ou vers
d'autres esp&ces de Rh{zobium) et méme intergénériques (mobilisation
vers Agrobacterium). Les fonctions de réplication du pRme 19a sont

en quelque sorte 3 large spécificité d'hdte (chez les Rhizobiacées).

V. - CARTE DE RESTRICTION DU pBRRMI1

-

pBRRM! fut préparé Z partir de la souche M19S. Le chioramphéni-
col qui provoque une amplification de ce plasmide chez E. codi n'a
apparemment aucune action sur lui lorsqu'il se trouve chez Rhdzobdium.
L'action bactériocstatique de cet antibiotique est d'ailleurs beau-

coup moins sensible & la concentration employée.

Singulidrement, les sites Clal et Bell du pRme 19a qui n'exis-
taient plus sur pBRRM] isolé 3 partir de la C600, réapparaissent
lorsque 1'ADN du méme plasmide est préparé 3 partir de la MI19S. La
photo 1 (A) nous présente les profils de restriction obtenus quand
cet ADN est soumis aux endonucléases Sall, Clal et BeclI, en simples

ou doubles digestions.
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Qutre l'orientation du pRme 19a dans le pRR::x, ces digestions
enzymatiques mettent en &vidence deux modificationsdu nombre de sites

fonctionnels : .

- 1 site Bell est apparu dans la zone modifide, situde entre les si-
tes Sall et Clal du pBR322 (fig. 5 et 6). Rappelons que pBR322 ne
contient aucun site BelI que ce soit par digestion enzymatique ou

d'apré@s sa s@quence (SUTCLIFFE 1979, MANIATIS et af. 1982) ;

~ 1 site Clal du pRme 19a, situé pré&s du site Sall d'insertion, a

par contre disparu.

La figure 5 présente la carte de restriction du pBRRMI dé&duite
des profils de restriction observés (photo 1, A), pour les enzymes

BclI, Clal et Sall.

Les sites BclI du pRme 19a et du pBR::x ainsi que les sites Clal
du pRme !9a ne sont donc pas fonctionnels lorsque 1'ADN du pBRRMI
provient de la C600 mais le redeviennent apr@s mobilisation vers la

M19S et préparation de 1'ADN 3 partir de cette souche.

Le site Clal du pBR322 ainsi que les deux sites Sall du pBRRMI
sont insensibles 3 ce phénom&ne quil semble bien spécifique de la

souche dans laquelle se trouve le plasmide.

En fait, ces problémes sont imputables & la dam méthylation
("DNA adenine methylation™). La dam méthylase d'Escherichia coli in-
troduit des groupements méthyl en position N® de l'adénine de la
séquence 5'GA'I'C?" (HATTMAN et af. 1978). Les enzymes de restriction
ayant des sites de reconnaissance contenant tout ou partie de la
séquence GATC peuvent &tre ou non affectées par cette modification
(MANIATIS et af. 1982). Ainsi, les enzymes BamHI et BclI qui recon-
naissent les s&quences C—C pour l'une et T@A pour l'autre
sont respectivement insensible et inhib&e par la méthylation de l'a-
dénine de la séquence GATC. Les sites Bcll n'existent donc jamais
dans les bactéries Qggf. L'enzyme Sall qui reconnait la séquence
GICGAC n'est pas du tout concernée par ce ph&nomdne de égg'méthy¥a—
tion puisque la s&quence GATC n'existe pas méme partiellement dans

son site de reconnaissance.
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Sall

Clal
Bell

Clal

Clal

Bell —

Clal

FIGURE 5 - CARTE DE RESTRICTION DU PLASMIDE pBRRM1 POUR LES
ENDONUCLEASES Bc1I, Clal ET Sall

Le site Clal, fjigurant entre parenthdses, n'est plus 4onctionnel
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L'enzyme Clal n'est sensible & la dam méthylation, statistique-
ment qu'une fois sur quatre. En effet, son site de reconnaissance
ATC[EEE: ne contient que les trois premiers nucléotides de la séquen-—
ce spécifique de la dam méthylase. La méthylation et donc 1'inhibi-
tion dépendent du nucléotide suivant immédiatement la séquence de
reconnaissance de Clal ; une cytosine n'arrive statistiquement qu'une

fois sur quatre.

L'adénine du site Clal du pBR322 n'est jamais méthylée car
c'est une adénine (et non une cytosine) qui suit les trois dermiers
nucléotides GAT du site de reconnaissance de Clal (SUTCLIFFE 1979).
Inversement, comme les quatre sites Clal du pRme 19a, restant fonc-
tionnels apré&s clonage, sont affect&s par la dam méthylation, c'est
qu'une cytosine suit Z chaque fois le site de reconnaissance de 1l'en-

zyme Clal dans 1'ADN du pRme 19a.

Les enzymes Bell et Clal nous ont permis de mettre en évidence
l'absence, tout au moins chez la souche M19S de R. melilfoti, d'un
mécanisme de méthylation &quivalent 3 la dam méthylation d'E. coldl.
Le retour de l'inhibition des sites BclI et Clal fonctionnels, obte-
nu par transformation du pBRRM! isolé de la M19S dans la souche C600,
ainsi que la réapparition de ces sites aprés transformation du pBRRMI
isolé de la C600 dans deux souches d'E. coll gégf (GM272 et GM161),

ont confirmé ce résultat.

VI, - RECHERCHE DES SITES UNIQUES DE CLONAGE DANS pBRRMI1

Les propriétés du pBRRM! nous amenérent 3 envisager son utili-
sation comme vecteur de clonage chez les Rhizobiacées ; il est en
effet
- amplifiable et facile 3 préparer chez E. coldl,

- de taille modérée (12,6 kb),

- porteur de g@nes de résistance 3 l'ampicilline et 3 la kanamycine,
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ce dernier caract&re é&tant parfaitement utilisable comme marqueur

génétique chez les Rhizobiacées,

- pouvant &tre introduit par transformation chez E. coll et mobilisa-

ble vers les Rhizobiacées,

- capable de se maintenir avec ou sans pression sélective chez ces

différentes souches réceptrices.

Il restait & mettre en évidence des sites de restriction utili-
sables comme sites d'insertion dans le pBRRMI. Ces sites doivent &tre
uniques (couper le plasmide en un seul point), &@tre situés en dehors
de la zone modifiée du pBR::x qui semble déterminer la mobilisation et
la ré&sistance 3 la kanamycine et ne pas lnactiver les fonctions de

réplication du pBR322 et du pRme 19a.

-

Les sites Clal et Bell du pRme 19a sont & &liminer : ils ne sont
pas uniques, n'existent que dans les bactéries Dam et peuvent inac-
tiver les fonctions de réplication du pRme 19a dont on ne connait pas

la localisation.

I1 fallait donc s'intéresser aux sites de clonage du pBR322.

A. - LES SITES DE CLONAGE DU pBR322

Hormis le site Sall dans lequel est maintenant inséré pRme 19a,
pBr322 possé&de 9 autres sites uniques de clonage pour les enzymes

BamHI, EcoRI, HindIII, PstI, Aval, Pvull, Pvul, Ball, Clal.

Si l'on sait que les quatre premi&res enzymes ne coupent pas
L'ADN du pRme 19a, on ignore ce qu'il en est des suivantes. En effet,
méme si elles n'ont qu'un seul site dans pBR322, elles peuvent en
reconnaltre plusieurs sur le pRme 19a et couper de ce fait
PBRRM] en plusieurs morceaux. De plus, la zone modifiée du pBR322 sem-
ble apporter des sites de restriction supplémentaires (pour 1l'instant,

au moins un site BelI).
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Les sites HindIII, EcoRI et Clal (lorsque 1'ADN est isolé d'une
bactérie Qggf) du pBR322 sont encore uniques dans pBRRM!. Pratique-
ment confondus (les trois sites de reconnaissance hexanucléotidiques,
sans se recouper, sont compris dans une zone de 35 nucléotides), ils
sont situés juste en bordure de la zone modifiée. Leur utilisation pour
le clonage peut &tre envisagée si celui~ci n'affecte pas cette zone

indispensable aux applications pratiques du pBRRMI.

Le site BamHI, situé 3 l'origine dans le petit fragment Sall -Clal

du pBR322, c'est-3-dire en pleine zone modifide, a quant 3 lui totale-

ment disparu.

Les enzymes Aval et Pvul coupent pRme 19a en de nombreux points

et ne sont donc pas utilisables.

Les enzymes BalI, Pvull et PstI, bien que ne coupant pas pRme 19a,
reconnaissent au moins un site supplémentaire dans la zone modifiée
(un pour Pvull et Ball, deux pour PstI). Pstl coupe maintenant
pRme 19a en un point. Les photos 6, 7, 8 présentent les profils de
restriction obtenus par simples, doubles, voire méme triples diges-
tions par les enzymes Sall, Clal, BelI, PstI, Pvull, Ball, profils
permettant de localiser les sites de coupure les uns par rapport aux

autres (fig. 6).

B. - SITES UNIQUES DE RESTRICTION DU pRme 19a

A 1'exception des sites EcoRI, HindIII et Clal dont l'utilisa-
tion reste conditionnelle, tous les sites uniques du pBR322 ne sont
plus utilisables pour le clonage dans pBRRMI. Il faut donc chercher

des sites uniques de restriction ailleurs, dans 1'ADN du pRme 19a.

Le principe est simple : il suffit de trouver parmi les enzymes
de restriction ne coupant pas pBR322, celle(s) gqui coupe(nt) pBRRMI
en un point, cette coupure pouvant intervenir soit au niveau de la
zone modifiée du pBR322, soit au niveau du pRme 19a. pBRRMI coupé
par Sall est alors scumis 3 cette (ces) enzyme(s) sélectionnées(s),
et 1'on observe si la coupure affecte la bande supérieure (pRme 19a)

ou inférieure (pBr::x) (photo 9).



86

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13

PHOTO 6 - LOCALISATION DES SITES PstI DANS pBRRM1 (Dam™)(1)
PAR DOUBLES ET TRIPLES DIGESTIONS

Electrophorése horizontale en gel d'agarose (1,2 %
(tamnon TBE, 2 H 45 - 15C V)

1. phage lambda EcoRI - HindIII (témoin de masse moléculaire) ;
2. Sall - Clal - PstI ; 3. Sall - Clal ; 4. Bc1I - Sall - Pst I ;
5. BelI - Sall ; 6. Bcll - Clal - PstI ;5 7. BclI - Clal ;

8. Sall - Pstl ; 9. Clal - Pstl ; 10. Clal ; 11. Bcll - Pstl ;
12. Bc1l 3 13. Pstl B

(1) ADN {5088 d'une bactinie Dam f{en £'occurence La souche M19S)
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1. Ctal-Ball ; 2. ClaI-Pvull ; 3. Clal ; 4. Sall ; 5. Pvull-HindIII ;

photo 7 :
6. Pvull-EcoRI ; 7. Pvull-Sall ; 8. Pvull-Pstl ; 9. Pstl ; 10. Témoin
pBRRM1
1 2 3 4 5 ) 7 8 9
3155
uur !
S
photo 8 : 1. Pstl ; 2. Ball-EcoRI ; 3. Ball-Sall ; 4. Ball-HindIII ; 5. Ball ;
6. Bc1I-Ball ; 7. BclI-PvulIl ; 8. Bcll ; 9. phage lambda HindIII (Témoin de

masse moléculaire)
PHOTOS 7-8 - LOCALISATION DES SITES Ball et Pvull dans pBRRM1 (Dam-)

Electrophorése horizontale en gel d'agarose (1 %)
(tampon TBE, 3 H - 140 V)



Sall Clal

Clal
Bell

pRme 19a
7.3 kb Sajr gall
Clal PBR 322
Sst I{ Bell Clal ApT, TeT, mob” ( pRK 2013)
Xhol
ligase
Pvull
/ Ball

Sst1I
Pstl
*Clal
%
Bell 1 ApT, Kmf mob* (pRK 2013)
12.6kb
N Pvull
Clal Ball
Xhol - PstI

Sall
|
ligase Clal
Sall
305 Y
pBR::x LiLE

-—

ApT KmT, mob*(pRK 2013)

FIGURE 6 - CONSTRUCTION DES PLASMIDES nBRRM1 ET pBR::x - CARTE DE
RESTRICTION CE pBRRM1 POUR LES ENZYMES Ball, Becll, Clal,
Pstl, Pwull, Sall, SstII, Xhol

& sensdibles a ta dam méthylation
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Deux enzymes, Xhol et SstII, devaient ainsi se révéler couper
PBRRM! en un point, dans pRme 19a. Ces deux sites uniques de restric-
tion ont &té& situés sur la carte de restriction du pBRRMI (photo.9,
fig. 6). |

VII, - RECHERCHE DES FONCTIONS DE REPLICATION DU pRme 19a

Le clonage aux sites SstII et XhoI du pBRRMI, situés dans L'ADN
du pRme 19a en dehors de tout marqueur génétique, ne devrait néan-
moins pas poser de probléme technique. Le traitement i la phosphatase
alcaline du vecteur linéarisé par l'une de ces enzymes permettra en
effet la sélection directe des clones contenant des plasmides recombi-

nants (voir Matérielset Méthodes). -

Ces deux sites uniques de restriction peuvent &tre & juste titre
considérés comme des sites de clonage potentiels chez E. cofdl mais pas
chez les Rhizobiacées. En effet, si ces deux sites n'interf&rent pas
avec les fonctions de réplication utilis@es par pBRRMI chez E. codi
on ne sait pas, par contre, s'ils ne sont pas situés dans celles

qu'utilise le plasmide chez Rhizcbium et Agrobacterium.

Il fallait donc, soit clomer de 1'ADN aux sites SstII et XhoI,
soit localiser les fonctions de réplication du pRme 19a avant tout
clonage. Cette derni@re possibilité@ fut envisagée puisque les sites
ClaI et BclI du pRme 19a nous offraient la possibilité de construire
des dérivés du pBRRM] délétés de certains fragments de restriction
produits, soit par BclI, soit par Clal. Outre la production de dérivés
plus petits que pBRRM1, ces délétions permettent la localisation des
fonctions de réplication du pRme 19a i tout fragment manquant est
facilement identifi& et il est ais& d'&tablir s'il est ou non essen-

tiel 3 la réplication chez les Rhizobiacées.
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Electrophorése horizontale en gel d'agarose (1,2 %)
(tampon TBE, 3 H - 150 V)

1 2 3 4 5 e 7 8
| e | et | [ mv—] G} L - ¢ s J ==
g — —T . = — =
— J— —_a —
R — —v —
— —B
ve— /_._\\

H

“U-f.,,,/
PHOTO 9 - LOCALISATION DU SITE DE COUPURE DE L'ENZYME SstII DANS nBRRM1 (di‘7*“

1. Clal-SstlIl ; 2. Clal ; 3. Bcl1I-SstIl ; 4. Bcll ; 5. Sall-SstIl ; 6. Sall ;
7. SstIl ; 8. phage lambda HindIII (témoin de masse moléculaire)

L'enzyme de restriction Sstll coupe pBRRMI en 1 point (7) dans £'ADN du pRme 19a
(5,6). Les gragments G (3,4) ou y (1,2) sont touchds.

a-: pRme 19a
b : pBR::x
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A. - MUTANTS DE DELETION A2B et AG

Les plasmides d&rivés du pBRRM] doivent impérativement conserver
la résistance 3 la kanamycine et la mobilisation par pRK2013. La pré-
sence des fragments V et R (fig. 5), produits respectivement par Clal

et BclI, est absolument nécessaire chez ces "mutants de délétion'.

Apré@s ligature des fragments de restriction obtenus par action,
soit de BclI, soit de Clal, sur pBRRMI (Qggf) et transformation d'une
souche d'E. coll Qggf (GM272), les clones résistants 3 l'ampicilline
(50 ug/ml) et 3 la kanamycine (250 pg/ml) ont &t& passés en &lectro-
phorése (lyse directe sur le gel). Les clones contenant un plasmide
plus petit que le pBRRMI initial ont &t& sélectionnés et analysés.

Les plasmides de deux de ces clones (photo 10), sont représentés a

la figure 7. Ils ont conservé respectivement les fragments R et V mais
ont perdu Bl et B2 pour l'un (pBRRMI A2B) et G pour l'autre

(pBRRM1 AG). La mobilisation et le maintien de ces dérivés chez Rhizo-

bium est actuellement A 1l'Btude.

B. - CLONAGE DIRECTIONNEL Clal - HindIII DU pBR322 DANS pBRRM1

Afin de vérifier la faisabilité d'un clonage aux sites HindIII
et ClaI du pBR322, L'ADN du pBR322 a &té inséré directionnellement
aux sites HindIII et Clal du pBRRMI (Qggf). Le clonage directionnel
permet d'un seul coup de vérifier si les deux sites sont utilisables
pour le clonage et surtout la sélection directe des plasmides hybrides

(voir Matériels et Méthodes).

' Ce clonage permettait en outre d'envisager, 3 partir de cet hy-
bride pBRRM1/pBR322, la production, par l'enzyme Clal, de dérivés
délét8s de certaines parties du pRme 19a, comservant 3 coup sir la
zone modifiée du pBR::x et ré8cupérant en plus le site BamHI du

pBR322 (fig. 8).
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Bell
Clal

FIGURE 7 - CONSTRUCTION DE DEUX MUTANTS DE DELETICN DU PLASMIDE
pBRRM1, A2B et AG, AYANT RESPECTIVEMENT PERDU LES
FRAGMENTS B1 ET B2 PRODUITS PAR Clal ET LE FRAGMENT
G ENGENDRE PAR Bcll
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Clal HindITT
BamHI
Sall
Claz clat
Hindryy jginﬂjjl
pBR 322
ligase
B,C : sites Bcll et Clal du pRme 19a
C Sall
BamHI
C
Clal

RYS
LILLE
Sall

FIGURE 8 - CLONAGE DIRECTIONNEL THEORIQUE DU pBR322 AUX SITES Clal ET HindIII du pBRRM1

Hypothises avant clonage : Pulsque pBR::x (partie foncie du pBRRMI) dénive
dinectement du pBR3727, Les sites HAndII1 et Clal dodvent avoir Ra meéme ornlentation
rnelative dans Les 2 plasmides - L'hybride pBRRM1/pBR322 permettrait de produire,
ghace a L'enzyme CLal, des mutants de délétion du pRme 19a, conservant Les fonctions
de néplication et Le site BamHI du pBR322 ainsd que La zone modigiZe du pBR::x -

La digestion de ce plasmide hybride par L'enzyme Sall donneralt Le profil de
nestriction rnepriésenté dans La parntie A de La photo 10.
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Le plasmide hybride pA6'l (pBRRMI-pBR322) (photo 10) devait bien
slir révéler la possibilité de clonage dans le pBRRMI, soit au site
Clal, soit au site HindIII, mais surtout mettre en &vidence
l'orientation réelle des sites HindIII et Clal dans le pBRRMI (photo
10, fig. 8 et 9). La digestion de pA6'l par Sall (photo 10, B - piste
1) montre que les sites HindIII et Clal ne sont pas situés d'une ma-
niére identique sur pBR322 et pBRRM! alors qu'ils devraient 1l'étre
(hypoth&se faitea pilorl avant clonage : partie A du diagramme de la
photo 10 et figure 8 ; situation réelle : photo 10, piste 1 et figure
9.
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Electrophorése horizontale en gel d'agarose (1,2 %)
(tampon TBE, 3 H - 150 V)

B

1 2 3 4 5] 8 7 8 9 10

| s | [ snasms o [ s 3 [ 14 C ' L J [ oo { J [ o | ==
— . g =a —a

e v G — b
— —— - —_—a —b
pu— —_—C —
— —Db

PHOTO 10 - MUTANTS DE DELETION A2B ET AG DU pBRRM1 - CLONAGE DIRECTIONNEL DE

pBR322 DANS pBRRM1 ; ORIENTATIONS THEORIQUE (PARTIE A - fig. 8)
ET REELLE (PARTIE B - fig. 9)

. Profil de restriction théorique obtenu par digestion d'un plasmide hybride

pBRRM1/pBR322 (présentd a 1a fig. 8) par 1'enzyme Sall (hynothése d'une
méme orientation relative des sites HindIII et Clal dans les deux plasmides)

. 1. pA6'l (pBR322/pBRRM1) Sall (profil de restriction réel) ; 2. nBRRM1 Sall ;

3. pBR322 HindIIl ; 4. pA6'l HindIII-Clal ; 5. pBRRM1 HindIII ; 6. pBR322
témoin 3 7. (pBRRM1) A2B témoin ; 8. (pBRRM1) AG témoin ; 9. pBRRM1 témoin ;
10. pA6'l témoin

. , P Ty
(a : forme cireulaire ouverte, b : forme superhélicoidale, ¢ : forme a5
Lindaire des plasmides). ity

e,
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FIGURE 9 - CLONAGE DIRECTIONNEL REEL DU pBR322 AUX SITES Clal ET HindIII du pBRRM1

Le plasmide pA6'1 obtenu (photo 10,B) est bien un hybride pBRRMI/pBR32Z (pistes
3,4,5). L'analyse par L'enzyme Sall (1) révéle que pBR322 n'est pas ornlents comme
dans L'hypothése présentie a La figure 8§ (comparer Les prosids de restriction
théorique - parntie A - et néel - parntie B, piste 1 -} mais en sens Linverse [44g. 9).
éeA sites HindII1 et Clal du pBRRMI n'ont plus Leun ordentation initiale (celle

u pBR322).



DISCUSSION
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I. - SITES DE RESTRICTION DU pRme 19a

Les différentes enzymes de restriction qui ont interagi avec
pRme 19a ont permis d'établir sa carte d'identité& molé&culaire (carte
de restriction) et de montrer, dans le cas des emzymes Clal et Bell,
1'absence de dam méthylation au moins dans la souche M19S de R. meli-
Lotd.

Ce phénoméne de méthylation nous amena logiquement 3 nous inté-
resser 3 la séquence GATC dans pRme 19a par le biais des différentes
enzymes de restriction présentant tout ou partie de cette séquence

dans leur site de reconnaissance.

Le tableau 5 souligne quelques différences intéressantes
entre les nombres théorique et réel de sites de restriction de certai-
nes enzymes. Le nombre théorique de sites de reconnaissance pour une
endonucléase donnée a &té calculé en supposant une répartition au ha-
sard des nucléotides dans L'ADN. Ceci ne correspond bien &videmment
pas 3 la réalité puisque, 1'ADN étant le support de l'information
génétique, les nucléotides ne peuvent &tre répartis en séquence sto-
chastique qui n'a aucune signification. Mais cette différence entre
ce qui résulterait d'une simple distribution statistique et ce qui
existe réellement sur de L'ADN qui a une valeur biologique certaine,
constitue une approche originale des séquences n'existant pas par

hasard dans 1'ADN.

En effet, dans une hypothsse de répartition au hasard des nucléo-
tides, il est vraiment tr&s peu probable que les enzymes Pvul, Clal
et BamHI réagissent avec 1'ADN du pRme 19a comme elles le font. Il
faut donc rejeter cette hypothése, ce que nous savions déj3, mais
8galement admettre qu'une partie ou la totalité du site de reconnais-
sance de Pvu I et Clal constitue ou fait partie d'une séquence impli-

quée biologiquement dans pRme 19a.
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II. - MODIFICATIONS DU pBR322

La zone modifiée du pBR322, située dans le petit fragment Sall-
Clal (photo 3, fig. 5), est indéniablement lie aux ph&noménes de mo-
bilisation par pRK2013 et 3 la résistance 3 la kanamycine. pBRRMI et
pBR::x possddent en effet tous deux ces mémes qualités alors que

pBR322 en est dépourvu.

Plusieurs hypoth&ses ont été envisagées pour tenter d'expliquer

1'augmentation de taille du pBR322 et ses qualités nouvelles.

Certaines supposaient la duplication, l'inversion de certaines
régions du pBR322 ou une recombinaison entre les ADN du pBR322 et du
PRme 19a. Mise3d part l'inversion des sites HindIII et Clal du pBR322
dans pBRRM1, rien ne vient soutenir ces hypoth@ses ; au contraire, le
fait que les sites de restriction de la zone modifiée ne correspondent

ni 3 ceux du pBR322, ni & ceux du pRme 19a, tend plutdt 3 les infirmer.

La nomenclature utilisée pour désigner la modification du pBR322 -
(::x) indique que l'insertion d'un él&ment génétique transposable, <?§g§}
provenant de la souche C600, nous farait beaucoup plus probable. En -
effet, l'insertion d'un tel &lément explique & la fois la disparition

du site BamHI, l'apparition de nombreux‘sites de restriction nouveaux

et 1'augmentation de taille d'environ 1 000 bp. Celle-ci pourrait étre

la résultante de 1l'insertion d'un transposon (d'une masse mol&culaire
supérieure 3 l'augmentation de taille constatée), conférant la ré&sis-

tance 3 la kanamycine, et d'une délétion concomitante d'une partie de

1'ADN avoisinant. La souche C600 n'étant pas résistante 3 la kanamycine

et les sites de restriction de part et d'autre de la zone modifiée

n'ayant pas &té perturbés, il est plus vraisemblable d'attribuer cette

modification de taille du pBR322 i une séquence d'insertion (IS X),

longue de 1 000 bp environ, venue s'insérer dans le pBR322.
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A. - MOBILISATION

Cette séquence d'insertion pourrait expliquer la mobilisation par
pRK2013. En effet, plusieurs auteurs ont déj3 signalé que la capacité
qu'ont certains plasmides 3 mobiliser ou 3 &tre mobilisés (Pma : "plas-
mid mobilization ability") par un autre plasmide pouvait &tre la con~
séquence de la transposition d'un élément génétique transposable d'un
plasmide & 1l'autre. Un "cointegrate" se forme entre plasmides mobi-
lisateurret mobilisé grdce 3 cette homologie et se dissocie ensuite
dans la bactérie réceptrice. Ces transpositions ont déj3 été obser-~
vées, du plasmide mobilisateur au plasmide mobilisé& (HOOYKAAS ef af.
1980, McCOMBIE et af. 1983, pour une revue voir CLARK et WARREN 1979)
ou inversement (OLSEN et HANSEN 1976, OLSEN 1978, CRISONA et af. 1980).
Bien que dans les cas précédents les €léments transposables soient des
transposons, cela n'exclut absolument pas l'implication possible de
séquences d'insertion dans de tels processus de mobilisation, suivant
des mécanismes identiques aux précédents (KISS et KALMAN 1982, SCOTT

et RONSON 1982).

Le "cointegrate" qui se transfére d'une bactérie 3 l'autre peut
ne pas résulter de telles transpositions mais &tre produit par recom-
binaison entre des séquences homologues existant sur les deux plasmi-
des (BROOME-SMITH 1980, KILBANE et MALAMY 1980, WARREN et CLARK 1980,
PETERSON et al. 1982).

La recombinaison homologue et la transposition d'éléments géné-
tiques d'un plasmide i 1'autre, permettant la formation d'un "cointe-
grate" transférable, grice aux homologies existantes ou créées, ne
semblent pas impliquées dans la mobilisation de plasmides, tel le
RSF1010. Aucune homologie entre plasmides mobilisé et mobilisateur, ne
peut en effet 8tre mise en &vidence apr@s mobilisation (WILLETTS et
CROWTHER 1981, OBUKOWICZ et SHAW 1983).

D'autre part, certains plasmides conjugatifs, pourtant int&grés
dans le chromosome de la bact&rie donatrice, sont capables de mobi-
liser de la souche donatrice 3 une autre, ré8ceptrice, des plasmides
dans lesquels a &t& insér&e la ré&gion mob du plasmide intégré (SIMON

et af. 1983). Cette région contient le site de relaxation, encore
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appelé, origine de transfert conjugatif (GUINEY et HELINSKI 1979,
NORDHEIM et af. 1980). Les produits des gémes tra du plasmide conjuga-
tif viennent complémenter cette région mob et permettent le transfert
conjugatif du plasmide. La mobilisation du RSFI010 pourrait s'expli~
quer par cette complémentation puisqu'un site de relaxation a été

récemment mis en évidence (OBUKOWICZ et SHAW 1983).

La mobilisation du pRK290 par pRK2013 correspond trés certaine-
ment 3@ ce mécanisme car pRK2013 porte les g&nes tra du plasmide RK2
parental et pRK290, la région mob. Dans ce cas, il est &galement pos-
sible qu'un "cointegrate" transitoire se forme puisque les deux plas-
mides pré@sentent certaines homologies et puisque le transfert du

PRK290 s'accompagne toujours de celui du pRK2013 (DITTA et af. 1980).

L'insertion dans pBRRM! d'un élément génétique transposable pro-
venant de pRK2013 n'est pas concevable puisque pBRRMI avant (isolé
de la souche C600 d'E. cof{ puis transformé dans ume souche gggf
d'E. cof{) et aprés mobilisation (isolé de la souche MI19S8) présente non
seulement la méme taille mais &galement les mémes profils de restric-

tion pour Bell et Clal.

Par contre, la transposition de 1'IS X du pBRRM! sur le pRK2013
n'est pas d rejeter. L'examen du pRK2013 aprés mobilisation du pBRRMI
vers une souche d'E. cof{ (pRK2013 ne peut se maintenir que chez les

entérobactéries) devrait ou non confirmer cette hypothése.

La mobilisation pourrait résulter &galement d'une certaine homo-
logie existant entre cette zone modifiée du pBR322 qui confire d'une

manidre ou d'une autre une ré&sistance 3 la kanamycine, et le pRK2013

qui poss@de également un tel géne de ré&sistance.

Le probléme reste cependant entier puisque pBR325, un pBR322 dans-
lequel a &té inséré 4n v4fno un gdéne de résistance au chloramphénicol,
est mobilisable par pRK2013 (LONG et af. 1983) alors que pBR322 ne
1'est pas. Dans ce cas, comme dans le ndtre, l'incompatibilité des
fonctions de réplication des plasmides mobilisateur et mobilis& ne

semble pas interférer.
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B. - RESISTANCE A LA KANAMYCINE

-

La résistance 3 la kanamycine pourrait résulter de l'activation
de l'information structurale de ré&sistance, portée par 1'IS X, par
le promoteur P2 du géne de résistance 3 la tétracycline du pBR322
(STUBER et BUJARD 1981). Un cas de ce genre a d&j3 &t& signalé
(SCHUPP ef al. 1983) : dans un plasmide hybride composé de deux plas-
mides différents, l'un, pBR325, provenant d'E. coll, l'autre de
Stneptomyces, un géne de résistance 3 la néomycine du second plasmide,
normalement inactif chez E. col{, est venu se mettre, 3 la suite de
phénoménes de recombinaison, sous la dépendance du promoteur P2 du
pBR325 et est devenu actif avant que ne soit appliquée une quelconque

pression de sélection.

Il n'est pas possible d'envisager, comme dans l'exemple précé-
dent, l'activation d'un géne de résistance, préexistant dans pRme 19a,
puisque les sites de restriction de la zone modifié&e du pBR322 ne
correspondent pas 3 ceux du pRme 19a (et que la M19S n'est pas résis-
tante 3 la kanamycine). Bien que la résistance 3 la kanamycine ne
soit pas typiquement caractéristique d'E. cod(, l'hypoth&se d'une
séquence d'insertion, provenant de la C600, portant une information
non-fonctionnelle (car sans promoteur actif) activée par le promoteur
P2, semble dans notre cas plus plausible. En effet, compte tenu de
la longueur du géne de résistance 3 la kanamycine du plasmide pKC7
(RAO et ROGERS 1979), une séquence d'insertion de 1 000 bp suffit 2

contenir l'information nécessaire.

Inversement, 1'IS X pourrait porter un promoteur et &tre venue
activer une information préexistante dans le pBR322. Ces activatioms,
voire méme inactivations de g&nes par des promoteurs mobiles portés
par des séquences d'insertion, sont relativement fréquentes chez E.
cofi mais concernent généralement plus les génes clonés par le vecteur
et semblent &tre une adaptation du génome bactérien 3 une pression
de sélection, activation de génes complémentant une auxotrophie dans
un cas (WALZ et al. 1978, JUND et LOISON 1982, CHARLIERet al. 1982),
inactivation des effets délétdres des gdnes clonés, dans l'autre
(AMSTER et al. 1982). Cependant, il semblerait que certains arrange-

ments nouveaux au niveau de la séquence de 1'ADN, cré&&s en particulier
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lors de recombinaisons gé&nétiques 4n vitrno, puissent déclencher la
transposition & haute fréquence de sé&quences d'insertion, en l'absen-
ce de toute pression de sélection. Méme si certaines de ces insertions

-~

peuvent se révéler conférer un avantage sélectif 3 la bactérie par la

|

suite, elles ne répondent qu'd un message génétique interne que ne

vise pas 3 faire disparaitre l'insertion (AMSTER et af. 1982).

L'information structurale de résistance .3 la kanamycine pourrait
n'étre qu'un héritage d'un des plasmides parentaux du pBR322 ou étre
constituée d'un des génes de résistance 2 la tétracycline qui aurait
une action pléiotrope ou encore d'un des génes potentiels de cette
zone. En effet, la s&quence nucléotidique du pBR322 a révélé que la
zone conférant la résistance 3 la tétracycline pouvait coder pour 7
polypeptides de plus de 100 acides amin&s (SUTCLIFFE 1979). En con-
dition normale, 5 protéines sont synth&tisées i partir de cette ré-
gion (MEAGHER et af. 1977, TAIT et BOYER 1978) ; plusieurs d'entre-
elles seraient impliquées dans le mécanisme de résistance mais elles
ne le sont pas nécessairement toutes. La ré&sistance 3 la kanamycine
pourrait tr@s bien résulter de 1l'intervention de certains de ces
polypeptides ou de l'activation de 1'information potentielle habituel-

lement non-exprimée.

En 1'absence de données précises concernant la filiation du
PBR322, les mécanismes de résistance 3 la té&tracycline et i la kana-
mycine des pBR322 et pBRRMI, il est difficile de formuler autre chose

que des hypothéses.

Une dernidre remarque s'impose : lors de l'expérience de clonage
dont est issu pBRRMl, certains clones, résistants 3 l'ampicilline et
sensibles 3 la tétracycline, se révél&rent contenir des pBR322 re-
constitués, plus gros que les autres (un peu comme certains clones de
la photo 2 - rappelons que tous ces clones sont résistants a 1'ampi-
cilline et sensibles & la té&tracycline). Les plasmides de deux de ces
clones ont des tailles différentes, pratiquement &quivalentes & celle
du pBR::x, conférent une résistance 3 la kanamycine (250 ug/ml) et

1'un au moins de ces deux plasmides, est mobilisable par pRK2013.
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Bien que dans ce dernier cas, l'origine de la différence de tail-

-

le entre les deux plasmides (qui ont en commun au moins l'aptitude &
conférer la résistance 3 la kanamycine) ne soit pas claire, la corré-
lation augmentation de taille du pBR322/mobilisation et résistance 3

la kanamycine semble de plus en plus &vidente.

L'état physiologique particulier des bactéries C600, ayant servi
a la transformation, ou certaines séquences nouvelles portédes par
pRme 19a (les deux plasmides dont nous venons de parler pourraient
étre délétés de la quasi-totalité du pRme 19a, ce qui expliquerait la
différence de taille entre les deux plasmides), créées lors du clona-
ge ou de la transformation (certains réarrangements génétiques peu-
vent avoir lieu lors de la transformation bactérienne, GARAEV et atl.
1982) peuvent avoir déclenché la transposition de s&quences d'inser-
tion du génome de la C600 sur 1'ADN du pBR322, provoquant une augmen-
tation de taille concomitante. Il serait inté&ressant d'étudier dans
ces deux plasmides assimilables au pBR::x, l'augmentation de taille,

sa localisation, ses sites de restriction, etc...

Les mécanismes exacts de mobilisation et de résistance restent
encore du domaine de 1'hypoth&se. L'exception &tant bien souvent la

régle, il convient d'@tre prudent.

III. - MODIFICATIONS DU pRme 19a

pRme 19a n'a pas beaucoup souffert de son clonage et de son
maintien chez E. coli. Ses propriétés fondamentales, ses fonctions
de réplication, n'ont été inactivées, ni par l'insertion au site

SalI, ni par le maintien prolongé en l'absence de pression sélective.

Un site Clal, situé@ trd&s pré&s (= 100 bp) du site Sall a disparu,
sans doute inactivé, comme c'est assez souvent le cas, par des phé-

noménes secondaires résultant de 1'insertion du pBR322 au site Sall.
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Il est encore possible que cette disparition, tout comme l'apparition
d'un site PstI un peu plus loin sur pRme 19a, résulte d'une mutation
ponctuelle de L'ADN (DOMINGO et af. 1978, SUTCLIFFE 1979). En effet,
dans le cas du site PstI, ni les sites de restriction environnants,
ni la longueur des fragments de restriction, n'ont &té affecté&s. Le
maintien chez E. cod{ sans pression sélective pourrait &tre responsa-
ble de ces mutations ponctuelles. Ces petites modifications de la
séquence de 1'ADN, souvent sans incidence biologique, sont démesuré-
ment amplifiées lorsqu'elles inactivent ou créent une séquence nou-
velle de reconnaissance d'une endonucléase. La tr&s grande spécifi-

cité des enzymes de restriction est presque un inconvénient.

IV, - MOBILISATION VERS LES RHIZOBIACEES : PROPRIETES D'UN
PLASMIDE DE RHIZOBIUM MELILOTI

Les expériences de mobilisation du pBRRMI vers diverses espéces
de Rhizoblum et d'Aghrobacterium ont &tabli que les fonctions de répli-
cation du pRme 19a sont non seulement toujours fonctionnelles mais
également "3 large spécificité d'hdte”. Un plasmide provenant de
1'espéce meliloti assure en effet son maintien et celui d'un plasmi-
de d'Escherndichia cofi chez les Rhizobium 3 croissance rapide (y com-
pris R. thifolil, BECHET -comm. pers-) et chez Agrobacterium.

Ceci vient confirmer les résultats d'expériences de mobilisation
de pSym de R. meli{lot{ (KONDOROSI et alf. 1983, TRUCHET et al. 1983),
de R. japonicum (ENGWALL et al. 1983) et de R. Leguminosdarum
(HOOYKAAS et al. 1982) qui se montr@rent capables de se répliquer et
de s'exprimer, au moins en partie, chez d'autres espdces de Rhizobium
et chez Agrobacterium. La cohérence de cette division taxonomique
qu'est la famille des Rhizobiac&es, s'affirme maintenant au niveau

moléculaire.
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Les fréquences de mobilisation et la stabilité de pBRRM!, sans
pression sélective chez les Rhizobiacées (les souches de Rhalzobdum
et d'Agrobacterium, présentées 3 la photo 5, ont toutes &té& culti-
vées en 1'absence de kanamycine) confirment que le transfert conjuga-
tif permet dans une certaine mesure d'éviter les syst@mes de restric-—
tion et de recombinaison de ces souches sauvages (DITTA et af. 1980,

KISS et KALMAN 1982).

Il serait intéressant de vérifier, chez Rhizob{um, la stabilité
du pBRRMI dans la forme endosymbiotique (bactéroide). pRK290, actuel-
lement tré&s utilisé dans les expériences de complémentation chez
Rhizobium, présente une certaine instabilité dans le bactédroide qui
peut &tre attribuée, soit 3 une déficience ou une inhibition des
fonctions de réplication du plasmide, soit 3 des phénoménes de recom-
binaison entre le fragment d'ADN inséré dans le plasmide et 1'infor-
mation endogé&ne (LONG et af. 1982, CANTRELL et af. 1983). Intrinsé&que-
ment, pRme 19a est stable dans le bactéroide, il n'existerait pas
autrement ; pBRRM! devant logiquement l'&tre &galement, il devient
possible, en utilisant pBRRMI! pour le clonage, d'éliminer la premidre

possibilité d'instabilité.

Les conditions des croisements résumés au tableau 4, ne sont
pas les mémes que celles que DITTA et al. (1980) employ@rent pour
tester leur syst@me binaire pRK2013/pRK290. Nous n'avons, semble -t-il,
pas utilisé& les pleines possibilités de mobilisation du pRK2013
puisque, dans notre cas, la moyenne des fréquences de transfert du
PRK290 vers R. meliloti est 60 fois plus faible que celle obtenue par

ces auteurs avec ce méme plasmide et la méme espdce réceptrice.

Pour certaines souches réceptrices, on remarque que, malgré
1'augmentation de la durée du croisement, les fréquences de mobilisa-
tion du pBRRMI diminuent. Cela pourrait signaler une augmentation de
la distance taxonomique sé&parant R. melilofl de ces différentes espé-
ces ou/et une instabilité plus grande du pBRRMI dans ces bactéries .
réceptrices. Mais il faut souligner que les fréquences de mobilisation
du pRK290 &évoluent dans le méme sens et que le rapport des fréquences
de mobilisation des pRK290 et pBRRMI reste 3 peu pré&s constant
(pRK290 est de 5 & 10 fois plus mobilisable que pBRRMI, ce qui est
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tout 3 fait normal, compte tenu de la parfaite correspondance entre
PRK290 et pRK2013) quel que soit l'espéce ou le genre. Cette diminu-
tion de la fréquence ne fait en définitive que refléter une inadéqua-

tion des conditions de croisement qui n'ont pas &té optimisées.

Aprés quelques mises au point, ce systéme binaire pRK2013/
PBRRM] constituera une voie d'acc&s aux Rhizobiac&es tout 3 fait opé-

rationelle.

V. - pBRRM1, VECTEUR DE CLONAGE .,

Nous avons vu que l'utilisation pour le clonage des sites uni-
ques de restriction SstII et Xhol dépendait de la localisation des

fonctions de réplication du pRme 19a.

Les propriétés de mobilisation et de réplication des deux mutants
de délétion du pBRRMl, A2B et AG, sont actuellement i l'&tude mais
il semble, au vu de premidres expériences, qu'ils aient conservé les
caractéristiques fondamentales du plasmide parental. Si ces résultats
devaient se confirmer par la suite, cela voudrait dire que les fonc-
tions de réplication du pRme 19a sont localisées sur le fragment A
ou/et C (fig. 4 - digestion Clal). Les sites SstII et Xhol seraient
donc situés en dehors des fonctions essentielles 3 la réplication
chez les Rhizobiac&es et pourraient &tre considé&rés comme des sites

de clonage.

Les plasmides (pBRRM1) A2B et AG ont conservé respectivement les
sites SstII et XholI, tout en perdant quand méme 40 et 30 Z de 1'ADN
du pRme 19a. Respectivement 23 Z et 20 7 plus petits que le plasmide
pBRRMI initial, ils pourraient &tre utilisé&s, tout comme pBRRMI le
sera (pour l'instant, grice i ses sites HindIII et Clal), comme vec-—
teurs de clonage dans les expériences de complémentation chez les

Rhizobiacées.
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Des séquences d'ADN nécessairement présentes dans 1'ADN du pRme
19a et spécifiquement reconnues par les syst2mes de transcription et
de traduction des Rhizobiac&es, peuvent permettre l'expression, dans
ces bactéries, des génes clonés dans pBRRM! et ses dérivés &ventuels.
N.B. : pBR::x peut, quant 2 lui, servir de vecteur d'homogénotisation

puisqu'il est mobilisable par pRK2013 mais incapable de se
répliquer chez les Rhizobiacées.; le site Sall, dans lequel

était inséré@ pRme 19a, servant . de site de clonage.



CONCLUSTON
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La construction et la mobilisation de pBRRMI vers les Rhizobiacées

a permis de mettre en &évidence :

- 1'absence d'interférence entre les fonctions d'incompatibilité et
les aptitudes 3 mobiliser ou 3 &tre mobilis& de deux plasmides d'une

méme Dbactérie,

- l'absence de dam méthylation au moins chez la souche M19S de R. me-
LikotL,

- l'implication biologique probable de certaines séquences de nucléo-
tides dans 1'ADN du pRme 19a,

- la large spécificité d'hbte des fonctions de réplication d'un plas-
mide de R. meliloti chez les Rhizobiacées,

- la possibilité qu'offre le transfert conjugatif d'éviter, dans une
certaine mesure, les systdmes de restriction et de recombinaison de

la bactérie.

De nouveaux probl&mes ont été posé&s concernant :
~ les mécanismes de mobilisation des plasmides,

~ les origines et les effets de certaines "modulations” génétiques

dans la bactérie,

~ l'apparition d'une résistance inattendue dans le plasmide peut-étre

le mieux connu en biologie moléculaire.

PBRRM] se maintenant chez différentes espdces de Rhizobium et
d'Agrobacterium, il sera possible de vérifier assez facilement
si l'absence de dam méthylation est ou non une caract@ristique des
Rhizobiacées. Mais au-deld de ces considérations, somme toute, fonda-
mentales, pBRRMI devrait trouver de nombreuses applications pratiques

dans le clonage de gémnes.

La grande originalité de ce vecteur de clonage, composé& de deux
ensembles différents de fonctions de réplication, réside dans 1'ADN
qui assure le maintien et qui permettra peut-&tre l'insertion, voire

méme l'expression des génes clonés, chez les Rhizobiacées.
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La stabilité dont fait preuve pBRRM! dans les formes bactérien-
nes des différents Rhizobium i croissance rapide ainsi que celle,
"naturelle", du pRme 19a dans la forme symbiotique, laissent supposer
les potentialités importantes de ce vecteur dans l'amélioration géné-
tique des symbioses existantes. pBRRMI pourrait, en effet, servir i
introduire, maintenir et exprimer durablement des g&nes "améliorants'.
Une information génétique, méme véhiculée par un vecteur incapable
de se répliquer ou instable, peut &tre quand méme conservée par la
bacté&rie réceptrice mais uniquement lorsqu'il existe des homologies
entre informations exogéne et endogéne (voir dans la premidre partie :

expériences et vecteurs d'homogénotisation). Lorsque les gé&nes intro-
duits n'ont pas d'homologues dans le génome'endogéne, ils ne peuvent,
dans ces conditions, qu'@tre perdus. L'introduction, par exemple,
des génes hup clonés dans pBRMM] ("Hydrogen uptake' - syst@me récu-
pérateur de l'énergie perdue secondairement au cours de la réduction
de l'azote atmosphérique. Ce(s) g@ne(s) n'existe(nt) pas chez de
nombreux fixateurs symbiotiques) chez de nombreuses souches de Rhizo-
bium, serait une voie slire d'amélioration du rendement des

légumineuses (voir premiére partie).

Le probléme de 1l'implication biologique du pRme 19a reste en
suspens. Nous avons vu précédemment que des plasmides de cette taille
étaient assez peu fréquents chez Rh{zob{um et que deux autres plasmides,
ayant singulidrement pratiquement la méme masse moléculaire que pRme

19a, ont &té observés, toujours chez R. meliloti (PUHLER ot al. 1982).

Ces faits n'ont-ils aucune signification particulidre ou révélent-
ils un mécanisme fondamental de la relation symbiotique, tout comme la

mutation témoigne de l'existence d'un géne ?

En effet, les genres Agrobacterium et Rhizobium, qui constituent
la famille des Rhizobiac&es, présentent de nombreuses analogies, ne
serait—-ce que dans leurs interactions avec les cellules végétales. Or,
chez A. tumefaciens et A. nhizogenes, le pouvoir oncogéne est contrd-
18 par les plasmides Ti (VAN LAREBEKE et al. 1975, WATSON et al. 1975)
et Ri (WHITE et NESTER 1980) et une partie de ces plasmides, appelée
T-DNA ("transfer DNA"), est transférée, s'int@gre et s'exprime dans

le génome de la cellule végétale tumorale (DRUMMOND et af. 1977,



111

WHITE et af. 1982).

L'homologie entre Agrobacterium et Rhizobium s'affirmant mainte-
nant au niveau moléculaire, puisqu'ont &té mises en &vidence des re-
lations entre plasmides symbiotiques de Rhl{zobium et des plasmides
Ti (PRAKASH et SCHILPEROORT 1982) et entre le T-DNA d'A. tumefaciens
et L'ADN total des souches de Rhizobium (HADLEY et SZALAY 1982),

il semble logique de rechercher chez Rhizoblum un élément génétique
analogue au T-DNA d'Agrobacterium qui serait impliqué dans l'établis-

sement des relations symbiotiques bactérie/lé&gumineuses.

-

PBRRM!, marqué radioactivement, servira i vérifier l'hypothése
selon laquelle pRme 19a, intégré en conditions normales, par exemple,
dans le pSym, mais exceptionnellement sous une forme autonome plasmi-
dique dans la souche M19S, correspondrait au T-DNA de Rhizobium.
Retrouve-t-on des séquences homologues du pRme 19a chez d'autres

meliloti et chez d'autres espéces ?

Mais qu'il soit ou non ce '"médiateur génétique', pRme 19a, en

tant que partie int&grante de pBRRM!, est appelé 3 servir le biologis-

te moléculaire et l'agronome.



CONCLUSION EN FORME DE

RESUME

Rhizobium, bactérie du sol fixatrice d'azote atmosphérique, éta-
blit des relations symbiotiques avec des plantes supérieures d'inté-

rét agronomique, les l&gumineuses.

La compréhension des bases moléculaires des interactions symbio-
tiques est un préalable indispensable 3 1'amélioration et & 1'exten-
sion de ce syst@me naturel. Cette domestication, objectif de nombreux
laboratoires de recherche, aura une incidence sur le bilan énergétique

de 1l'agriculture et sur la production alimentaire mondiale.

L'analyse génétique de Rhi{zoblum a rapidement progressé ces der-
niéres années grice 3 l'application et 3 l'adaptation & cette bactérie
de techniques de génétique et de biologie moléculaire, mises au point

initialement chez Eschendichia coldl.

Mais les spécificités de Rhizobium, en particulier, la distance
taxonomique le séparant d'E. cof{, l'absence de méthode de transforma-
tion bactérienne utilisable en pratique et la différenciation de la
bactérie en bactéroide au cours de l'établissement de la symbiose,
limitent l'extension de l'expérience génétique acquise chez les enté-
robactéries, compliquent l'analyse et entravent les possibilités d'a-

mélioration des symbioses existantes.

Afin de concilier et de répondre au mieux aux exigences que nous
imposent les particularités de Rhizob{um et nos objectifs fondamentaux
et appliqués, nous avons développé au cours de notre travail, un sys-
téme de clonage 3 partir d'un petit plasmide de Rhlzoblum meliloiti.
Grdce aux techniques de génie génétique, ce plasmide a &té transformé

en vecteur de clonage :

- porteur de marqueurs génétiques utilisables chez E. cofi, Rhizobium
et Aghobacterium,

- possédant des sites uniques de restriction,

- capable de se répliquer, amplifiable chez E. cofdi,

- mobilisable d'E. cof{ aux Rhizobium 3 croissance rapide (R. meliloZd,
R. trnifolidi, R. Leguminosarum, R. phasecli) et vers Agrobacternium
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(A. tumegaciens et A. nhizogenes),

~ stable sans pression sélective chez ces Rhizobiacées.

Ce vecteur et ce systéme de clonage (préparation de 1'ADN vecteur
par amplification chez E. cof{, insertion de g&nes An vitro, transfor-
mation bactérienne chez E. cofl, mobilisation vers Rhlzobium ou Agro-
bacterium, passage sur plante) enrichissent indubitablement la pano-
plie du biologiste moléculaire et devraient participer & et simplifier
1'étude des g&nes bactériens impliqués dans 1'établissement et la ré-
gulation des relations bactérie/plante supérieure. Mais l'agronome
pourrait &galement tirer profit des propriétés de réplication et de
stabilité que conférent 3 ce vecteur ses origines. Le rendement des
l8gumineuses pourrait &tre augmenté grice 3 l'introduction et surtout
i la conservation, via ce vecteur, de g&nes '"améliorants" chez les

différentes espéces de Rhizobium.

Mots-clés : Rhizoblum meliloti, génie génétique, vecteur de clonage,

mobilisation, Rhizobiacées.
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