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AVANT-PROPOS 



1 - IMPORTANCE ECONOMIQUE DE LA FIXATION BIOLOGIQUE DE L'AZOTE 

l 

MOLECULAIRE , 

La f i x a t i o n  de l ' a z o t e  atmosphérique, grâce à l a  symbiose 1 

l 

Rhizobium - légumineuse, p résen te  un grand i n t é r é t  agronomique l 

p u i s q u ' e l l e  conduit  à l a  synthèse des ac ides  aminés à p a r t i r  de 

substances inorganiques provenant de l 'atmosphère ; de p l u s ,  l 

el le  main t i en t  l a  f e r t i l i t é  du s o l  grace aux exsudats  r a c i n a i r e s .  : 
l 

Le c y c l e  de l ' a z o t e  e s t  un des cycles  l e s  p l u s  complexes l 

e t  les p lus  p a r f a i t s  3 l a  f o i s .  Malgré l e  grand nombre e t  l a  d i -  1 
1 v e r s i t é  des organismes q u i  in te rv iennen t ,  il assure  une c i r c u l a -  
I 
I 

t i o n  rapide  de l ' a z o t e  dans l e s  d i v e r s  écosystèmes. La s e u l e  I 
l 

r é se rve  d ' a z o t e  d i spon ib le  dans le  monde est  l ' a z o t e  contenu 1 
dans 1 'atrnosphSre . Cet te  r é se rve  e s t  es t imée à 4 x 1 0 ~ ~  tonnes.  

l 

l 

Le prélèvement annuel en  azote  r ep résen te  1 2 0  m i l l i o n s  de tonnes 

comprenant pr incipalement  s a  f i x a t i o n  pa r  les p l a n t e s  de l a  fa- I l 

mille des légumineuses e t  son u t i l i s a t i o n  p a r  l'homme pour Ea- 
1 

i 
b r i q u e r  des engra i s  azo tés  (DE ROSNAY, 1978) . l 

L'  importance de l a  symbiose Rhizobium - légumineuse e s t  I I 

primordiale  pour l ' a v e n i r  de l ' a g r i c u l t u r e  mondiale : e l l e  e s t  l 

considérée comme responsable de l a  moi t ié  de l ' a z o t e  f i x é  pa r  

7 voie  b io logique ,  s o i t  a peu p rés  8x10 tonnes pa r  an, c e c i  

compte tenu de sa r é p a r t i t i o n  géographique. L e  r e s t e  est  e f f e c -  

t u é  p a r  l e s  a u t r e s  symbioses a i n s i  que par  l e s  microorganismes 

f i x a t e u r s  l i b r e s  pour l e sque l s  l a  q u a n t i t é  de l ' a z o t e  f ixé '  e s t  

infime par  r appor t  aux a s s o c i a t i o n s  symbiotiques. 



LIPMAN e t  CONYBEARE (1936) o n t  c a l c u l é  pour l a  s u r f a c e  

t o t a l e  c u l t i v é e  des U.S.A. que 6 0  p.100 de l ' a z o t e  f i x é  p a r  

l e s  p l a n t e s  provenai t  des microorganismes : en  e f f e t ,  s u r  

l e s  16,45 m i l l i o n s  de tonnes d ' azo te  atmosphérique transformées 

en  mat ière  biologique,  9,83 m i l l i o n s  de tonnes sontdues à l ' a c -  

t i o n  des microorganismes dont 5,46 m i l l i o n s  de tonnes a t t r i b u e e s  
l 

aux espèces du genre Rhizobium. l 

L'apport  biologique azo té  dépasse l ' a p p o r t  dont s o n t  res- I 

1 

ponsables l e s  e n g r a i s  chimiques e t  fumures organiques q u i  n ' i n -  

t e rv iennen t  respectivement que peur 6 /48  e t  2,57 m i l l i o n s  de I 
l 

tonnes.  Cependant, l ' a c c o r d  e s t  encore l o i n  d ' e t r e  f a i t  s u r  1 

de t e l s  c h i f f r e s  e t  un bon nombre d ' a u t e u r s  modernes tendent  I 

au c o n t r a i r e  à minimiser l e  r d l e  de l a  f i x a t i o n  biologique. 

t o u t  au moins p a r  l e s  b a c t é r i e s  non symbiotiques. 

2 - AMELIORATION DU RENDEMENT AGRONOMIQUE 

Les chercheurs depuis  longtemps se sont  consacrés à amé- 1 
l 
l l i o r e r  ou é l a r g i r  l ' a r s e n a l  des  techniques a g r i c o l e s  u t i l i s a n t  1 

I 
l a  p o t e n t i a l i t é  du Rhizobium à f i x e r  1' azo te  atmosphérique. i 

Une première méthode c o n s i s t e  à améliorer  les symbioses 

en sé lec t ionnan t  des souches de Rhizobium hautement e f f i c a c e s  . 
Pour augmenter l ' e f f i c a c i t é  des souches. il f a u t  en a c c r o î t r e  

l ' i n f e c t i v i t é  ou é l a r g i r  l e u r  s p é c i f i c i t é  d 'hd te .  



L '  i nocu la t ion  des souches sé lec t ionnées  de Rhizobium e s t  

rarement nécessa i re  en Europe sauf en cas  d ' e s s a i  de l ' implan-  

t a t i o n  de légumineuse non indigène,comrne par  exemple le  s o j a  

en France,mais dans l e s  pays t ropicaux où l e  l e s s ivage  des 

s o l s  es t  f réquent  e t  oa les p e r t e s  d ' a z o t e  p a r  n i t r i f i c a t i o n  

son t  importantes  pa r  s u i t e  de l ' a l t e r n a n c e  de pér iodes  de sé-  

cheresse e t  de p l u l e ,  e l l e  e s t  u t i l i s é e  efficacement pour l a  

c u l t u r e  de légumineuses comme l ' a r a c h i d e ,  l e  h a r i c o t ,  le  

"cowpea" e t  l e  s o j a  dont  l e  rendement est  é t ro i t ement  dépen- 

dant  de l ' é t a t  de nodulat ion.  

Une voie  nouvel le  q u i  s 'ouvre  à l 'agronomie c o n s i s t e  à 

amél iorer  l e s  souches de Rhizobiwn en i n t e r v e n a n t  directement  

s u r  l e u r  génome. Ce t t e  méthode f a i t  appel  aux techniques ré- 

centes  m a i s  prometteuses du génie  génétique.  La f i x a t i o n  de 

l ' a z o t e  e s t  commandée p a r  une s é r i e  de gènes - n i £  (Nitrogen 

f i x a t i o n ) .  On peu t  concevoir p a r  exemple l e  t r a n s f e r t  de ces  

gènes n i f  à des b a c t é r i e s  q u i  peuvent normalement i n f e c t e r  - 
des non-légumineuses . Autre méthode é t u d i é e  : l e  t r a n s f e r t  

d i r e c t  des gènes n i f  des b a c t é r i e s  f i x a t r i c e s  dans les tel- - 
l u l e s  de p l a n t e s  non-légumineuses q u i  s e r a i e n t  a i n s i  rendues 

ap tes  à f i x e r  l ' a z o t e .  

L ' i n t é r é t  de l a  recherche dans ce  domaine s ' e s t  manifes- 

t é  sous d ive r ses  formes dans le  mi l ieu  s c i e n t i f i q u e .  L e s  con- 

séquences p ra t iques  des recherches s u r  Rhizobium sont  d é j à  mul- 

t i p l e s ,  e t  un c e r t a i n  nombre de problèmes dans ce domaine s o n t  

en passe d ' e t r e  r é so lus .  



Un des problèmes majeurs- auquel se h e u r t e n t  l e s  cher- 

cheurs t r a v a i l l a n t  s u r  l e s  Rhizobiaceae, est l ' i d e n t i f i c a t i o n  

des espèces e t  l e u r  r appor t  phylogénique. En e f f e t ,  l a  c l a s -  

s i f i c a t i o n  de l a  f a m i l l e  de Rhizobiaceae est aujourd 'hui  en- 

core e s sen t i e l l ement  basée s u r  l a  s p é c i f i c i t é  d 'hôte .  Ce t t e  

c l a s s i f i c a t i o n  p résen te  de t r è s  nombreux dé fau t s  : en p a r t i -  

c u l i e r ,  il semble maintenant démontré que l a  s p é c i f i c i t é  peu t  

ê t r e  por tée  par un plasmide, e t  il peut  a r r i v e r  que c e r t a i n s  

clones perdent  l e u r  s p é c i f i c i t é  e t  de c e  f a i t  deviennent non 

i d e n t i f i a b l e s .  Cet te  méthode de c l a s s i f i c a t i o n  n ' e s t  donc pas 

convenable. E l l e  d o i t  6 t r e  accompagnée de l ' é t u d e  des carac- 

t è r e s  phénotypiques, génét iques ou paragénét iques des souches. 

Les méthodes c l a s s i q u e s  u t i l i s é e s  permettent  de c a r a c t é r i s e r  

quelques groupes de Rhizobium. Cependant d ' a u t r e s  groupes ne 

peuvent Citre d i f f é r e n c i é s  p a r  ces  techniques e t  n é c e s s i t e n t  

donc l a  mise en  oeuvre de méthodes nouvel les .  L'étude de l a  

s t r u c t u r e  des p r o t é i n e s  de type HU, l i é e s  aux chromosomes 

b a c t é r i e n s ,  nous semble s u s c e p t i b l e  d ' appor te r  des  renseigne- 

ments d '  o rdre  phylogiiinhques i n t é r e s s a n t s  pour ce genre m a l  

connu. D'autre  p a r t ,  l a  connaissance de l a  s t r u c t u r e  de ces  

p ro té ines  d o i t  nous permettre  d 'aborder  l ' é t u d e  de l e u r  r e l a -  

t i o n  avec l e  DNA bac té r i en .  C ' e s t  pourquoi dans l ' é t u d e  bi-  

bl iographique q u i  s u i t  nous avons envisagé successivement l a  

f a m i l l e  des Rhizobiaceae e t  en p a r t i c u l i e r  s a  taxonomie , 
p u i s  l e s  p r o t é i n e s  l i é e s  au DNA e t  l ' i n t e r a c t i o n  des p r o t é i -  

nes de type HU avec le  DNA. 
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L ' a s s o c i a t i o n  e n t r e  les Rhizobium e t  l e s  légumineuses 
l 

conduit  à l a  formation de nodules s u r  le  système r a d i c u l a i r e  l 

des p l a n t e s  à l ' i n t é r i e u r  desquels  l ' a z o t e  atmosphérique e s t  l 

I 

transformé en azote  organique. 
1 

l 

A l ' é t a t  l i b r e ,  l e s  b a c t é r i e s  du genre Rhizobium ne s o n t  
l 

l 

pas des f i x a t e u r s  d ' azo te  moléculaire ,  contrairement  à c e l l e s  

des genres KZebsie l la  pnewnoniae, Asotobader vine tandii ou Clostkdim 

paste&mwn. L ' a s s o c i a t i o n  Rhizobiwn-légumineuse n é c e s s i t e  un phé- 

nomène d'une extrême complexité dans l e s  mécanismes biochimiques 

e t  génét iques e n t r a n t  en  jeu. L e s  p r i n c i p a l e s  p r o p r i é t é s  carac-  

t é r i s t i q u e s  du Rhizobium concernent son i n f e c t i v i t é  q u i  l u i  

permet d ' i n d u i r e  l a  formation des nodos i tés ,  son e f f i c i e n c e  q u i  

c a r a c t é r i s e  l ' a p t i t u d e  à f i x e r  l ' a z o t e  e t  sa s p é c i f i c i t é  d ' h d t e  

q u i  ne permet qu ' à  c e r t a i n e s  souches d ' e n t r e r  en symbiose avec 

une légumineuse donnée. 

1 - 1-1 Mécanisme symbiotique 

l 
l La première é t ape  est  l a  p r é i n f e c t i o n  de l a  r a c i n e  de l a  , 

légumineuse. E l l e  s e  t r a d u i t  p a r  une m u l t i p l i c a t i o n  des Rhizobium 

spéc i f iques  dans l a  rhizosphère,  e t  une déformation des p o i l s  

absorbants .  11 semblera i t  que l e s  b a c t é r i e s  pénè t ren t  dans l e s  



r ac ines  p a r  invagina t ion  de l a  p a r o i  du p o i l  absorbant .  Les 

b a c t é r i e s ,  dans un deuxième temps, pénè t ren t  dans l e  t i s s u  

r a c i n a i r e .  E l l e s  s u b i s s e n t  p l u s i e u r s  d i v i s i o n s  e t  cheminent 

p a r  l a  voie  du "cordon i n f e c t i e u x "  vers  l e s  c e l l u l e s  végéta- 

les t é t r a p l o ï d e s  c o n s t i t u a n t  l e  t i s s u  nodula i re .  Ces dern iè-  

r e s  s e  m u l t i p l i e n t :  c ' e s t  l ' i n f e c t i o n  e t  l a  génèse du nodule 

(FAHRAEUS, 1957) (NUTMAN,1965). L e s  b a c t é r i e s  s o n t  l i b é r é e s  en 

dehors du cordon d ' i n f e c t i o n  e t  e l l e s  se d i f f é r e n c i e n t  en bac- 

t é r o i d e s  (JORDAN, 1 9 6 2 ) .  I l  est à no te r  que ces b a c t é r i e s  ne 

s o n t  pas l i b r e s  dans l e  cytoplasme mais s o n t  enveloppées d 'une 

membrane de s é q u e s t r a t i o n  d ' o r i g i n e  végé ta le  (GOODCHILD e t  

c o l l . ,  1966) ( K I J N E ,  1975) .  C ' e s t  au cours de c e t t e  phase que 

l a  leghémoglobine se forme e t  que l ' a z o t e  moléculaire  peu t  

a l o r s  etre f i x é .  Un t e l  mécanisme n é c e s s i t e  une s p é c i i i c i t 6  

du Rhizobium vis-à-vis  de l a  plante-hôte.  

La réduct ion  de 1 ' azote  atmosphérique en ammoniac s ' e f -  

f e c t u a n t  dans les nodules en anaérobiose est  ca ta lysée  p a r  l e  

complexe enzymatique n i t rogénase .  L e s  gènes responsables  de l a  

synthèse de l a  n i t rogénase  ne s 'expriment  que lorsque l a  bacté-  

r i e  a pénét ré  dans l a  plante-hbte .  La n i t rogénase  fonct ionne 

grace  à l ' é n e r g i e  fourn ie  pa r  l a  p l a n t e  q u i  p r o f i t e  en r e t o u r  

des  p r o d u i t s  de l a  f i x a t i o n .  Le complexe n i t rogénase  e x i s t e  

a u s s i  chez de nombreux microorganismes comme l e s  cyanobactér ies  

ou algues b leues  abondantes dans les r i z i è r e s ,  Rhodopseudomoms 

capsuZata, Aaospirî ZZwn brasi tefise ou Klebsie ZZa pneumoniae . Sa syn- 

t h è s e  e s t  gouvernée p a r  des gènes appelés  gènes n i £  (Nitrogen - 
f i x a t i o n ) .  L a  c a r t e  physique de ces  gènes n i f  e s t  au jourd 'hui  - 



parfa i tement  connile chez KZebsieZZa pneumoniae : i l s  son t  au 

nombre de 17 organisés  en 7 u n i t é s  de t r a n s c r i p t i o n .  Leur iden- 

t i f i c a t i o n  commence seulement chez les Rhizobium, 03 l e u r  r ô l e  

é t a i t  p lus  d i f f i c i l e  à ana lyse r  directement  du f a i t  q u ' i l s  ne 

s 'expriment  qu 'à  l ' i n t é r i e u r  des  nodules. 

D 'aut re  pa r t ,  .des au teurs  (MASTERSON e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 2  ; 

ROSENBERG e t  c o l l . ,  1981) on t  montré que l e s  gènes n i f  chez - 
Rhizobium s o n t  l o c a l i s é s  s u r  des  plasmides de poids moléculaire  

de 180 à p lus  de 300x10~ da l tons .  

En e f f e t ,  l a  présence de plasmides de poids molécula i res  I 
1 

var iab  l e s  chez d i f f é r e n t e s  espèces de Rhizobiwn e t  Agrobactem'um 

o n t  é t é  m i s  en évidence (BECHET e t  c o l l . ,  1978 ; N U T I  e t  c c l l . ,  

1977; ZURKOWSKI e t  co11.,1976; CURRIER e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 6 ) .  Leur 

6 poids  moléculaire  s 'échelonne de  5 0 x 1 0 ~  à p lus  de 300x10 . l 
En o u t r e ,  des é tudes  r écen tes  ont  d é t e c t é  des  plasmides 1 I 

géan t s  chez p l u s i e u r s  espèces de Rhizobiwn (LEDEBOER, 1978 ; 1 
ROSENBERG e t  c o l l . ,  1981);  l e u r  poids moléculaire  est supér i eu r  

6 
à 300x10 . Ils pour ra ien t  p o r t e r  p r è s  de 300 gènes compte tenu 

de l e u r  t a i l l e  mais jusqu'à p r é s e n t  l e s  plasmides s o n t  considé- 

r é s  comme crypt iques  à l ' e x c e p t i o n  du caractère n i f  e t  nod loca- - - 
l i s é s  s u r  l e  mégaplasmide (ROSENBERG e t  c o l l . ,  1981) chez cer -  

t a i n s  Rhizobium. Les recherches s o n t  f a c i l i t é e s  du f a i t  que l e s  

gènes n i £  semblent a v o i r  peu évolué chez les d i f f é r e n t e s  espèces - 
f i x a t r i c e s  d ' azo te ,  on peu t  donc les met t re  en évidence p a r  hy- 

b r i d a t i o n  à p a r t i r  des gènes n i £  de KZebsieZZa. (RUVKUN e t  c o l l . ,  - 
1980),  En e f f e t ,  ces  au teurs  o n t  démontré que c e r t a i n s  gènes co- 

dan t  pour l a  synthèse de l a  n i t rogénase  e t  des  gènes c o n t r ô l a n t  



l a  formation de nodules s o n t  l o c a l i s é s  s u r  l e s  plasmides géants  

de R.meZiZoti L5-30 e t  41 (ROSENBERG e t  c o l l . ,  1981.). La p e r t e  

du pouvoir i n f e c t i e u x  de ces  souches ? t r e  due à une 

d é l é t i o n  spontanée s u r  le  plasmide géant  de l a  souche L5-30, 

e t  à une d é l é t i o n  s u r  le plasmide de l a  souche 4 1  à l a  s u i t e  

d'un t r a i t ement  p a r  l a  cha leur .  

L 'hybridat ion e n t r e  chacun de ces  deux plasmides e t  l e  

plasmide pSA 30 p o r t a n t  les gènes n i £  D e t  n i £  H de KZebsieZZa - - 
pnemoniae prouve que des gènes n i £  s o n t  l o c a l i s é s  s u r  l e s  p las-  - 
mides géants .  cependant p a r  é lec t rophorèse  en g e l  d 'agarose  

on ne t rouve pas de d i f f é r e n c e  de t a i l l e  e n t r e  l e  plasmide gé- 

a n t  e t  c e l u i  de l a  souche sauvage L5-30. Par con t re ,  une d i f -  

fé rence  e s t  cons ta tée  dans l e  cas  de l a  souche 4 1 ,  à l a  s u i t e  

d'une grande d é l é t i o n .  L 'hybr ida t ion  de segments de DMA clonés  

de R.japonicwn avec un plasmide p o r t a n t  des gènes n i£  de K.pneu- - 
mniae montre une homologie e n t r e  les gènes codant pour les deux 

n i t rogénases .  Ce t t e  homologie concerne l e s  gènes n i£  H e t  n i f  D - - 
(HENNECKE, 1981) . Une homologie a é t é  prouvée également e n t r e  

l e s  gènes n i £  de K.pnewnoniae p o r t é s  s u r  l e  grand plasmide de - 
R.Ze~nosamun (KROL e t  c o l l . ,  1980 ; N U T I  e t  c o l l . ,  1979) e t  

R. tri fo Zii . 
Enfin l e  plasmide T i  d '  A.twnefaeiens a été t ransmis p a r  

conjugaison à une souche de R.trifoZii (HOOYKAAS e t  c o l l .  , 1977 ; 

PRAKASH e t  c o l l . ,  1980).  Cet te  d e r n i è r e  e s t  capable d ' i n d u i r e  

des tumeurs s u r  des  p l a n t e s  supér i eu res ,  mais e l l e  e s t  r e s t é e  

e f f i c i e n t e  s u r  s a  légumineuse-hôte. Ceci suggère que l e s  



plasmides ind igènes  de l a  souche r é c e p t r i c e  e t  de l a  souche 

dona t r i ce  n ' appa r t i ennen t  pas au même  groupe d ' i n c o i n p a t i b i l i t é .  

Alors  qu 'on a pu penser  que l e s  gènes n i £  é t a i e n t  p a r t a -  - 
gés e n t r e  les deux p a r t e n a i r e s  de l a  symbiose, les expér iences  

rappor tées  c i -dessus  montrent q u ' i l  n ' e n  e s t  r i e n .  

1 - 1-2 Etude taxonomique généra le  de l a  f a m i l l e  de Rhizobiaceae 

I - 1-2-1 Etudes taxonomiques du qenre de Rhizobium 

L e  genre Rhizobium a p p a r t i e n t  à l ' o r d r e  des  Eubac té r i e s  

e t  f a i t  p a r t i e  de l a  f a m i l l e  des Rhizobiaceae. Dans l ' a r b r e  

phylogénétique (F igure  1) c o n s t r u i t  à p a r t i r  de l a  s t r u c t u r e  

des RNA ribosomaux 16 S ,  FOX e t  c o l i .  (1980) r a t t a c h e n t  l e  

Rhizobium à l ' u n  des  groupes des  b a c t é r i e s  pourpres  e t  e n  par-  

t i c u l i e r  à l a  l i g n é e  des  Rhodopseudomonae. 

Rhizobium est  c o n s t i t u é  de b a c t é r i e s  a é r o b i e s  non sporu- 

l é e s ,  capables  d ' i n f e c t e r  les r a c i n e s  des  légumineuses e t  de 

former des  nodules au s e i n  desquels  s ' e f f e c t u e  l a  f i x a t i o n  sym- 

b i o t i q u e  de l ' a z o t e .  C e t t e  format ion de nodules est l a  p ropr i é -  

t é  l a  p l u s  remarquable, permet tan t  de c a r a c t é r i s e r  l e s  b a c t é r i e s  

du genre  Rhizobium. 

Il es t  normal que l ' i d e n t i f i c a t i o n  de ces b a c t é r i e s  a i t  

é t é  basée  s u r  c e t t e  p r o p r i é t é .  Cependant il peu t  a r r i v e r  que 

c e r t a i n s  c lones  perdent  c e t t e  f a c u l t é  de noduler  d ' a u t a n t  p l u s  
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que nous avons vu que l e s  gènes impliqués é t a i e n t  vraisembla- 

blement l o c a l i s é s  s u r  des plasmides ; c e s  c lones  de ce f a i t  ne 

son t  p l u s  i d e n t i f i a b l e s .  C e  c r i t è r e  d ' i d e n t i f i c a t i o n  n ' e s t  donc 

pas convenable : il d o i t  & t r e  accompagné de l ' é t u d e  de carac-  

t è r e s  morphologiques, cu l tu raux  e t  biochimiques, chromosomiques 

au tan t  que f a i r e  s e  peut .  (On trouve l e  même problème pour des 

b a c t é r i e s  pathogènes pour l e s  animaux dont  l a  v i ru lence  n ' e s t  

pas chromosomique) . 
La de rn iè re  é d i t i o n  du "Bergey's manual" (BUCHANAN e t  

GIBBONS, 1974) d é c r i t  s i x  espèces de Rhizobium.  Chaque espèce 

e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  s a  c a p a c i t é  d ' i n f e c t e r  une p lan te  ou un 

groupe de plantes-hôtes  : il s ' a g i t  d 'une c l a s s i f i c a t i o n  par  

groupe d ' i n o c u l a t i o n  (Tableau 1) . En p l u s  de c e s  s i x  espèces ,  

il e x i s t e  de nombreuses souches de Rhizobium encore mal d i f i -  

n i e s ,  capables  de noduler de nombreuses légumineuses en p a r t i -  

c u l i e r  des espèces t r o p i c a l e s  appar tenant  aux Mimosaceae, CesaZ- 

p inaceae  ou P a p i t i o n a c e a e .  Ces souches s o n t  p a r f o i s  regroupies  

sous l e  nom de Rhizobium du "Cowpea group". 

Ce t t e  c l a s s i f i c a t i o n  du genre Rhizobium basée uniquement 

s u r  l a  s p é c i f i c i t é  d 'hô te  p résen te  de t r è s  nombreux d é f a u t s  

(VINCENT,1974 ; GRAHAM, 1976) : 

- p l u s i e u r s  p lantes-hôtes  ne f i g u r e n t  pas dans l e s  groupes 

d ' i n o c u l a t i o n  d é f i n i s  

- l e s  groupes d ' i n o c u l a t i o n  ne s ' e x c l u e n t  p a s  mutuellement, 

o r  l ' i s o l e m e n t  des souches q u i  nodulent  des  p l a n t e s  appar tenant  

3 des groupes d i f f é r e n t s  n ' e s t  pas r a r e  ( D I X O N ,  1 9 6 9 )  . 





Ce mode de c l a s s i f i c a t i o n  n ' e s t  donc pas s a t i s f a i s a n t  

e t  de nombreux t ravaux o n t  é t é  e n t r e p r i s  dans l e  but de  rem- 
I 

p l a c e r  ces  groupes d ' i n o c u l a t i o n  p a r  une c l a s s i f i c a t i o n  p lus  1 

proche de c e l l e  u t i l i s é e  pour les a u t r e s  groupes b a c t é r i e n s ,  

e s sen t i e l l ement  basée s u r  1 'é tude de carac tères  phénotypiques 

ou génét iques.  1 

I 
Les b a c t é r i e s  'de  genre Rhizobiwn s o n t  des ba tanne t s  G r a m ( - ) ,  I 

aérobies  s t r i c t e s ,  en généra l  mobiles,  possédant s o i t  un f l a -  
l 

g e l l e  p o l a i r e  ou subpola i re ,  s o i t  deux à s i x  f l a g e l l e s  p é r i -  
l 

t r i c h e s  (BUCHMAN e t  c o l l . ,  1 9 7 4 )  . 
Ces b a c t é r i e s  s o n t  t r ad i t ionne l l ement  d i v i s é e s  en  deux 

groupes d i s t i n c t s  : l e s  souches à croissance  rapide  don t  l e  

temps de généra t ion  e s t  de 2-4 heures  e t  q u i  donnent l e s  colo- 

n i e s  v i s i b l e s  s u r  mi l ieu  favorable  en 2 à 3 jours  d ' inocu la -  

t i o n  à 25-30°C, e t  les souches à c ro i s sance  l e n t e  dont l e  

temps de généra t ion  e s t  de l ' o r d r e  de 6 à 8 heures  e t  d e n t  l e s  

co lonies  ne s o n t  v i s i b l e s  qu ' ap rès  5 jours  de c u l t u r e .  Parmi a l l 

l 

l e s  souches à croissance  rap ide ,  R.  leguminosarurn, R. t r i  f o  Z i i ,  

R .phaseoZi ,  présen ten t  des r e l a t i o n s  é t r o i t e s .  

L e s  études  r é a l i s é e s  en taxonomie numérique (GRAHAM,1964 ; 1 

'T MANNETJE,1967; MOFFETT e t  COLWELLt1968),hybridation (DE LEY , 
l 

e t  RASSEL, 1 9 6 5 ; ~ ~  ~ ~ ~ ~ 1 9 6 8 ;  HEBERLEIN e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 6 7 ;  GIBBINS l 

e t  GREGORY, 1972; JARVIS e t  col1.,1977; JARVIS e t  coL1.,1980; l 

CROWN e t  c o l l . ,  1981) e t  p a r  l ' é t u d e  é lec t rophoré t ique  des pro- 

t é i n e s  so lub les  (ROBERTS e t  c o l l . ,  1980) montrent que : 

- R .  t r i f o Z i i  e t  R.  Zeguminosarum ne peuvent ê t r e  d i s t i n g u é s ,  

un s e u l  nom d 'espèce  d o i t  ê t r e  re tenu:  R.leguminosarum. 1 



- R.phaseoZi est  proche de R.Zeguminosarum mais son hé téro-  l 

l 

géné i t é  montre que des é tudes  complémentaires doivent  l u i  ê t r e  I 

1 

consacrées avant  de 1' i n c l u r e  dans le groupe R. Zeguminosarum. I 

- R.rneZiZoti e s t  v o i s i n  de R.  Zeguminosarum mais c o n s t i t u e  l 

1 

un groupe d i s t i n c t ,  proche des Agrobacterium. Il  e s t  en e f f e t  ~ 
l 
1 

t r è s  d i f f i c i l e  de d i f f é r e n c i e r  un R.meZiZoti ayant  perdu s a  fa- I 

I 
c u l t é  de noduler e t  un Agrobacterium. Cer ta ins  auteurs  o n t  l 

l 

d ' a i l l e u r s  proposé de rassembler l e s  Agrobacterium e t  les Rhizo- , 
bium à croissance  rapide  au s e i n  d 'un s e u l  genre (GRAHAM,1964). I 

Dif fé ren tes  é tudes  de l a  s e n s i b i l i t é  aux d i f f é r e n t e s  dro- 

gues des  Rhizobium e t  des Agrobacterium o n t  é t é  r é a l i s é e s  dans 

un b u t  taxonomique (KHANAKA, 1980) . Une étude récen te  r é a l i s é e  

s u r  l a  s e n s i b i l i t é  aux a n t i b i o t i q u e s  d 'un grand nombre de sou- 

ches de Rhizobium e t  d'Agrobacterium a permis de d i s t i n g u e r  

nettement les souches à c ro i s sance  rap ide ,pa r t i cu l i è rement  

R.meliZoti, R. phaseo Zi, R. trifo Zii e t  l e s  Agrobacterium, de 

c e l l e s  à croissance  l e n t e  R. Zupini e t  R. japonicurn (KHANAKA & coll., 

1981) . Les souches à croissance  rapide  capables  de noduler  cer -  1 
t a i n e s  espèces de Lotus e t  de Lencaena occupera ient  une pos i -  i 
t i o n  in te rmédia i re  e n t r e  R. me Zi loti e t  R. Zeguminosarum (JARVIS i 

Enfin l e s  souches à croissance  l e n t e  de R.Zupini e t  R.ja- i 
ponicum s o n t  nettement d i f f é r e n t e s  des souches à c ro i s sance  ra-  ! 

l 

pide.  Dès 1964, GRAHAM a v a i t  proposé de l e u r  c r é e r  un nom de 1 

genre d i f f é r e n t  : l e  genre phytomyxa. Récemment, JORDAN (1982) 

a proposé d ' appe le r  ce genre nouveau Bradyrhizobium, ce q u i  a 



l ' avantage  de conserver pour ces  b a c t é r i e s  d ' i n t é r e t  agrono- 

. mique considérable  une terminologie  proche de c e l l e  largement 

u t i l i s é e  dans l a  l i t t é r a t u r e  jusqu 'a lors .  

Etudes taxonomiques du genre Agrobacterium 

Les Agrobacterium s o n t  des ba tônnets  Gram(-) aé rob ies  

mobiles, possédant de un à qua t re  f l a g e l l e s  p é r i t r i c h e s  usuel- 

lement a t t a c h é s  la té ra lement  (DE LEY e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 6 6 ;  BUCHANAN 

L a  huit ième é d i t i o n  du Bergey's manual (BUCHANAN e t  c o l l . ,  l 
l 
1 

i 1974) d i s t i n g u e  au s e i n  du genre Agrobacterium qua t re  espèces : i 

A. tumefaciens, A. rubi capables  d ' i n d u i r e  des p r o l i f é r a t i o n s  de 

na ture  tumorale nommées "Crown g a l l "  chez l e s  p l a n t e s  s u p é r i e u r e s ,  1 
A.rhizogenes e t  A.radiobacter s o n t  non pathogènes (Tableau I I ) .  

l 

Les t ravaux de DE LEY e t  co11.(1966) p o r t a n t  s u r  l a  composition 1 
I 

en bases  du DNA, l e  type de c i l i a t i o n ,  l a  production de 3-ceto- i 
glycos ides  e t  l e  c a r a c t è r e  de phytopathogénécité s u r  l a  tomate 

e t  s u r  Datura permettent  de d i s t i n g u e r  t r o i s  espèces : ~ g r o b a c -  l 
terium radiobacter, A. tumefaciens e t  A.rhizogenes. A.rubi d o i t  1 

I 

e t r e  confondu avec A. tumefaciens. 
I 
i 

L'étude de KEANE (1970) p o r t a n t  s u r  une s e r i e  de carac-  

i t è r e s  biochimiques, comportement é l ec t rophoré t ique  des p r o t é i n e s  

so lub les ,  l e  tes t  sérologique e t  l e  c a r a c t e r e  de phytopathogé- 

n é c i t é  de 50 souches d'Agrobacterium met en évidence deux bio- 

types,  le  b io type  1 r é u n i t  des  espèces phytopathogenes e t  des 



TABLEAU II 

LES DIFFERENTES ESPECES DE GENRE AGROBACTERIUM DIAPRES LA HUITIEME EDITION DE BERGEY'S MANUAL 

BUCHANAN et GIBBONS (1974)- 

Espèce 
Utilisation de 

Acide aminé sel d'ammonium Nitrate 3- cetolactase 
comme source d'azote 

Formation des 
tumeurs . 

A. twnefaciens 

A. radiobacter 

A. rhizogenes 

A . r u b i  



e t  l ' o n  comprend dès l o r s  pourquoi ce c a r a c t è r e  de phytopatho- 

généci té  n  ' a  que t r è s  peu d ' i n t é r é t  taxonomique. 

espèces non phytopathogènes. L e s  r é s u l t a t s  des c a r a c t è r e s  bio- 
1 

chimiques montrent que l a  d i v i s i o n  de genre Agrobacterium en 
l 

espèces t e n a n t  compte de l e u r  phytopathogénécité e s t  donc remi- 
l 

s e  en cause.  Cet te  mBme observat ion  e s t  r é a l i s é e  par  WHITE l 

La c l a s s i f i c a t i o n  de l a  f a m i l l e  des  Rhizobiaceae e s t  

donc en p l e i n  remaniement. Il es t  v r a i  que l a  p l u p a r t  des  t r a -  

vaux r é a l i s é s  jusqu'à p résen t  p o r t e n t  s u r  le Rhizobium e n t r a n t  

en symbiose avec l e s  légumineuses des pays tempérés q u i  ne re-  

p résen ten t  qu'une p a r t i e  de l a  f a m i l l e  des  légumineuses. Ce t t e  

f a m i l l e  comprendrait environ 14.000 espèces ,  l a  p l u p a r t  d ' o r i -  

gine t r o p i c a l e  ou sub t rop ica le .  Seule l a  symbiose de 1.200 es- 

pèces environ a é t é  é tud iée  jusqu'à p r é s e n t  : il e s t  é v i d e n t  

(1972) pu i s  par  KERESTER e t  co11. (1973) . Ce d e r n i e r  é t u d i a n t  

dans c e s  cond i t ions ,  que l a  c l a s s i f i c a t i o n  des Rhizobiaceae ne 

peut  étre que temporaire e t  q u ' e l l e  s u b i r a  encore dans les an- 

nées à v e n i r ,  de prof ondes modif ica t ions  . 

i 

l e s  Agrobacterium p a r  l e s  techniques de l a  taxonomie numérique I 

met en évidence deux groupes correspondant sensiblement aux l 

l 

deux b io types  annoncés p a r  KEANE e t  sans  r e l a t i o n  avec le ca- 
l 

r ac tSre  de phytopathogénécité.  Cet te  observat ion  t rouvera  une 

e x p l i c a t i o n  l o r s  de l a  découverte du plasmide T i  responsable  l 

l 

de l ' i n d u c t i o n  des tumeurs par  ZAENEN e t  co11.(1974).  Le p las -  
l 

mide T i  peut  é t r e  faci lement  t r a n s f é r é  d'une souche à l ' a u t r e  1 



1 - 1-2-3 Etudes taxonomiques r é a l i s é e s  au l a b o r a t o i r e  

L'étude de l a  s e n s i b i l i t é  à 16 a n t i b i o t i q u e s  de 81 sou- 

ches de Rhizobium e t  de 11 souches dlAgrobacterium nous a  

permis de d i s t i n g u e r  assez  nettement l e s  souches à c ro i s sance  

rapide (en p a r t i c u l i e r  R.rneZiZoti, R.phaseoZi, R.  t r i f o  Z i i  e t  

l e s  Agrobacterium) de c e l l e s  à c ro i s sance  l e n t e  (R.Zupini e t  

R.japonicum) . Cer ta ins  groupes ( R .  Zupini e t  R .  Zeguminosarum 

en p a r t i c u l i e r )  p résen ten t  des r é s i s t a n c e s  t r è s  d i v e r s e s  en 

fonct ion  des souches e t  l a i s s e n t  supposer l ' e x i s t e n c e  d 'une 

grande hé té rogéné i t é  au niveau de ces  groupes (KHANAKA, 1981) . 
Ces mêmes souches de Rhizobium e t  d'Agrobacterium on t  é t é  é tu-  

d iées  (CATTEAU e t  co11. ,1984) se lon  l e s  techniques de taxono- 

mie numérique en u t i l i s a n t  322 c a r a c t è r e s  ( c a r a c t è r e s  b ioch i -  

miques e t  morphologiques t r a d i t i o n n e l s ,  u t i l i s a t i o n  des subs- 

t r a t s  carbonés e t  c a r a c t è r e s  enzymatiques) . 
L e  t r a i t e m e n t  in fo rna t ique  a é t 6  r é a l i s é  s u r  o r d i n a t e u r  

IRIS 80, U n  c o e f f i c i e n t  de c o r r é l a t i o n  est  c a l c u l é  e n t r e  t o u t e s  

les souches p r i s e s  deux à deux. On o b t i e n t  une matr ice  de  coef- 

f i c i e n t s  de c o r r é l a t i o n .  Les souches s o n t  a l o r s  regroupées s u i -  

van t  l a  méthode h ié ra rch ique  d1agr6gat ion  "Unweighted P a i r -  

Group Mathematical Average ClusteringW(UPGMA) (SOKAL e t  c o l l . ,  

1958) . L' a rb re  de c l a s s i f i c a t i o n  (ou dendrograrnme) obtenu 

(CATTEAU e t  co11. ,1984) est rep résen té  dans l a  f i g u r e  2.  Il 

est c o n s t i t u é ' p a r  l a  l i s t e  des souches q u i  se  s o n t  agrégées 

pour des niveaux h iérarchiques  de p l u s  en p lus  hau t s  : entre100 

( s i m i l i t u d e  complète) e t  O p. 100 (niveau d '  agrégat ion  des 

groupes l e s  p lus  d issemblables) .  





Un dendrogramme n ' e s t  pas une p résen ta t ion  f i g é e .  I l  

f a u t  imaginer l e  dendrogramme dans un espace t r id imensionnel ,  

semblable à un "mobile" dont l e s  axes peuvent p i v o t e r  de s o r t e  

que c e r t a i n s  groupes pu i s sen t  é t r e  rapprochés d ' a u t r e s  groupes 

é c a r t é s  dans l a  r ep résen ta t ion  bidimensionnelle.  Les p o i n t s  de 

raccordement des groupes aux axes v e r t i c a u x  s o n t  d ' a u t a n t  p l u s  

é levés  que l e s  groupes s o n t  taxonomiquement hétérogènes,  pa r  

exemple l e s  groupes M e t  A présen ten t  une p lus  grande homogé- 

n é i t é  que l e  groupe T.  

L 'observat ion de ce dendrogramme montre une assez  grande 

hé térogénéi té  de l 'ensemble de l a  f a m i l l e  de Rhizobiaceae. Les 

souches à c ro i s sance  l e n t e  R. japonicum (souches J) , R. Zupini 
(souches K) e t  c e r t a i n s  Rhizobium speeies R.sp (souches S) s o n t  

hétérogènes e t  é lo ignées  des a u t r e s  groupes. R.n;eLtZoti (grou- 

pe M) , Agrobacterium (groupe A) e t  R. trifoZii (groupe T) cons- 

t i t u e n t  l e s  groupes l e s  mieux d é f i n i s .  L e  groupe M e t  le  groupe 1 
A s o n t  taxonomiquement proches, ce  qu i  confirme les observat ions  

de GRAHAM (1964) e t  MOFFETT e t  co11.(1968).  

Les souches de R.Zeguminosarum e t  R.phaseoZi é t u d i é e s  ne 

c o n s t i t u e n t  pas de groupes homogènes. La majo r i t é  des souches 

de R.Zeguminosarum s o n t  i n c l u s e s  dans l e  groupe T t  d ' a u t r e s  

souches s o n t  i n c l u s e s  dans le  groupe A e t  c e r t a i n e s  e n f i n  s o n t  

encore p l u s  é lo ignées  e t  disséminées dans l e  dendrogramme. Dans 

un meme groupe, il est poss ib le  de r encon t re r  des souches appar- 

t enan t  à des groupes d ' inocu la t ion  d i f f é r e n t s ,  p a r  exemple dans 

le  groupe T on t rouve  9 souches de R .  trifoZii, 5 souches de 



R. Zeguminosarum, 2 souches de R.phaseoZi , 1 souche d '  Agrobac- 

terium e t  1 souche de Rhizobium spec ies  ( R - s p ) .  Ceci confirme 

les observat ions  f a i t e s  par  d ' a u t r e s  au teurs  s u r  l ' e x i s t e n c e  

de r e l a t i o n s  é t r o i t e s  e n t r e  ces  t r o i s  groupes d ' i n o c u l a t i o n .  

1 - 1-2-4 Méthodes d 'é tude  de l a  phylogénie 

D e  façon à r e t r a c e r  l a  parenté  phylogénique des b a c t é r i e s ,  

un c e r t a i n  nombre d ' a u t e u r s  (VAN BEEUMEN, 1980; FOX e t  c o l l . ,  1980; 

DICKERSON,1980) o n t  é t u d i é  e t  comparé des macromolécules codées 

p a r  l e  génome e t  q u i  en son t  l a  t r a d u c t i o n  d i r e c t e .  Toute modi- 

f i c a t i o n  de c e s  macromolécules r e f l è t e  donc une modif ica t ion  

du gbne correspondant.  Chez deux b a c t é r i e s  phylogéniquement 

é lo ignées  e t  possédant l ' une  e t  l ' a u t r e  les mêmes vo ies  méta- 

bol iques ,  l e s  p r o t é i n e s  enzymatiques, c a t a l y s a n t  chaque é tape  l 
o n t  des s t r u c t u r e s  d i f f é r e n t e s  b ien  que fonct ionnel lement  iden- I 

l 

t i q u e s  ou t r e s  vo i s ines .  L'étude de l a  s t r u c t u r e  de c e s  pro- 

t é i n e s  e s t  donc t r è s  importante pour r e t r a c e r  l a  phylogénie 

des  b a c t é r i e s .  

L e  moyen le p l u s  p r é c i s  pour comparer des p r o t é i n e s  est  

d ' é t u d i e r  l e u r  s t r u c t u r e  pr imaire .  Chez l e s  animaux e t  l e s  plan- 

tes, des é tudes  de séquence o n t  é t é  r é a l i s é e s  pour l'hémoglo- 

bine e t  le  cytochrome C e t  o n t  permis de t r a c e r  l e s  a r b r e s  phy- 

logéniques.  Chez les b a c t é r i e s ,  les données commencent également 

à ê t r e  abondantes. L e s  t ravaux l e s  p lus  nombreux dans ce  domaine 



o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  l a  s t r u c t u r e  p r ima i re  e t  ter t ia ire  des  

cytochromes e t  o n t  permis d ' é t a b l i r  des  a r b r e s  phylogénét iques  

de b a c t é r i e s  (VAN BEEUMEN,1980; TEMPST e t  co11. ,1983) e t  s u r  l a  

s t r u c t u r e  p r ima i re  de l a  f r a c t i o n  1 6  S des  rRNA (FOX e t  codl . ,  

1980) .  Cependant, l ' é t a b l i s s e m e n t  de r e l a t i o n s  phylogénét iques  

à p a r t i r  de ces é tudes  est p a r f o i s  rendu d é l i c a t  p a r  le f a i t  de 

1 ' e x i s t e n c e  de p l u s i e u r s  c l a s s e s  de cytochromes q u i  d i f f è r e n t  

p a r  l a  longueur de l e u r  charne polypept id ique ,  e t  s u r t o u t  l e u r  

fonc t ion .  En e f f e t ,  b i e n  que t o u s  l e s  cytochromes a i e n t  un r ô l e  

dans l e  t r a n s p o r t  d ' é l e c t r o n s  dans les phénomènes d 'oxydat ion  

c e l l u l a i r e ,  i l s  i n t e r v i e n n e n t  à des  é t a p e s  d i f f é r e n t e s  de ce  

processus  e t  il es t  vraisemblable  que les c o n t r a i n t e s  s t r u c t u -  

r a l e s  de cytochromes ayant  des  f o n c t i o n s  d i f f é r e n t e s  ne s o i e n t  

pas  i d e n t i q u e s  (VAN BEEUMEN, 1980) . Dans tous  les c a s  une par-  

t i e  de l a  s t r u c t u r e  s ' e s t  conservée au cours  de l ' é v o l u t i o n ,  

mais en  propor t ion  v a r i a b l e  s e l o n  l e s  organismes, une "d i s -  

t ance  muta t ionnel le"  p e u t  donc e t re  c a l c u l é e  q u i  t r a d u i r a  l a  

divergence taxonomique e n t r e  les microorganismes é t u d i é s .  Ce-  

pendant le nombre de molécules é t u d i é e s  dans un b u t  taxonomi- 

que e s t  encore  f a i b l e  e t  il f a u d r a  a t t e n d r e  un c e r t a i n  temps 

pour que l a  technologie  permette  de d i s p o s e r  de données a s sez  

nombreuses pour c o n s t r u i r e  une systématique bac té r i enne  s u r  l a  

base  des  séquences de macromolécules te l les  que les p r o t é i n e s  

e t  les a c i d e s  nucléiques .  



I - 2 CONDENSATION DU DNA 

1 - 2-1 Condensation du DNA chez l e s  Eucaryotes 

Dans l e s  c e l l u l e s  dés organismes supér i eu r s ,  l e  DNA e s t -  

contenu dans l e  noyau e t  s e  t rouve  impliqué dans une s t r u c t u r e  1 
l 

complexe appelée chromatine. La chromatine e s t  c o n s t i t u é e  de l 

l 
DNA, de p ro té ines  e t  de RNA dont l e s  pourcentages v a r i e n t  se- 

l 

lon l e  type de c e l l u l e .  i 
~ Parmi l e s  p r o t é i n e s ,  on t rouve l e s  h i s t o n e s  dont  l e  rap- i 

p o r t  pondéral  histones/DNA e s t  généralement vo i s in  de 1 e t  les 

p ro té ines  non-histones dont l a  q u a n t i t é  v a r i e  en  fonc t ion  de 

l ' e s p è c e  animale ou végé ta le  e t  de  l a  n a t u r e  du t i s s u .  

L e s  p r o t é i n e s  non-histones s o n t  t r è s  nombreuses e t  Eor- 

ment un groupe t r è s  hétérogène t a n d i s  que l e s  h i s t o n e s  forment 

un groupe homogène c o n s t i t u é  dans l a  p l u p a r t  des t i s s u s  pa r  

c inq  p r o t é i n e s  : l e s  h i s t o n e s  H l ,  H2A, H2B, H 3  e t  8 4 .  

La chromatine e s t  formée d ' u n i t é s  r é p é t i t i v e s  composées 

à l a  f o i s  de DNA e t  d' 'histone e t  appelées  nucléosomes (KORNBERG, 

1977). Le nucléosome semble c o n s t i t u é  d 'un fragment de DNA de  

200 p a i r e s  de bases  environ e t  d 'un ensemble de 8 molécules 

d ' h i s t o n e s  comprenant deux copies  de chacune d ' e l l e s  H2A, H2B, 

H 3  e t  H 4 .  L 'h is tone  H l  non nécessa i re  pour r e c o n s t i t u e r  un nu- 

cléosome p o u r r a i t  s e r v i r  de l i e n  e n t r e  nucléosomes d 'une  même 

chaîne ou de chaînes vo i s ines .  



Des p r o t é i n e s  non-histones de type HMG (h igh  mobi l i ty  

group) o n t  é t é  également i d e n t i f i é e s  dans l e  nucléosome. Le nu- 

cléosome e s t  c o n s t i t u é  d'une "core p a r t i c l e "  e t  d 'un fragment 

de DNA appelé  "DNA l i n k e r "  auquel s o n t  associées  une molécule 

d 'h i s tone  H l  e t  des  p ro té ines  non-histones de type HMG. La 

longueur du "DNA . l m e r "  e s t  généralement v a r i a b l e  e t  comprise 

e n t r e  40 e t  60 p a i r e s  de bases  su ivan t  l ' o r i g i n e  de la c e l l u l e .  

La "core p a r t i c l e "  e s t  un complexe octamérique formé pa r  l e s  

h i s tones  H2A,  H2B, H 3  e t  H4  au tour  duquel son t  enroulées  145 

p a i r e s  de bases  de DNA. L a  "core p a r t i c l e "  e s t  une u n i t é  cons- 

t a n t e  que l s  que s o i e n t  les t i s s u s  ou l e s  organismes cons idérés .  

En microscopie é l ec t ron ique ,  l 'ensemble des nucléosomes a l ' a p -  

parence d 'un c o l l i e r  de p e r l e s  (OUDET e t  c o l l . ,  1 9 7 5 )  ; e n  f a i t ,  

c e t  aspect  en c o l l i e r  de p e r l e s  s e r a i t  un a r t e f a c t  dQ aux mé- 

thodes de p répara t ion  e t  les nucléosomes s e r a i e n t  impliqués 

dans une s t r u c t u r e  encore p lus  compacte dans l a q u e l l e  i n t e r -  

v iendra ien t  l ' h i s t o n e  H l  e t  probablement des p r o t é i n e s  non- 

h i s tones  du groupe HMG. 

1 - 2-2 Condensation du DNA dans l a  c e l l u l e  procaryot ique 

La c e l l u l e  procaryot ique ne c o n t i e n t  pas de noyau dél imi-  

t é  pa r  une enveloppe nuc léa i re  ; cependant, par l ' o b s e r v a t i o n  

en  microscopie é l ec t ron ique ,  l e  DNA chromosomique n ' e s t  pas  

d i spe r sé  dans . tou te  l a  c e l l u l e  e t  se t rouve  Local isé  dans une 

région r e s t r e i n t e  appelée "corps n u c l é a i r e "  (KELLENBERGER e t  

c o l l . ,  1958) . 



1 

Celui-ci  e s t  souvznt a s soc ié  à l a  membrane bac tér ienne  s o i t  
I 

directement ,  s o i t  pa r  1 ' in te rmédia i re  d'un mésosome (RYTER,  l 
l 

1968). Le DNA chromosomique d 'Escher ichia  c o l i ,  q u i  e s t  une l 

1 

molécule gigantesque mesurant 1100 pm de longueur (CAIRNS, l 1 
l 

1963) e s t  condensé dans une s t r u c t u r e  dont  l e  diamètre est  de 

l ' o r d r e  de 1 pm. 

l 
Le DNA chromosomique a  é t é  i s o l é  d'E. coZi en  une s t r u c -  

l 
t u r e  condensée appelée "génome p l i é t '  pa r  STONINGTON e t  I 

PETTIJOHN (1971) ou "cnromosome b a c t é r i e n  p l i é "  par  WRCEL e t  ~ 
BURGI ( 1 9 7 2 ) .  Ces express ions  p r é t e n t  à confusion e t  nous re-  1 

1 

t iendrons  l e  terme "nucléoide" q u i  a  é t é  f inalement  c h o i s i  p a r  

PETTIJOHN en 1976. Le nucléoide a  également é t é  i s o l é  de  BaziZ- 
1 

l u s  s u b t i l i s  (DWORSKY,1977 ; GUILLEN e t  co11.,1978), SaZmoneZZa 

typhimurium (MANIS e t  c o l l . ,  1976) e t  Azotobacter vineZandii  

: 
(SADOFF e t  c o l l . ,  1979). 

1 - 2-2-1 Prépara t ion  du nucléoide 

Le nucléoide e s t  d i f f i c i l e  à i s o l e r  en ra i son  de s a  f r a -  

g i l i t é  q u i  s ' exp l ique  en p a r t i e  p a r  l ' absence  de membrane. I l  

s ' a g i t  de mainteni r  l e  DNA dans un é t a t  de condensation s i m i -  

l a i r e  à c e l u i  q u i  e x i s t e  dans l a  c e l l u l e .  Ceci peut  e t re  obte- 

nu dans une s o l u t i o n  de concent ra t ion  s a l i n e  é levée  ( N a C l  1 M )  , 
s o i t  en présence de polyamines. C e s  condi t ions  o n t  pour e f f e t  

de n e u t r a l i s e r  les charges de r épu l s ion  des groupes phosphates 



des ac ides  nucléiques dont  l a  d e n s i t é  e s t  très é levée  dans l a  

s t r u c t u r e  condensée. Les méthodes de p répara t ion  du nucléoïde I 

c o n s i s t e n t  à l y s e r  par  une technique douce l a  pa ro i  de l a  ce l -  

l u l e  bac tér ienne  e t  l e  nucléoïde q u i  e s t  un complexe de masse 

moléculaire  é l evée ,  e s t  i s o l é  des  a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  c e l l u l a i -  
1 

I 

r e s  pa r  c e n t r i f u g a t i o n  dans un g r a d i e n t  de saccharose.  L'obten- I 

t i o n  d'un m a t é r i e l  non visqueux e t  sédimentant rapidement in-  1 
1 

dique que dans l e  nucléoïde i s o l é  l e  DNA est  for tement  r e p l i é .  

Dans une s o l u t i o n  de concent ra t ion  s a l i n e  é levée  (NaCl 
l 

l M ) ,  deux types  de nucléoïdes o n t  é t é  i s o l é s  se lon  l ' impor tance  1 

de l a  lyse  de l a  p a r o i  bac tér ienne .  S i  l e  mi l i eu  r é a c t i o n n e l  i 
l 

e s t  maintenu à une température q u i  n 'excède pas 10°C, l a  l y s e  

est incomplète e t  on i s o l e  un nuclt-oïde "associé  aux membranes" l 

(PETTIJOHN e t  c o l l . ,  1972 ; WORCEL e t  c o l l . ,  1 9 7 4 ) .  P a r  con t re ,  
l 
1 

à température ambiante, l a  l y s e  est  presque complète e t  on i so -  1 
l e  un nucléoïde " l i b r e  de membrane" (STONINGTON e t  c o l l . ,  1971 ; 1 
WORCEL e t  c o l l . ,  1972) . L '  é l iminat ion  des membranes peu t  ê t r e  1 

1 

également obtenue à lo°C, en présence d'un dé te rgen t  comme le 

s a r c o s y l  (WORCEL e t  c o l l . ,  1 9 7 4 ) .  En r é a l i t é ,  il a é t é  dgmontré 

u l té r ieurement  que l a  l y s e  n ' e s t  jamais complete e t  que ces  nu- i 
1 

c léordes  renferment encore une t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  de membra- ! 

ne (moins de 1 p. 100 de l 'enveloppe c e l l u l a i r e )  . I 1 

q u i  r e s t e  a s soc iée  au nucléoïde.  1 

Le  nucléoïde " l i b r e  de membrane" a un c o e f f i c i e n t  de sé- 

dimentation de 1 6 0 0  S. Le c o e f f i c i e n t  de sédimentat ion du nu- 

c l éo ïde  "associé  aux membranes" est  compris e n t r e  3000 e t  4000 S.  

Ce t t e  hé té rogéné i t é  e s t  due à l a  q u a n t i t é  v a r i a b l e  de membrane 

1 



Deux méthodes ont  é t é  d é c r i t e s  pour préparer  un nu- 

c léoïde  en mi l i eu  de fo rce  ionique beaucoup p lus  f a i b l e .  Dans 

l a  méthode de KORNBERG (1974)  l e  nucléoïde e s t  préparé dans 

une s o l u t i o n  de NaCl 0.1M en présence de spermidine ( 5 m M) . 
Dans l a  méthode de DWORSKY ( 1975)  , l e  nucléoïde es t  préparé  

dans un mi l ieu  NaCl 0.2M en présence de q u a n t i t é  r é d u i t e  de 

dé te rgen t s  e t  de lysozyme. Ces méthodes p lus  douces abou t i s -  

s e n t  à l ' i s o l e m e n t  de nucléoïdes q u i  s o n t  toujours  a s s o c i é s  

aux membranes. 

11 n ' e s t  pas p o s s i b l e  de d i s s o c i e r  l e s  membranes s a n s  

d é t r u i r e  l e  nucléoïde.  I l  semble donc que l e s  membranes par -  

t i c i p e n t  au maintien de l a  condensation du DNA dans l e s  nu- 

c l éo ïdes  préparés  à f a i b l e  fo rce  ionique.  Les nucléoïdes 

préparés  pa r  l e s  méthodes de KORNBERG ( 1974 )  e t  de DWORSKY 

(1975)  n ' o n t  pas le  même c o e f f i c i e n t  de sédimentat ion,  n i  l a  

même s t a b i l i t é  : c e c i  indique q u ' i l s  doivent  a v o i r  des s t r u c -  

t u r e s  d i f f é r e n t e s .  La d i s p a r i t é  e n t r e  les s t r u c t u r e s  obtenues 

pa r  l e s  méthodes d é c r i t e s  jusqu'à p r é s e n t  t r a d u i t  l a  d i f f i c u l -  

t é  de l ' i s o l e m e n t  du nucléoïde.  Les méthodes mises en oeuvre 

doivent  permettre  de sépare r  suffisamment l e s  membranes de l a  

p a r o i  c e l l u l a i r e  mais doivent  é v i t e r  les techniques t r o p  dras-  

t i q u e s  q u i  d é p l i e n t  l e  DNA. 



I - 2-2-2 Com~os i t ion  du nucléoïde 

Parmi l e s  nucléoldes q u i  o n t  pu être préparés  p a r  d i f f é -  

r e n t e s  méthodes, tous  renferment l a  t o t a l i t é  du DNA chromoso- 

.mique dans un é t a t  non dégradé. Le nucléolde c o n t i e n t  éga le-  
l 

~ 
ment du RNA, des  p ro té ines  e t  des l i p i d e s .  Le nucléolde " l i b r e  1 

de membrane" e s t  c o n s t i t u é  de 60 p.100 de DNA, 30 p.100 de RNA, 
I 
l 
1 

5 à 10 p.100 de p ro té ines  e t  moins de 1 p.100 de l i p i d e s .  Dans I 
1 

l e s  nucléoïdes "associés  aux membranes", l e s  p ro té ines  e t  l e s  l 

l i p i d e s  s o n t  nettement p l u s  abondants e t  l e u r  t aux  v a r i e  avec 

l a  q u a n t i t é  de membrane q u i  r e s t e  associée  au DNA. Le r a p p o r t  

pondéral  protéines/DNA e s t  proche de 1 dans l e  nucléoïde "asso- 

c i é  aux membranes" e t  i s o l é  en m i l i e u  NaCl 1 M .  C e  r a p p o r t  e s t  

d 'envi ron  0.8 dans le nucléof de préparé  p a r  l a  méthode de  

DWORSKY (1976) . Les l i p i d e s  dont l a  présence e s t  l i é e  à c e l l e  

des membranes peuvent r e p r é s e n t e r  jusqu'à 20 p.100 des compo- 

s a n t s  de c e s  nucléo?des,  s e l o n  PETTIJOHN (1976);  mais ceci 

n ' e s t  pas admis p a r  WORCEL (1974) : le  taux  de RNA e s t  p l u s  

é levé  dans l e  nucléoide "associé  aux membranes" que dans l e  

nucléoide " l i b r e  de membranes". 

Dans tous  l e s  types  de nucléoïdes,  l e  RNA es t  en grande 

p a r t i e  r ep résen té  pa r  du RNA "na i s san t "  (RNA nouvellement syn- 

t h é t i s é )  l i é  au DNA p a r  l a  RNA polym6rase. 

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des p r o t é i n e s  des nucléoïdes  n ' a pas  

é t é  menée de façon approfondie.  On s a i t  cependant que les 

sous-uni tés  a ,  8 ,  6 '- de l a  RNA polymérase r ep résen ten t  le  com- 

posant pro té ique  majeur dans les deux types de nucléoides  



i s o l é s  en mi l ieu  NaCl 1 M  (STONINGTON e t  co11.,1971; WORCEL e t  

co11.,1974) a i n s i  que dans le  nucléoide préparé p a r  l a  méthode 

de KORNBERG comme l ' o n t  montré PORTALIER e t  WORCEL (1976) . L a  

p l u p a r t  des  a u t r e s  p ro té ines  des nucléoïdes a s soc iés  aux mem- 

branes s o n t  des p r o t é i n e s  membranaires (PORTALIER e t  c o l 1  . , 
1976) . L e  nucléolde préparé p a r  l a  méthode de KORNBERG (1974) 

renferme, en p lus  des p r o t é i n e s  dé jà  c i t é e s ,  deux p r o t é i n e s  

chromosomales q u i  o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  pa r  VARSHAVSKY e t  c o l l .  

(1977) p u i s  par BAKAYEV e t  c o l l .  (1981) .  Ces au teurs  o n t  pur i -  

f i é  à p a r t i r  du nucléoïde de E. CO Zi un complexe desoxyribonu- 

c léoproté ique  pa r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de sucrose ou p a r  

chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  s u r  colonne de Sepharose 2B.  

Après hydrolyse ménagée à l a  nucléase micrococcale,  i l s  obt ien-  

nent  des fragments de DNA chromosomiques auxquels s o n t  asso- 

c i é e s  l e s  p r o t é i n e s  B 1  e t  B2 dont  l a  masse moléculaire  respec-  

t i v e  e s t  de 17.000 e t  10.000. L e s  p l u s  p e t i t s  fragments a i n s i  

obtenus s o n t  c o n s t i t u é s  de polynucléot ides  de 100 à 120 p a i r e s  

de bases  e t  d'une molécule de chacune des deux p r o t é i n e s  B 1  e t  

B2. Le r appor t  protéines/DNA de ces  complexes e s t  de l ' o r d r e  

de 0 . 2 .  I l  semblera i t  que ces  p r o t é i n e s  s o i e n t  r é p a r t i e s  uni- 

formément le long du DNA chromosomique. L e s  p ro té ines  B 1  e t  B2 

correspondent respectivement aux p r o t é i n e s  H l  e t  HU dont  nous 

repa r l e rons  dans l a  p a r t i e  1 - 2-2-4-3. 

La p r o t é i n e  HU a également é t é  mise en  évidence p a r  

ROUVIERE-YANIV (1978) dans l a  f r a c t i o n  des p r o t é i n e s  thermos- 

t a b l e s  du nucléoïde de E.coZi préparé  pa r  l a  méthode de 

KORNBERG (1974).  



1 - 2-2-3 Organisat ion du DNA dans l e  nucléoide i s o l é  en 

mi l ieu  N a C l  1 M  

Les au teurs  q u i  o n t  i s o l é  l e s  nucléoides en mi l ieu  de 

force  ionique é levée  o n t  cherché à déterminer l a  conformation 

du DNA e t  l a  na tu re  des i n t e r a c t i o n s  q u i  l e  maintiennent dans 

c e t t e  s t r u c t u r e .  Les méthodes employées à ces f i n s  c o n s i s t e n t  

à t r a i t e r  l e  nucléoide p a r  des agents  chimiques ou enzymati- 

ques q u i  en a f f e c t e n t  l e s  composants, e t  à s u i v r e ,  par  des  me- 

su res  de v i s c o s i t é  e t  de sédimentat ion,  l e  dépliement du DNA. 

L e  t r a i t e m e n t  du nucléoide p a r  l a  r ibonucléase ,  l a  t ryp-  
i 

s i n e  ou l e  dodécylsu l fa te  de sodium (SDS) provoque l e  dep l i e -  

ment du DNA. Ces observat ions  suggèrent que l e  RNA e t  les pro- 

t é i n e s  p a r t i c i p e n t  au maintien de l a  condensation du DNA 

(DRLICA e t  WORCEL, 1 9 7 5 )  . Mais d '  a u t r e s  r é s u l t a t s  obtenus 

par  des  é tudes  de sédimentat ion s u r  l e  nucléolde dépro"" c e m i s é  

semblent indiquer  que l a  s t r u c t u r e  condensée du DNA e s t  s t a b i -  

l i s é e  e s sen t i e l l ement  p a r  des i n t e r a c t i o n s  RNA-DNA (HECHT e t  

c o l l . ,  1977 )  . 
Le DNA c i r c u l a i r e  de E.coZi présente  une s t r u c t u r e  t o r -  

sadée. Le degré de s u p e r h é l i c i t é  du DNA, mesuré en  s u i v a n t  l a  

modif icat ion du comportement du nucléoide en présence de bro- 

mure d 'é thidium, est  de un t o u r  de s u p e r h é l i c i t é  négat ive  pour 

200 p a i r e s  de bases .  La s t r u c t u r e  superhé l i co ida le  du DNA n ' e s t  

que p a r t i e l l e m e n t  re lâchée  lorsque  le nucléoide est soumis à 



une hydrolyse l i m i t é e  p a r  l a  DNase. I l  f a u t  beaucoup de  cou- 

pures  pour r e l â c h e r  complètement c e t t e  s t r u c t u r e  dans l e  nu- 

cli5oïde. C e s  obse rva t ions  ind iquen t  que le  DNA es t  d i v i s é  en 

"domaines". Un "domaine" de DNA s u p e r h é l i c o ï d a l  correspond à 

une rég ion  de DNA l i é e  en deux p o i n t s  à du RNA.' Ces deux p o i n t s  

de f i x a t i o n  maint iennent  l a  t o r s i o n  de l a  double h é l i c e .  

A p a r t i r  de c e s  r é s u l t a t s ,  WORCEL e t  BURGI ( 1 9 7 2 )  e t  u l -  l 

t é r ieurement  PETTIJOHN ( 1976) o n t  proposé un modèle de 1 ' orga- I 

n i s a t i o n  du DNA dans le nucléoïde " l i b r e  de membranes". Nous l 

avons r e p r o d u i t  l e  modèle de PETTIJOHN dans l a  f i g u r e  3 .  Dans l 

I 
ce modèle, l e  DNA est  maintenu ( p l i é )  p a r  des  molécules de RNA. 1 

L e  DNA es t  a i n s i  d i v i s é  en "domaines" à l ' i n t é r i e u r  desque l s  

il a une conf igu ra t ion  s u p e r h é l i c o ï d a l e .  L e s  "domaines" s o n t  

indépendants c ' e s t - à - d i r e  que l e  relâchement de l a  s u p e r h é l i -  

c i t é  provoqué p a r  une coupure s u r  un b r i n  de DNA à l ' i n t é r i e u r  

d 'un  "domaine" ne se propage pas  dans les "domaines" a d j a c e n t s .  1 

L'observa t ion  au microscope é l e c t r o n i q u e  des  nuc léo ïdes  1 
i s o l é s  confirme l a  p l u p a r t  de l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  détermi-  

nées  p a r  les méthodes physico-chimiques. L e s  nuc léo ïdes  appa- 

r a i s s e n t  comme un "core"  dense q u i  renferme l a  majeure p a r t i e  

du RNA au tour  duquel s ' é t e n d e n t ,  te ls  des  rayons,  des boucles  

de DNA en supe rh6 l i ce  (KAVENOFF e t  RYDER, 1976).  

On peu t  se demander s i  l a  s t r u c t u r e  du nucléoïde i s o l é  

en  mi l i eu  NaCl 1 M  correspond à celle q u i  e x i s t e  in vivo. D e s  

a r t é f  a c t s  peuvent,  en e f f e t ,  r é s u l t e r  de l ' u t i l i s a t i o n  de 
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FIGURE 3 MODELE DE L'ORGANISATION DU DNA DANS LE NUCLEOIDE 

"LIBRE DE MEMBRANES" D ' APRES PETTIJOHN ( 1976) 

A : Le DNA circulaire complètement déplié et relâché - 
(Le DNA est bicaténaire mais nous n'avons représenté 
qu'un seul brin pour simplifier la figure). 

B : Le DNA plié par l'intermédiaire d'interactions - 
DNA-RNA. Seuls sept "domaines" sont représentés, mais 
le nucléofde en contiendrait une centaine. 

C : Le DNA plié et en superhélice dans le nucléoïde. - 
D : DNA partiellement déplié : par action limitée de - 
la RNase un site d'interactions RNA-DNA est détruit 
et un "domaine" plus grand est formé. A l'intérieur 
de ce "domaine" le DNA est maintenu en superhélice. 

E : DNA partiellement relâché : le relâchement de la - 
superhélice n'intervient que dans les "domaines" où 
un brin de DNA a été coupé. 



dé te rgen t s  e t  de s e l s  à concent ra t ion  é levée  comme l ' a  f a i t  
l 

remarquer PETTIJOHN (1976). Par a i l l e u r s  RYTER e t  CHANG (1975) l 

l 

on t  montré p a r  des é tudes  en autoradiographie que, dans l a  1 
1 

b a c t é r i e ,  l a  synthèse du RNA e s t  l o c a l i s é e  dans l a  zone cyto- 
1 

l 

1 

plasmique avo i s inan t  le nucléoïde.  Or, le  RNA " n a i s s a n t "  re-  l 

présen te  l a  majeure p a r t i e  du RNA du nucléot ide . In  vivo l a  l 

I 
l o c a l i s a t i o n  du RNA e s t  inversée  par  rappor t  à c e l l e  v i s u a l i -  l 

I 

sée  en microscopie é l ec t ron ique  e t  représentée  dans le  modèle l 

l 

de PETTIJOHN (Figure 3) . I l  semble donc qu 'au cours de l ' i s o -  
1 

lement du nucléoïde en mi l i eu  de fo rce  ionique élevée des ré-  
1 

l 

l arrangements s t r u c t u r a u x  de ces  composants s e  s o i e n t  p r o d u i t s  

(PETTIJOHN,1976 ; KLEPPE e t  c o l l . ,  1979). 

D e s  réserves  importantes  doivent  donc e t re  f a i t e s  s u r  

l a  conformit6 de l a  s t r u c t u r e  du DNA dans les nuc léo t ides  i so-  

l é s  à fo rce  ionique élevée avec c e l l e  q u i  e x i s t e  i n  vivo, bien 

que c e s  nucl6oXdes observés en microscopie de f luorescence  

a i e n t  l e  méme taux de DNA e t  l e s  m ê m e s  dimensions que les nu- 

c l éo ïdes  in vivo (HECHT e t  c o l l . ,  1975) . Les méthodes d ' i s o l e -  

ment du nucléoïde à fo rce  ionique élevée o n t  cependant permis 

de montrer que le DNA chromosomique de l a  b a c t é r i e  e s t  condensé 1 
e t  est  assoc ié  à du RNA e t  à des p r o t é i n e s .  ! 

1 



1 - 2-2-4 Organisat ion du DNA en mi l i eu  de force ionique 

f a i b l e  

D e s  informations s u r  l ' o r g a n i s a t i o n  du DNA en m i l i e u  de 1 

fo rce  ionique f a i b l e  o n t  é t é  apportées  d'une p a r t  par  deux 
1 

l 

études e f f e c t u é e s  s u r  l e  nucléoide i s o l é ,  d ' a u t r e  p a r t  p a r  une l 

observat ion  d i r e c t e  de l a  c e l l u l e .  1 

l 

1 - 2-2-4-1 Etudes e f f e c t u é e s  sur - le  nucléoïde i s o l é  ----------------------================== 1 

DWORSKY (1976) a montré que le  degré de s u p e r h é l i c i t é  

du DNA dans le nucléoide préparé p a r  s a  méthode (en m i l i e u  

N a C l  0.2M) est  semblable à c e l u i  du DNA dans l e  nucléoide 

préparé en mi l i eu  NaCl 1 M .  Pa r  c o n t r e ,  l e  RNA n ' e s t  p l u s  i c i  

un f a c t e u r  dans l a  condensation du DNA e t  les 

membranes semblent nécessa i res  à l a  s t a b i l i t é  du nucléoide.  

L 'organisa t ion  du DNA dans le  nucléoide i s o l é  p a r  l a  

méthode de KORNBERG a é t é  é t u d i é e  p a r  VARSHAVSKY e t  c o l l .  

(1977) . Une hydrolyse douce p a r  l a  nucléase staphylococcique 

du nucléoide ou de l a  DNP i s o l é e  à p a r t i r  de ce nucléoide  li- 

bere  des 'fragments" de DNA d 'envi ron  1 2 0  p a i r e s  de b a s e s ,  

a s soc iés  aux p r o t é i n e s  1 e t  2 que c e s  au teurs  ava ien t  m i s  en 

évidence dans ce nucléoide,  comme nous l ' avons  s i g n a l é  précé- 

demment. I l  a p p a r a l t  donc que l e  DNA e s t  localement pro tégé .  

Toutefois  ces  "fragments1' de DNA s o n t  moins condensés que l e  



DNA du nucléosome de l a  chromatine eucaryot ique.  VARSHAVSKY 

e t  col1.(1977) ne t rouvent  pas comme dans l a  chromatine des  

Eucaryotes des "fragments" de DNA dont l a  longueur s o i t  un 

mul t ip le  e n t i e r  de c e l l e  des  p l u s  p e t i t s  "fragments". Selon 

ces  au teurs ,  il n ' e s t  donc pas encore poss ib le  de conclure 

que c e s  "fragments" correspondent à une s t r u c t u r e  r é p é t i t i v e  

analogue au nucléosome de  l a  chromatine des Eucaryotes.  

1 - 2-2-4-2 Obse rv~g ion  d i r e c t e  s u r  l a  c e l l u l g  .................................. 

Lorsque l a  c e l l u l e  de E.coZ i  e s t  iysée  p a r  du lysozyme 1 
directement  s u r  l a  g r i l l e  d 'un microscope é lec t ron ique  e n  m i -  

l i e u  NaCl 0. 15M, GRIFFITH (1976) observe des f i b r e s  de DNA de 
O 

120 A de diamètre p r é s e n t a n t  des sous - s t ruc tu res  r é p é t i t i v e s  

en forme de p e r l e s  de 130 A de diamètre.  Dans c e t t e  s t r u c t u r e ,  

l e  DNA n ' e s t  pas superhé l i co ïda l .  Ces f i b r e s  de DNA ne s o n t  

observées que dans des condi t ions  physiologiques : en m i l i e u  

NaCl 1 M  ou 0.01M ou encore en présence de dé te rgen t  ionique .  I 

GRIFFITH remarque à l a  p l a c e  de ces  f i b r e s  des boucles de DNA 

étendues e t  de s e c t i o n  p l u s  f i n e  q u i  ressemblent à c e l l e s  ob- 

servées  dans le  nucléorde i s o l é  en  mi l i eu  N a C l  1 M .  Dans ces  

boucles ,  le DNA e s t  en superhé l i ce .  

Pour c a r a c t é r i s e r  ces  f i b r e s ,  GRIFFITH a examiné l e  DNA 

dans une b a c t é r i e  lysogène s u r i n f e c t é e  p a r  l e  phage A .  I l  ob- 

serve  un minichromosome de phage X condensé en f i b r e s  i d e n t i -  

ques à c e l l e s  du DNA de l a  b a c t é r i e  e t  a p u  déterminer  que 



chaque u n i t é  en forme de p e r l e  d o i t  con ten i r  environ 250 pai-  

r e s  de bases  de DNA. Selon GRIFFITH, l e s  f i b r e s  de DNA des  

Procaryotes on t  des  paramètres physiques semblables à ceux 

des f i b r e s  des Eucaryotes complexés avec ' l e s  h i s t o n e s .  E l l e s  

son t  cependant beaucoup moins s t a b l e s  que l e s  f i b r e s  de DNA 

présentes  dans l a  c e l l u l e  procaryot ique.  

1 - 2-2-4-3 &cherche de   roté in es susceptibleç_de ...................................... 
condenser l e  DNA dans l a  b a c t é r i e  ................................. ................................. 

Depuis longtemps on s a i t  que l e s  b a c t é r i e s  s o n t  dépour- 

vues d ' h i s t o n e s  (RAAF e t  BONNER,1968; TAKEUCHI e t  TSUGITA, 

1 9 7 0 ) .  On peut  donc s e  demander que l  peu t  ê t r e  le  f a c t e u r  de 

l a  condensation du DNA dans l a  c e l l u l e  bac tér ienne .  

Depuis une décennie,  des  recherches e n t r e p r i s e s  s u r  

E s c h e r i c h i a  coZi  o n t  permis d ' i s o l e r  e t  de c a r a c t é r i s e r  les 

p ro té ines  q u i  se l i e n t  au DNA. Deux revues s u r  c e s  p r o t é i n e s  

o n t  é té  pub l i ées  p a r  COLEMAN e t  OAKLEY (1980)  p u i s  par GELDRE 

e t  HOFFMANN-BERLING ( 1 9  81) . 
Ces é tudes  o n t  conduit  à l ' i s o l e m e n t  chez E .  c o Z i  de 

p l u s i e u r s  p r o t é i n e s  acido-solubles ,  de f a i b l e  masse moléculai- 

r e  r e l a t i v e ,  q u i  p résen ten t  une a f f i n i t é  pour l e  DNA e t  q u i  

pour ra ien t  é t r e  impliquées dans l a  condensation du chromosome 

bac té r i en .  



Quat re  d ' e n t r e  e l l e s ,  l e s  p r o t é i n e s  HU (ROUVIERE-YANIV, 

e t  GROS ,1975) , H l  (SPASSKY e t  ~011 .~  1977) , H (HII'BSCHER e t  

~ 0 1 1 . ~ 1 9 8 0 )  e t  HLP 1 (LATHE e t  c o l l . , l 9 8 0 )  (Tableau III) on t  

en commun l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  su ivan tes  : e l l e s  son t  abondan- 

t e s  (20.000 à 100.000 copies  par  c e l l u l e )  , thermostables  e t  se 

comportent comme des dimères en s o l u t i o n .  

L a  p r o t é i n e  HU i s o l é e  pour l a  première f o i s  par ROWIERE- 

YANIV e t  GROS (1975) a  également é t é  i s o l é e  dans d ' a u t r e s  labo- 

r a t o i r e s  oiï e l l e  a reçu des a p p e l l a t i o n s  d i f f é r e n t e s .  BERTHOLD 

e t  GEIDER (1976) l ' o n t  appelée p r o t é i n e  HD , VARSHAVSKY e t  

c o l l .  (1977) p r o t é i n e  II. Aprés que l a  p r o t é i n e  HU a i t  é t é  dé- 

montrée comme é t a n t  en f a i t  un hétérodimère c o n s t i t u é  de deux 

chaînes polypept idiques HU-1 e t  HU-2 ,LAINE e t  co11.(1978),  

SURYANARAYANA e t  SUBRAMANIAN (1978) on t  a u s s i  i s o l é  à p a r t i r  

de l a  sous-uni té  n a t i v e  30 S du ribosome, l e s  p r o t é i n e s  NS1 

e t  NS2 q u i  correspondent respectivement aux p ro té ines  HU-1 e t  

HU-2. 

L e s  p r o p r i é t é s  de l a  p r o t e i n e  HU q u i  a é t é  l a  mieux Ca- 

r a c t é r i s é e  parmi l e s  a u t r e s  p r o t é i n e s  c i t é e s  précédemment, se- 

r o n t  p résen tées  u l té r ieurement .  

La p r o t é i n e  H l  est une p r o t é i n e  neu t re  de masse molécu- 

l a i r e  15.500 q u i  a  une a c t i o n  s u r  l ' i n i t i a t i o n  de l a  t r a n s c r i p -  

t i o n  i n  v i t r o  (CUKIER-KAHN,1972). 

L a  p r o t é i n e  H a  une masse moléculaire  de 28.000. Sa com- 

p o s i t i o n  en ac ides  aminés p résen te  une s i m i l i t u d e  avec c e l l e  

de l ' h i s t o n e  H2A ; de p l u s ,  e l l e  r é a g i t  avec l ' an t i - sé rum a n t i -  

h i s tone  H2A (HÜBSCHER e t  c o l l . ,  1980) . 



TABLEAU III 

PROPRIETES DES PROTEINES SE LIANT AU DNA 

Ef fe t  sur  l a  synthèse Pro té ines  Mas se  Nombre de Dimère Aff in i t é  pour l e s  
associées au DNA 'moléculaire copies acides nucléiques des acides nucléiques Acido-soluble Thermostabili t é  

e t  des protéines 

Protéine HU DNA b icaténaire  
(ROUVIERE-YAN I V  9.500 1 00.000 + DNA monoca ténai  r e  

e t  GROS, 1975) RNA 

Protéine H l  
(SPASSKY e t  
co11.,1977) 

DNA b icaténaire  + DNA monocaténai r e  

Protéine H 
(HÜBSCHER e t  
c o l l . ,  1980) 

28 .O00 30.000 + DNA bicaténaire  

protéine HLPI 
(LATHE & c o l l  . 

1980) 
20.000 + DNA b icatéhaire  

Protéine i so lée  DNA b icaténaire  
par KISHI & co l l .  22.000 10.000 monomère DNA monocaténaire 

1982 

+ en f i n  de phase s ta t ionnaire .  



L a  p ro té ine  HLP 1 de masse moléculaire  17.000 i n t e r a g i t  
l 

avec l a  DNA polymérase de E.coZi (LATHE e t  co11.,1980), e l l e  
1 

e s t  codée pa r  l e  gène f i r  A. 1 

Une a u t r e  p r o t é i n e  de masse moléculaire  22.000 a  é t é  ré-  I 

cernent  c a r a c t é r i s é e  chez E .  coZi  . E l l e  se l i e  au DNA superhé l i -  

cofdal  e t  au DNA monocaténaire. Cet te  p ro té ine  p résen te  des Ca- ~ 
r a c t é r i s t i q u e s  d i f f é r e n t e s  de c e l l e s  des p ro té ines  ci-dessus : 1 

l 

e l l e  s e  comporte comme un monomère en s o l u t i o n ,  e l l e  e s t  moins 
l 

abondante (10.000 copies  pa r  c e l l u l e ) ,  i n s t a b l e  à l a  cha leur  I 

e t  n ' e s t  pas  impliquée dans l a  synthèse du DNA, du RNA e t  dos I l 

I 
pro té ines  i n  v i t r o .  Toutefois  se lon  KISHI (1982),  c e t t e  p r o t é i -  

ne s e r a i t  impliquée dans l e  maint ien de l a  conformation du 

nucléofde . ' 
l 

I l  f a u t  cependant remarquer que parmi l e s  p r o t é i n e s  c i -  

t é e s  ci-dessus,  s e u l e s  l e s  p r o t é i n e s  HU e t  H l  o n t  é t é  i d e n t i -  

f i é e s  dans des complexes desoxyribonucléoprotéiques i s o l é s  

dans des condi t ions  douces (VARSHAVSKY e t  co11. ,1977 ; Wü e t  

c o l l . ,  1982) . 
VARSHAVSKY e t  c o l l .  (1977) , pu i s  BAKAy~v(l981) o n t  montré 

que l e s  p r o t é i n e s  HU e t  H l  q u ' i l s  a p p e l l e n t  respectivement B2 1 
e t  B1 ,  s o n t  a s soc iées  à des fragments de DNA chromosomiques 1 
(Voir p a r t i e  1 - '4-2-2). 1 

D'aut re  p a r t  WU e t  c o l l .  (1982) o n t  i s o l é  de E.coZi  un 

complexe plasmide-protéine en q u a n t i t é  importante.  Les pro- 

t é i n e s  HU e t  H l  r ep résen ten t  avec l a  DNA polymérase l e s  pro- 

t é i n e s  l e s  p lus  abondantes de ce complexe. 



I - 2-2-5 ~ n t e r a c t i o n  de l a  p ro té ine  HU avec l e s  ac ides  

nucléiques 

La p ro té ine  HU p résen te  une a f f i n i t é  pour l e  RNA mono- 

c a t é n a i r e  e t  Dour l e  DNA mono- e t  b i c a t é n a i r e  (ROUVIERE-YANIV e t  

GROS, 1975; BERTHOLD e t .  c o l l . ,  1976) . La p ro té ine  HU a é t é  i s o l é e  de 

E.coZ i  p a r  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  une colonne de DNA ~ 
monocaténaire (BERTHOLD e t  GEIDER,1976) ou de DNA b i c a t é n a i r e  I , 

(ROWIERE-YANIV e t  GROS,1975). Les i n t e r a c t i o n s  de l a  p r o t é i n e  I 

HU avec l e  DNA monocaténaire o n t  é t é  é t u d i é e s  p a r  GEIDER e t  1 
co11.(1976),  ZENTGRAF e t  c o l l . ( 1 9 7 7 ) ,  GEIDER(1978), t a n d i s  que 

les i n t e r a c t i o n s  p r o t é i n e s  HU-3NA b i c a t é n a i r e  o n t  é t é  e s s e n t i e l -  

~ lement é tud iées  pa r  ROWIERE-YANIV e t  co11.(1975, 1977,1979) e t  ; 

récemment pa r  LOSSO e t  c o l l .  (1982) , MIANO e t  co11. (1982) , 1 

IMBER e t  c o l l .  (1982) . ! 

1 - 2-2-5-1 I n t e r a c t i o n s  avec l e  DNA monocaténaigg ...................................... 

L e s  i n t e r a c t i o n s  de l a  p ro té ine  HU avec l e  DNA monocaté- 

n a i r e  o n t  é t é  analysées au moyen de t r o i s  méthodes : l a  séd i -  

mentation (BERTHOLD e t  c o l l . ,  1976) , 1 'observat ion  au micros- 

cope é lec t ron ique  (ZENTGRAF e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 7 )  e t  l ' hydro lyse  du 

complexe DNA-protéine p a r  l a  DNase 1 (BERTHOLD e t  co11.,1976; 

GEIDER, 1978) . Ces é tudes  on t  permis de comparer l e s  p r o p r i é t é s  

de l a  p r o t é i n e  HU avec c e l l e s  des  p r o t é i n e s  d e s t a b i l i s a t r i c e s  



de l ' h é l i c e  du DNA ( H D P ) .  Les é tudes  de c e n t r i f u g a t i o n  e n  

g rad ien t  de saccharose o n t  montré que l a  formation du complexe 

DNA du phage f d  avec l a  p ro té ine  HU e s t  non coopérat ive.  A 

l ' i n v e r s e ,  l a  HDP de E.coZi s e  f i x e  coopérativement s u r  l e  DNA 

du phage f d .  En microscopie é l ec t ron ique ,  on observe,  a p r è s  

add i t ion  de p r o t é i n e  HU au DNA monocaténaire e t  c i r c u l a i r e  du 

phage f d ,  l a  formation d 'une s t r u c t u r e  condensée en s p i r a l e .  

L a  conformation de ce complexe e s t  t r è s  d i f f é r e n t e  de c e l l e  

des complexes que forme ce DNA avec l e s  HDP : en e f f e t ,  l o r s -  

q u ' i l  est a s s o c i é  à l a  HDP de Escherichia  c o t i ,  l e  DNA du pha- 

ge f d  conserve une conf igura t ion  étendue. Lorsque l e  DNA e s t  

a s soc ié  à l a  p r o t é i n e  HU, il e s t  p a r t i e l l e m e n t  protégé con t re  

l ' a c t i o n  ménagée de l a  DNase 1. Bien que l e  complexe p r o t é i n e  

HU-DNA s o i t  p l u s  compact que l e  complexe HDP-DNA, l e  ENA e s t  

moins bien protégé p a r  l a  p ro té ine  HU que pa r  l a  HDP. Ces ré-  

s u l t a t s  indiquent  que ces  deux p r o t é i n e s  i n t e r a g i s s e n t  d i f f é -  

remment avec l e  DNA monocaténaire e t  appar t iennent  à des  famil-  

l e s  b ien  d i s t i n c t e s  de p ro té ines .  

I n t e r a c t i q n s  avec le  DNA b i c a t é n a i r e  _-------- .......................... .................................... 

Quatre  vo ies  d'approche d i f f é r e n t e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s  

pour c a r a c t é r i s e r  les i n t e r a c t i o n s  de l a  p ro té ine  HU avec l e  

DNA b i c a t é n a i r e  du phage X : l a  r é t e n t i o n  s u r  f i l t r e  M i l l i p o r e ,  

l a  c e n t r i f u g a t i o n ,  l a  microscopie é l ec t ron ique  e t  l a  f u s i o n  du 

DNA . 



L a  p ro té ine  HU forme avec le  DNA un complexe ' s tab le  q u i  l 

sédimente en un p i c  é t r o i t  dans un g rad ien t  de g l y c é r o l  
1 

l 
(ROUVIERE-YANIV e t  GROS, 1975) comme dans un g rad ien t  de sac- I 

1 

charose (BERTHOLD e t  GEIDER, 1976) . Le DNA e s t  s a t u r é  lo r sque  
1 

le rappor t  pondéral  p r o t é i n e  HU/DNA e s t  é g a l  à deux. 
I 

L e  DNA " f i l t r a b l e "  s u r  membrane de n i t r o c e l l u l o s e  e s t  I 

re tenu s u r  le f i l t r e  l o r s q u ' i l  e s t  a s soc ié  à l a  p r o t é i n e  HU.  
l 

L a  r é t e n t i o n  s u r  le  f i l t r e  e s t  q u a n t i t a t i v e  pour un r a p p o r t  l 

1 
pondéral  protéine/DNA de 0.5. I 

Lorsque l a  p ro té ine  HU e s t  a s soc iée  à des fragments de 1 
DNA obtenus pa r  hydrolyse du DNA du phage A pa r  l 'endonucléase 

Eco R I r  ROUVIERE-YANIV e t  GROS (1975) observent  au microscope 

é lec t ron ique  des f i laments  p lus  é p a i s  que ceux du DNA nu. Ces 

f i l ament s  p résen ten t  des conformations en "épingles  à cheveux" i 
De p l u s ,  l a  p ro té ine  HU s e  f i x e  indifféremment s u r  tous  l e s  

fragments de DNA. I l  semble donc q u ' i l  n ' y  a i t  pas reconnais- 

sance s é l e c t i v e  de séquences nucléot id iques  pa r  l a  p r o t é i n e  HU. 

Cet te  hypothèse e s t  en accord avec les r é s u l t a t s  obtenus pa r  

VARSHAVSKY e t  c o l l .  s u r  l a  DNP dVE.coZi (1977) e t  qui  montrent 1 
1 

que l a  p r o t é i n e  HU e s t  d i s t r i b u é e  uniformément l e  long du DNA. 

Par  a i l l e u r s ,  une condensation importante du DNA b i c a t é -  

n a i r e  du phage T-7 en présence de l a  p ro té ine  HU a  é t é  mise en 

évidence pa r  ZENTGRAF e t  c o l l .  (1977) ,  dans ce c a s ,  le DNA for -  

m e  des boucles  "ressemblant à des gui r landes" .  

D e s  é tudes  s u r  le  DNA c i r c u l a i r e  du v i r u s  eucaryot ique 

SV40 o n t  permis d 'approfondi r  l a  connaissance des i n t e r a c t i o n s  



e n t r e  l a  p ro té ine  HU e t  le  DNA b i c a t é n a i r e  (ROUVIERE-YANIV e t  

c o l l . ,  1979) . En présence de "nicking c los ing  enzym", l a  pro- 

t é i n e  HU i n t r o d u i t  18 super tours  n é g a t i f s  dans un DNA re laché .  

Dans l e  complexe p ro té ine  HU-DNA, l e  DNA e s t  condensé p a r  un 

f a c t e u r  de 2.0 à 2.4 par  rappor t  au DNA nu e t  p résen te  des 

s t r u c t u r e s  en forme de p e r l e s  dont  l e  diamètre e s t  de 180 A.  
Ces s t r u c t u r e s  sont  i n s t a b l e s  e t  ne peuvent étre observées 

qu 'après  f i x a t i o n  pa r  l a  glutaraldéhyde.  L ' i n s t a b i l i t é  e s t  l a  

p r i n c i p a l e  d i f f é r e n c e  que l ' o n  p u i s s e  observer  e n t r e  ce com- 

plexe e t  c e l u i  formé pa r  l ' a s s o c i a t i o n  des q u a t r e  h i s t o n e s  

H2A, HSB, H3 e t  H 4  avec le  DNA de SV40. D 'aut res  d i f f é r e n c e s  

peuvent e t r e  r e l evées  : dans l e  complexe r e c o n s t i t u é  i n  v i t ~ o  

avec l e s  h i s t o n e s ,  2 1  super tours  d ' h é l i c e  son t  i n t r o d u i t s ,  

l e s  " p e r l e s "  s o n t  mieux d é f i n i e s ,  e l l e s  s o n t  p l u s  nombreuses 

e t  de diamètre p lus  p e t i t .  Cependant, dans ce complexe, l e  

f a c t e u r  de condensation du DNA e s t  du même ord re  que c e l u i  ob- 

servé  dans l e  complexe p ro té ine  HU-DNA de SV40. 

Cependant c e t  t e  hypothèse a  é t é  controversée pa r  IMBER 

e t  c o l l .  (1982) .  Ces au teurs  o n t  é t u d i é  l ' i n t e r a c t i o n  de  l a  

p r o t é i n e  de type  HU i s o l é e  de BaciZZus gzobigii appelée pro- 

t é i n e  KB avec le DNA du phage A. La s t a b i l i t é  du complexe 

protéine-DNA b i c a t é n a i r e  marqué au 3 2 ~  à d i f f é r e n t e s  f o r c e s  

ioniques e s t  é t u d i é e  en mesurant l a  q u a n t i t é  de DNA marqué 

re t enu  s u r  un f i l t r e  de n i t r o c e l l u l o s e .  Le complexe e s t  s t a -  

b l e  jusqu'à une molar i té  en NaCl de  200 mM ou en MgC12 de 

100 mM. Les expériences s o n t  e n s u i t e  répétées  en présence 

d 'hépar ine  q u i  f i x e  i r r éve r s ib lement  l a  p ro té ine  HB e t  sert 



a i n s i  de compétiteur.  Dans ce cas  l e  complexe se d i s s o c i e  

dès que l a  mola r i t é  a t t e i n t  100 mM en NaCl ou 10 mM en MgC12. 

E tan t  donné que l a  f o r c e  ionique i n t r a c e l l u l a i r e  de l a  bacté-  

rie E.coZ i  est  de l ' o r d r e  de 600 mM en NaCl e t  100 mM e n  

MgC12 (MONCANY, 1982) IMBER e t  c o l l a b o r a t e u r s  en déduisent  que 

les p ro té ines  de type HU ne peuvent e t r e  a s soc iées  au DNA i n  

v-iuo . O r ,  pour l e u r s  expér iences ,  IMBER e t  co11. (1982) u t i l i -  

s e n t  une concent ra t ion  en p ro té ine  HB éga le  à 0.2 yg/ml e t  un 

rappor t  protéine/DNA é g a l  à 0.06. D e  p lus  l a  q u a n t i t é  de pro- 

t é i n e  d isponib le  diminue rapidement lo r squ  ' e  l l e  e s t  i r r é v e r -  

s iblement  l i é e  à l ' h é p a r i n e .  L e s  condi t ions  expérimentales  ne 

s o n t  probablement pas b ien  c h o i s i e s  pour é t u d i e r  une p r o t é i n e  

q u i  i n t e r a g i r a i t  avec le DNA d 'une manière s i m i l a i r e  à c e l l e  

des h i s tones .  En e f f e t ,  pour r e c o n s t i t u e r  l e  nucléosonie avec 

l e s  h i s t o n e s ,  l a  concent ra t ion  des h i s t o n e s  d o i t  a t t e i n d r e  

une va leur  s u f f i s a n t e  pour former le  "core" nucléosomal au- 

t o u r  duquel s ' enroule  l e  DNA. 

Pour é t u d i e r  l a  s t a b i l i t é  des  complexes p r o t é i n e s  de ty-  

pe HU-DNA, il a u r a i t  donc f a l l u  c h o i s i r  d 'une p a r t  une concen- 

t r a t i o n  en p r o t é i n e  s u f f i s a n t e  pour que l a  p ro té ine  p u i s s e  

former des té t ramères  ou des octamères ; d ' a u t r e  p a r t ,  un rap- 

p o r t  protéine/DNA au moins é g a l  à c e l u i  observé p a r  VARSHAVSXY 

(1976)  dans l a  DNP de E.coZi  ( r a p p o r t  é g a l  à 0 .2 ) .  

Nous d iscuterons  d 'une façon p l u s  approfondie de c e t t e  

ques t ion  lorsque nous é tud ie rons  l ' i n t e r a c t i o n  des p r o t é i n e s  

HU e t  HRm avec le DNA dans l a  p a r t i e  " I n t e r a c t i o n s  DNA-pro- 

t é i n e s  HRm e t  HU". 



1 - 2-2-5-3 E f f e t  de l a  p r o t é i n e  HU s u r  l a  s t a b i l i t g  ........................................ 
th,ermique du DNA ======-========= 

ROUVIERE-YANIV (1977) a  dé jà  montré que l a  p r o t é i n e  HU 

a un r 6 l e  important  dans l a  s t a b i l i s a t i o n  du DNA con t re  l a  

dénatura t ion  thermique. 

La p ro té ine  HTa i s o l é e  de ThermopZasma acidophiZum pré- 

s e n t e  c e t t e  même p r o p r i é t é  (STEIN e t  c o l l . ,  1978)  . 
Récemment, MIANO e t  co11. (1982) o n t  é t e d i é  l ' e f f e t  des 

p r o t é i n e s  NS1 e t  NS2 e t  de l e u r  dimère N S  de E.coZi  s u r  l a  

dénatura t ion  e t  l a  r e n a t u r a t i o n  du DNA de E.  coZi  ou de thymus 

de Veau. 

L ' add i t ion  de ces  p ro té ines  au DNA, dans un r a p p o r t  pro- 

téine/DNA de 1 à 2 ,  cause une augmentation s i g n i f i c a t i v e  de l a  

température de t r a n s i t i o n .  La r a p i d i t é  e t  l ' importance de l a  

r e n a t u r a t i o n  du DNA s o n t  également accrues.  Par  r appor t  à N S 1 ,  

NS2 p résen te  cependant une p lus  grande e f f i c a c i t é  dans l a  rena- 

t u r a t i o n  du DNA. 

L e s  a u t e u r s  o n t  montré que l e s  e f f e t s  observés s o n t  p lus  

importants qua l i t a t ivement  e t  quant i ta t ivement  lorsque les pro- 

t é i n e s  NS1 e t  NS2 s o n t  a s soc iées  à l e u r  DNA homologue. 



1 - 2-2-5-4 E f f e t ~ d e ~ l ~ ~ ~ ~ ~ t ~ i ~ e ~ H ~ ~ s ~ r ~ 1 : s ~ s ~ ~ t h , ~ s e ~ s ~ ~ ~ ~  ___________________-------------------------- 
t r a n s c r i ~ t i o n  du DNA -------- ----------- .................... 

L a  p ro té ine  HU s t imule  i n  v i t r o  l a  t r a n s c r i p t i o n  du DNA 

du phage X p a r  l a  RNA polymérase d'E.coZi (ROWIERE-YANIV e t  

GROS,1975). E l l e  inh ibe  l a  synthèse du DNA par  les DNA poly- 

mérases 1,II e t  III ~ ' E . ~ O Z ~ ( B E R T H O L D  e t  GEIDER,  1 9 7 6 ) .  

L ' e f f e t  de l a  p ro té ine  HU s u r  l a  t r a n s c r i p t i o n  du DNA a  

é t é  é t u d i é  p a r  de nombreux a u t e u r s ,  mais l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

s o n t  d ivergents .  En e f  £ e t ,  c e r t a i n s  au teurs  d i s e n t  q u ' e l l e  s t i -  

mule for tement  l a  t r a n s c r i p t i o n  du DNA du phage X (ROUVIERE- 

YANIV e t  co11.,1975), d ' a u t r e s  d i s e n t  q u ' e l l e  s t imule  l a  t r a n s -  

c r i p t i o n  du DNA du phage T-7 (BERTHOLD e t  c o l l . ,  1976) e t  l e  

rappor t  l e  p l u s  r é c e n t  montre que l a  t r a n s c r i p t i o n  du DNA du 

phage X est  inhibée pa r  l a  p r o t é i n e  NS (HU)  i s o l é e  de Pseudo- 

monas e t  de E. coZi (HAWKINS e t  co11. ,1981) . 

LOSSO e t  co11.(1982) o n t  montré que l e  mélange des pro- ! 
t é i n e s  NS1 e t  NS2 dans un rappor t  1/1 i n h i b e  l a  t r a n s c r i p t i o n  ~ 
de d i f f é r e n t e s  matr ices  de DNA à d i v e r s  degrés ,  l ' e f f e t  l e  p l u s  

important  é t a n t  observé avec le DNA du phage A e t  l e  DNA de 

E. co Z i ,  e t  l e  p lus  f a i b l e  avec du poly d  (A+T) . Ils o n t  éga le-  
I 

l 

ment remarqué qu'au cours de c e t t e  é tude,  il n ' y  a v a i t  pas  de 

dégradat ion du DNA (ou d '  a u t r e s  p rodu i t s )  l o r s  de 1 ' incubat ion  

avec l a  p ro té ine .  C e s  r é s u l t a t s  suggèrent  que l ' i n h i b i t i o n  de 

l a  t r a n s c r i p t i o n  du DNA n ' e s t  due n i  à NS1 n i  à NS2 s e u l e ,  m a i s  

que les deux p r o t é i n e s  considérées  isolément o n t  e s sen t i e l l ement  

le meme e f f e t  que l e u r  mélange. 



1 - 3 OBJECTIF DE NOS RECHERCHES ET CHOIX DES SOUCHES 

1 - 3-1 Objec t i f  de nos recherches 

Ayant m i s  en évidence une grande hé té rogéné i t é  de l a  

f ami l l e  des Rhizobiaceae, il nous a semblé i n t é r e s s a n t  d ' a -  

border  l a  phylogénie de c e s  b a c t é r i e s .  Cel les -c i  on t  é t é  

préalablement c l a s s é e s  en d i f f é r e n t s  groupes d ' i n o c u l a t i o n .  

Cependant l a  l o c a l i s a t i o n  des gènes responsables  de l a  nodu- 

l a t i o n  (gènes nod) e t  de l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  (gènes n i £  - 
e t  f i x )  chez Rhizobium c o n s t i t u e  un problème t o u t  à f a i t  fon- - 
damental. En e f f e t ,  ces  gènes s o n t  por t é s  pr incipalement  par  

des plasmides de hau t  poids moléculaire  ( v o i r  précédemment). 

S i  l e  suppor t  de ces  déterminants  génét iques e s t  s t a b l e ,  il ne 

d e v r a i t  pas y a v o i r  de c o n t r a d i c t i o n  e n t r e  l e s  r é s u l t a t s  don- 

nés p a r  l e s  ana lyses  phylogéniques c l a s s iques  e t  l e s  a f f i n i t é s  

e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  Rhizobium découlant  de l e u r  s p é c i f i c i t é  

d 'hô te .  

Par  con t re  s i  ces  éléments extrachromosomiques s o n t  ac- 

q u i s  de façon t r a n s i t o i r e ,  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l a  phylogenie 

e t  l a  s p é c i f i c i t é  d 'hô te  ne pourront  pas s e  v é r i f i e r .  S i  c e t t e  

deuxième hypothèse s ' a v é r a i t  e x a c t e ,  l ' o r i g i n e  de l ' é l ément  

extrachromosomique impliqué s e r a i t  mise en ques t ion .  . 

Pour e s sayer  de résoudre  ce  problgme, nous nous sommes in -  

t é r e s s é s  à 1 'étude d'une p r o t é i n e  p a r t i c u l i è r e ,  l a  p r o t é i n e  HU. 



C e t t e  p ro té ine  a  é t é  i n i t i a l e m e n t  i s o l é e  de E .  c o l i  (ROUVIERE- 
. - 

YANIV e t  GROS, 1975).  La p r o t é i n e  HU e s t  une p r o t é i n e  légère-  

ment basique,  de masse moléculaire  r e l a t i v e  9.500 ( 9 0  r é s i d u s  

d ' ac ides  aminés) q u i  s e  l i e  au DNA e t  i n t e r v i e n t  probablement 

dans s a  condensation. D e  ce f a i t ,  e l l e  joue peut -ê t re  un r61e 

analogue à c e l u i  des h i s tones  i d e n t i f i é e s  chez l e s  Eucaryotes.  

Dans l a  chromatine des Eucaryotes,  l e  DNA e s t  compacté dans 

une s t r u c t u r e  formée de sous-uni tés  r é p é t i t i v e s  appelées  nu- 

cléosomes. Chaque nucléosome c o n t i e n t  un octamère d ' h i s t o n e s  

autour  duquel s ' e n r o u l e  un segment de 165 p a i r e s  de bases  de 

DNA. Les h i s t o n e s  on t  é t é  remarquablenent conservées au cours 

de l ' é v o l u t i o n .  On peut  par  conséquent supposer que l a  p r o t é i n e  

HU des Procaryotes  à l ' image des h i s t o n e s  a  sub i  au cours  de 

l ' é v o l u t i o n  une c e r t a i n e  s t a b i l i t é  de s a  s t r u c t u r e  pr imaire .  

C ' e s t  pourquoi il nous a  paru i n t é r e s s a n t  d ' i s o l e r  e t  d ' é t u -  

d i e r  l a  p r o t é i n e  de type HU de p l u s i e u r s  "espèces" de Rhizo- 

biaceae e t  d ' en  dégager l e s  c a r a c t è r e s  s t r u c t u r a u x  cons tan t s  

ou v a r i a b l e s .  

D'autre  p a r t ,  des  p r o t é i n e s  de type HU o n t  é t é  i s o l é e s  

d 'espèces bac té r i ennes  d ive r ses  t e l l e s  que des b a c t é r i e s  

gram(-) E s c h e r i c h i a  coZ i  (ROUVIERE-YANIV e t  c o l l . ,  1975) , 

Pseudomonas a e r u g i o n s a  (HAWKINS e t  co11.,1981), SaZmoneZZa 

typhimurium (ROUVIERE-YANIV, 1978) , ~ h i z o b i u m  m e l i  Z o t i  (LAINE 

e t  c o l l . ,  1982) , HaemophiZus i n f Z u e n z a e  (SUTRINA e t  c o l l . ,  1983) ; 

de deux espèces de cyanobactér ies  : Anabaena e t  Aphanocapsa 

(HASELKORN e t  c o l l . ,  1976) , des b a c t é r i e s  gram(+) : Baci  ZZus 



s u b t i l i s  (NAKAYAMA, 1980) , BaciZZus g l o b i g i i  (IMBER e t  c o l l . ,  

1982) e t  B a c i l l u s  s t e a r o t h e r m o p h i l u s  ( D I J K  e t  c o l l . ,  1983) 

a i n s i  que dans une Archaebactér ie ,  ThermopZasma a c i d o p h i t u m  

(SEARCY,1975) . 
Puisque l a  p r o t é i n e  de type  HU semble répandue dans 

t o u t e s  l e s  espèces bac té r i ennes ,  l a  comparaison de s a  s t r u c -  

t u r e  pr imaire  d e v r a i t  permet t re  de r e l i e r  e n t r e  eux un grand 

nombre de microorganismes. 

1 - 3-2 Choix des souches 

Nous avons dans un premier temps commencé 1' étude d 'une 

souche du genre R.meZiZoti  (groupe M )  , R.rneZiZoti 2011 S t r 3 .  

Ce t t e  souche a f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses recherches dans l e  

l a b o r a t o i r e  de Microbiologie de l ' u n i v e r s i t é  des Sciences e t  

Techniques de L i l l e .  Ces recherches o n t  permis de déterminer  

c e r t a i n s  a spec t s  de son métabolisme hydrocarboné, son contenu 

plasmidique a i n s i  que l a  s e n s i b i l i t é  à d i f f é r e n t s  bac té r io -  

phages e t  a n t i b i o t i q u e s .  

L ' isolement  e t  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  de l a  p r o t é i n e  de type  

HU de c e t t e  souche o n t  été entrepris dès 1980. E l l e  a a b o u t i  à l a  

déterminat ion de s a  séquence complète (LAINE e t  co11. ,1983) . 
- Dans un deuxième temps, nous nous somrnes i n t é r e s s é  3 l a  

p ro té ine  de type HU d 'une b a c t é r i e  du genre Agrobac ter ium 

(groupe A)  q u i  e s t  taxonomiquement proche du groupe M. Nous 

avons donc c h o i s i  l a  souche AB6 d ' A g r o b a c t e r i u m  tume f a c i e n s  . 



 hétérogénéité des souches de R. Zeguminosarum nous a  

i n c i t é  3 comparer l e s  p r o t é i n e s  de type HU de deux souches 

appar tenant  à deux groupes d i f f é r e n t s  : l a  souche de R.  Zegu- 

minosarum L18 i n c l u s e  dans l e  groupe A (dans l e q u e l  se s i t u e  

Agrobacterium) e t  l a  souche de R. Zeguminosarum L53 i n c l u s e  

dans l e  groupe T représenté  e s sen t i e l l ement  p a r  R.  tri f O Zii . 
Nous avons v é r i f i é  l a  s p é c i f i c i t é  d ' i n f e c t i v i t é  des c lones  de 

Rhizobium Zeguminosarum que nous avons u t i l i s é s  pour e x t r a i r e  

la  protBine HU. L e s  r é s u l t a t s  s o n t  donnés dans l e  t ab leau  I V ;  

i l s  prouvent que les c lones  appar t iennent  bien au meme  groupe 

d ' i n o c u l a t i o n .  

Enfin n o t r e  a t t e n t i o n  s ' e s t  p o r t é  s u r  l a  p r o t é i n e  de ty-  

pe HU i s o l é e  d 'une souche de R.japonicum 55 q u i  e s t  t r è s  é l o i -  

gnée des souches précédentes .  
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II - 1 NOMENCLATURE DES PROTEINES 

Les p ro té ines  de type HU on t  é t é  nommées p a r  des l e t t r e s  

q u i  r appe len t  le  nom des  souches que nous avons c h o i s i e s  pour 

no t re  étude.  La p o s i t i o n  de ces  souches bac té r i ennes  dans l e  

dendrogramme des Rhizobiaceae es t  montrée dans l a  f i g u r e  2 

(page 2 2 )  e t  l ' o r i g i n e  des souches e s t  indiquée dans le t a -  

b leau  VIII ( P a r t i e  technique,  page 1 9 4 )  . 
L a  nomenclature des p r o t é i n e s  de type  HU es t  présentée  

dans l e  t ab leau  V. 

TABLEAU V 

NOMENCLATURE DES PROTEINES DE TYPE HU ETUDIEES 

Nom des souches 

- - - 

Nom des p r o t é i n e s  

Rhizobium meZiZot i  2011 S t r 3  

Rhizobium Zeguminosarum L18 

Rhizobium Zeguminosarum L53 

Rhizobium japonicum J5  

Agrobacterium tumefac iens  AB6 

H m  

HR1-18 

HR1-53 

HR j 

H A t  



II - 2 ISOLEMENT DES PROTEINES DE TYPE HU 

II - 2-1 Prépara t ion  des p r o t é i n e s  de type  HU 

P r inc ipe  de l a  méthode 

L a  prépara t ion  des p r o t é i n e s  de type HU s ' i n s p i r e  d'un 

procédé généra l  d é c r i t  p a r  ALBERTS e t  HERRICK (1971) pour 

i s o l e r  des  p ro té ines  ayant  une a f f i n i t é  pour l e  DNA. C e  pro- 

cédé u t i l i s e  l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de  

DNA-cellulose. C e t t e  méthode n é c e s s i t e  l ' é l i m i n a t i o n  p réa la -  

b l e  du DNA contenu dans l a  c e l l u l e  bac tér ienne  p a r  p r é c i p i -  

t a t i o n  avec l e  polyéthylène g lyco l  après  d i s s o c i a t i o n  du 

complexe nucléoprotéique à f o r c e  ionique é levée  ( N a C l  1.5M) . 
Ensui te ,  l e s  p r o t é i n e s  q u i  o n t  une a f f i n i t é  pour l e  DNA s o n t  

f i x é e s  s u r  une colonne de DNA-cellulose d 'où e l l e s  s o n t  dé- 

sorbées p a r  un g r a d i e n t  de fo rce  ionique c r o i s s a n t e .  

L a  mola r i t é  en NaCl (exprimée en mmol) des tampons u t i -  

l i s é s  l o r s  de l a  chromatographie e s t  indiquée dans n o t r e  expo- 

s é  p a r  un c h i f f r e  q u i  s u i t  l a  l e t t r e  T. Les condi t ions  expér i -  

mentales u t i l i s é e s  pour p répare r  les p r o t é i n e s  de type HU s o n t  

p résen tées  dans l a  p a r t i e  technique (page 213) . 



11 - 2-1-2 Résu l t a t s  

* 

L e  diagramme d ' é l u t i o n  obtenu l o r s  de l a  s é p a r a t i o n  des 

p ro té ines  se l i a n t  au DNA de R.meZiZoti p a r  chromatographie 

d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de DNA-cellulose e s t  présenté  dans l a  

f i g u r e  4-A. L a  f i g u r e  4-B p résen te  le diagramme é lec t rophoré-  

t i q u e  des f r a c t i o n s  é luées  de c e t t e  chromatographie. 

La f r a c t i o n  1 (non analysée en é lec t rophorèse )  co r res -  

pond aux c o n s t i t u a n t s  q u i  n ' o n t  pas d ' a f f i n i t é  pour l e  DNA 

e t  q u i  p a r  conséquent, n ' o n t  pas é t é  r e t enus  s u r  l a  colonne. 

La f r a c t i o n  2 é luée  â une mola r i t é  de 100 mM en N a C l  

est t r è s  hétérogène. 

L a  p ro té ine  HRrn est  é luée  dans les f r a c t i o n s  3 e t  4 p a r  

une mola r i t é  en NaCl comprise e n t r e  120 mM e t  180 m! ; e l le  

représen te  le c o n s t i t u a n t  majeur de ces  deux f r a c t i o n s  . 
La f r a c t i o n  5 é luée  à une mola r i t é  en NaCl de 2 M  ne ren- 

ferme que des t r a c e s  de p r o t é i n e s  e t  n ' a  pas é t é  é t u d i é e .  

11 - 2-1-2-2 Prépara t ion  de l a  p q t é i n e   HA^ d'A.tummfacZens ---_______--_-__-_-------------------------- 

L e  diagramme d ' é l u t i o n  obtenu l o r s  de l a  s é p a r a t i o n  des 

p r o t é i n e s  se l i a n t  au DNA d 'dgrobacterium tumefaciens p a r  chro- 

matographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de DNA-cellulose e s t  présen- 

t é e  dans l a  f i g u r e  5-A. 



FIGURE 4-R FRACTIONNEMENT RES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE Ilhizobium 

mZiZoti PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE 

DNA-CELLUWÇE 

La colonne (2.5xZOa) de DNA de R.rneZiZoti couple a 
l a  ce l lu lose  est Bquilibrae avec le tampon T-50. 

L a  f r ac t ion  1 correspond au maté r ie l  non re tenu s u r  
l a  colonne. 

La f r ac t ion  2 est  gluée par  le tampon T-100. 

L e s  f r ac t ions  3 e t  4 s o n t  éluees par  un grad ien t  11- 
néaire  de molarit i  en N a C l  (100 mM - 200 mM) obtenu 
avec les tampons T-100 e t  T-200 (2  x 125 m l ) .  
La f r ac t ion  5 est Gluée par  le  tampon T-2000. 

D e s  f r ac t i ons  de 5.8 m l  o n t  e t 6  co l lec t6es  2i un déb i t  
de 44  ml/heure. 

Les dchant i l lons  ( 7  ug) sont  t r a i t é s  avec 5 p.100 de 
SDS, 2 p.100 de 2-mrrcapto6thanol pendant 2 rninutes B 
1 0 0 " ~ .  L'électrophorBse est e f fec tuée  sous une inten- 
s i té  de 40 mA pendant 150 minutes s u r  une plaque de 
g e l  de polyacrylamide (120x70~1 mm) . La concentrat ion 
d'ri~rylamide daru le p.1 varie lin4airemant de 5 1 
30 p. 100. Le tampon d l&lec t rode .  ( T r i s  16 mE</glycine 
120 mM a j u s t a  à pH 8.3 avec HC1) e t  L e  tampon de g e l  
(Tr ia  0.75 M/AC1, pH 8.9) contiennent 0.1 p.100 ds 
SDS. Le g e l  est ~010x45 pqndant 15 heures par une so- 
l u t i o n  a 0.5 p. 100 de b l eu  de Coomass i e  R250 dans le 
@lange acide ac8tique-Bth+nol-cau (1 : 2 ; 7 ,  v/v/v) e t  
d6c0l~rB par  simple d i f fus ion  dans le  melange acide 
acWiqiq-dthanol-eau (4  : 5 t 3 1, V/Y/V) . 



Eff luent  en 



FIGURE 5-A FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA D'Agrobac- 

terium tumefaciens PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR 

COLONNE DE DNA-CELLULOSE 

La colonne (2.5x2Ocm) de DNA de R.me2iloti couplé à 
l a  c e l l u l o s e  est.  é q u i l i b r é e  avec l e  tampon T-50. 

La f r a c t i o n  1 correspond au m a t é r i e l  non re tenu  s u r  
l a  colonne. 

La f r a c t i o n  2 e s t  é luée  p a r  l e  tampon T-100. 

L e s  f r a c t i o n s  3 e t  4 s o n t  é luées  p a r  un g r a d i e n t  li- 
n é a i r e  de mola r i t é  en  NaCl (100 rnM - 300 mM) obtenu 
avec les tampons T-100 e t  T-300 (2x150 m l ) .  
La f r a c t i o n  5 est  é luée  p a r  l e  tampon T-2000. 

L e  d é b i t  de l a  colonne e s t  de 40 ml/heure e t  des 
f r a c t i o n s  de 5.3 m l  sont  c o l l e c t é e s .  

FIGURE 5-B ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS DE LA FIGURE 

5-A (PROTEINES D l  Agrobacterium tumefaciens) SUR GEL 

DE POLYACRYLAMIDE E N  MILIEU DODECYLSULFATE DE SODIUM 

L'é lec t rophorèse  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  plaque de g e l  
de polyacrylamide en  m i l i e u  dodécylsu l fa te  de sodium 
dans les condi t ions  d é c r i t e s  dans l a  légende de l a  
figure 4-B. 

L e s  c o u l o i r s  2,3,4 e t  5 correspondent respectivement 
aux f r a c t i o n s  2,3,4 e t  5 de l a  f i g u r e  5-A. 



Effluent  en ml 



L'analyse é l ec t rophoré t ique  des f r a c t i o n s  é luées  au 

cours de c e t t e  chromatographie e s t  présentée  dans l a  f i g u r e  

5-B. L a  p ro té ine  H A t  e s t  é l u é e  dans l a  f r a c t i o n  4 avec une 

mola r i t é  en NaCl de l ' o r d r e  de 200 mM. L e s  pr incipaux conta-  

m i n a n t ~  de l a  p r o t é i n e  H A t  o n t  une masse moléculaire  comprise 

e n t r e  24.000 e t  28.000. L a  f r a c t i o n  5 é luée  à une m o l a r i t é  en  

NaCl de 2M e s t  t r è s  hétérogène. Notons l a  présence dans c e t t e  

f r a c t i o n  d'une p r o t é i n e  de masse moléculaire  16.000 dont  nous 

repa r l e rons  p lus  l o i n .  

11 - 2-1-2-3 ggéparat ion de l a  p ro té ine  HR1-18 de .................................... 

RLZE~~E!<?ZQ~LGZW?! ------------------ L18 ---- 

Le diagramme d ' é l u t i o n  obtenu l o r s  de l a  p répara t ion  

des p r o t é i n e s  de Rhizobium Zeguminosarum L18 pa r  chromatogra- 

ph ie  d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de DNA-cellulose e s t  présenté  

dans l a  f i g u r e  6-A.  

L ' analyse é l ec t rophoré t ique  des f r a c t i o n s  e l u é e s  l o r s  

de c e t t e  chromatographie e s t  présentée  dans l a  f i g u r e  6-B. La 

p ro té ine  HR1-18 est  é luée  dans les f r a c t i o n s  4 e t  5 avec une 

mola r i t é  en  NaCl comprise e n t r e  150 e t  200 mM. Dans l a  f r a c -  

t i o n  4 l a  p ro té ine  HR1-18 représen te  l e  c o n s t i t u a n t  majeur,  

t a n d i s  que dans l a  f r a c t i o n  5 e l l e  es t  é luée  avec une p r o t é i n e  

de masse moléculaire  d 'envi ron  24.000. Dans l a  f r a c t i o n  6 

é luée  p a r  NaCl 2 M ,  nous retrouvons essen t i e l l ement  t r o i s  pro- 

t é i n e s  de masse moléculaire  16.000, 40.000 e t  42.000. 



FIGURE 6-A FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R .Zegu-  

m i n o s a r u m  L 1 8  PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE 

DE DNA-CELLULOSE 

La colonne ( 2 . 5 x 2 0 c m )  de DNA de R . m e Z i Z o t i  couplé à l a  
c e l l u l o s e  e s t  é q u i l i b r é e  avec l e  tampon T-50. 

La f r a c t i o n  1 correspond au m a t é r i e l  non re tenu  s u r  l a  
colonne. 

Les f r a c t i o n s  2 e t  3 s o n t  é luées  p a r  le tampon T-100.  

Les f r a c t i o n s  4 e t  5 son t  é luées  pa r  un g r a d i e n t  l i n é -  
a i r e  de mola r i t é  en  N a C l  ( 1 0 0 - 3 0 0  mM) obtenu avec les 
tampons T-100 e t  T-300 ( 2  x 1 2 5  m l ) .  

La f r a c t i o n  6 est  é luée  p a r  l e  tampon T-2000 .  

Le d é b i t  de l a  colonne e s t  de 4 4  ml/heure e t  des f r ac -  
t i o n s  de 5 . 8  m l  s o n t  c o l l e c t é e s .  

FIGURE 6-B ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS DE LA FIGURE 

6-A (PROTEINES DE R .  Z e g u m i n o s a r u m  L18)  

L 'é lectrophorèse est  e f f e c t u é e  s u r  plaque de g e l  de 
polyacrylamide en mi l i eu  dodécylsu l fa te  de sodium dans 
l e s  condi t ions  d é c r i t e s  dans l a  légende de l a  f i g u r e  
4-B. 

Les c o u l o i r s  2,3,4,5 e t  6 correspondent respectivement 
aux f r a c t i o n s  2 , 3 , 4 , 5  e t  6 de l a  f i g u r e  6-A 



Effluent en ml 



11 - 2-1-2-4 Prépara t ion  de l a  p r o t a n e  HR1-53 de .................................... 

R , L E ~ ~ z ~ z G ~ Q x ~ z - L ~ ~  ---------------_-__ 

L e  diagramme d ' é l u t i o n  obtenu l o r s  de l a  p répara t ion  

des p ro té ines  de Rhizobium Zeguminosarum L53 p a r  chromato- 

graphie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de DNA-cellulose e s t  p résen té  

dans l a  f i g u r e  7-A. Le c o n t r a l e  é l ec t rophoré t ique  des f r a c -  

t i o n s  é luées  au cours  de c e t t e  chromatographie est  p résen té  

dans l a  f i g u r e  7-B .  

La p r o t é i n e  HR1-53 e s t  é luée  dans l e s  f r a c t i o n s  3 e t  4 

p a r  une mola r i t é  en NaCl de l ' o r d r e  de 170 mM. Dans c e s  f r ac -  

t i o n s  l a  p ro té ine  HR1-53 e s t  contaminée p a r  des p r o t é i n e s  de 

masse molSculaire de l ' o r d r e  de 25.C00. Les f r a c t i o n s  2 e t  6 

s o n t  t r è s  hétérogènes.  Une p r o t é i n e  de masse molécula i re  

16.000 e s t  é luée  dans l a  f r a c t i o n  5  pa r  NaCl 0.5 M. Nous avons 

obtenu une q u a n t i t é  i n s u f f i s a n t e  de m a t é r i e l  pour p u r i f i e r  e t  

ana lyse r  c e t t e  p ro té ine .  I l  a u r a i t  é t é  i n t é r e s s a n t  de v o i r  s i  

c e t t e  p r o t é i n e  correspond à l a  p ro té ine  chromosomale H l  de 

E. c o l i  ( v o i r  t a b l e a u  III, page 4 1 )  dont  l a  masse molécula i re  

est égale  à 16.000 e t  q u i  est  é luée  de l a  colonne de DNA-cel- 

l u l o s e  p a r  NaCl 0.5 M. 

L o r s  de l a  chromatographie des p ro té ines  de A.tumefaciens 

e t  de R.Zeguminosarzm L18 l ' é t a p e  d ' é l u t i o n  à 0.5 M NaCl a  é t é  

omise e t  nous retrouvons dans l a  f r a c t i o n  éluée p a r  NaCl 2M 

une p ro té ine  de t a i l l e  moléculaire  éga le  à 16.000. La ca rac té -  

r i s a t i o n  de l a  p r o t é i n e  de masse moléculaire  16.000 i s o l é e  

dlAgrobacterium tume fac iens  est  actuel lement  en  cours .  



FIGURE 7-A FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE Rhizo- 

bium Zeguminosarum L53 PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

SUR COLONNE DE DNA-CELLULOSE 

L a  colonne (2.5x20cm) de DNA de R.rneZiZoti couplé à ' l a  
c e l l u l o s e  e s t  é q u i l i b r é e  avec l e  tampon T-50. 

La f r a c t i o n  1 correspond au m a t é r i e l  non re tenu  s u r  l a  
colonne. 

1 L a  f r a c t i o n  2 est  é luée  p a r  l e  tampon T-100. 

Les f r a c t i o n s  3 e t  4 s o n t  é luées  p a r  un g r a d i e n t  l i n é -  
a i r e  de  molar i té  en NaCl (100 mM - 300 mM) obtenu avec 
les tampons T-100 e t  T-300 ( 2  x 150 m l ) .  

I La f r a c t i o n  5 est é luée  p a r  le tampon T-500. 

1 L a  f r a c t i o n  6 est  é luée  p a r  le  tampon T-2000. 

Le d é b i t  de l a  colonne e s t  de 4 4  ml/heure e t  des f r ac -  
t i o n s  de 5.8 m l  s o n t  c o l l e c t é e s .  

FIGURE 7-B ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS DE LA FIGURE 

7-A (PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R.  Zeguminosarum L53) 

L 'é lec t rophorèse  e s t  e f f e c t u é e  s u r  plaque de g e l  de 
. polyacrylamide en mi l i eu  dodécylsulf  a t e  de sodium 

dans les condi t ions  d é c r i t e s  dans l a  légende de l a  
f i g u r e  4-B. 

Les c o u l o i r s  2,3,4,5 e t  6 correspondent respect ive-  
ment aux f r a c t i o n s  2 ,3 ,4 ,5  e t  6 de l a  f i g u r e  7-A. 



Eff luen t  en ml 



l 
11 - 2-1-2-5 Pgéparag&on de l a  p ro té ine  H R j  d~ï!2~go~zicwn l ........................................... 

1 
L e  diagramme d ' é l u t i o n  obtenu l o r s  de l a  sépara t ion  des 

I 
p r o t é i n e s  s e  l i a n t  au DNA de Rhizobium japonicum J5 p a r  chro- l 

1 

matographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de DNA-cellulose e s t  pré- l 
l 

sen té  dans l a  f i g u r e  8-A. ~ 
l 

L'analyse é lec t rophoré t ique  des f r a c t i o n s  é luées  au I 

cours de. c e t t e  chromatographie e s t  présentée  dans l a  f i g u r e  I 

8-B. L a  majeure p a r t i e  de l a  p ro té ine  H R j  e s t  é luée  dans l a  
1 
l 

f r a c t i o n  5  par  une mola r i t é  en N a C l  de 250 mM. l 

Dans l e s  f r a c t i o n s  4 e t  6 ,  l a  p ro té ine  H R j  e s t  contaminée 

par  des p ro té ines  de masse moléculaire  supér ieure  ou é g a l e  à 

II - 2-2 P u r i f i c a t i o n  des  p ro té ines  de type HU 

L e s  p ro té ines  HRm, H A t ,  HR1-18, HR1-53 e t  HRj é l u é e s  de 

l a  colonne de DNA-cellulose s o n t  contaminées p a r  des compo- 

s a n t s  de t a i l l e  moléculaire  é levée .  Nous avons éliminé ces 1 
composants par chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une co- 

lonne de Sephadex G-100 é luée  p a r  H C 1  0.01 M. 

Le  diagramme d ' é l u t i o n  obtenu l o r s  de l a  p u r i f i c a t i o n  

de l a  p ro té ine  HRrn e s t  p résen té  dans l a  figure '9-A. 



FIGURE FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R . j a p o -  

n i c u m  PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE 

DNA-CELLULOSE 

La colonne (2.5xSOcm) de DNA de R . m e Z i Z o t i  couplé à 
l a  c e l l u l o s e  est  é q u i l i b r é e  avec l e  tampon T-50. 

La f r a c t i o n  1 correspond au m a t é r i e l  non re tenu s u r  l a  
colonne. 

La f r a c t i o n  2 e s t  é luée  p a r  le  tampon T-100. 

Les f r a c t i o n s  3 ,4 ,5  e t  6 s o n t  é luées  pa r  un g r a d i e n t  
l i n é a i r e  de m o l a r i t é  en NaCl (100 mM - 400 mM) obtenu 
avec l e s  tampons T-100 e t  T-400 (2 x 250 m l )  . 
L e  d é b i t  de l a  colonne est  de 4 1  ml/heure e t  des f r a c -  
t i o n s  de 5.5 m l  s o n t  c o l l e c t é e s .  

FIGURE 8-B ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS DE LA FIGURE 

8-A (PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R . j a p o n i c u m )  

L'é lec t rophorèse  est  e f f e c t u é e  s u r  gel de polyacryla-  
mide e n  mi l i eu  dodécy l su l fa t e  de sodium dans les con- 
d i t i o n s  d é c r i t e s  dans l a  légende de l a  f i g u r e  4-B. 

L e s  c o u l o i r s  2 ,3 ,4 ,5  e t  6 correspondent respectivement 
aux f r a c t i o n s  2 ,3 ,4 ,5  e t  6 de l a  f i g u r e  8-A. 



Effluent en ml 
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Effluent en ml 

- HRm 

FIGURE 9 PURIFICATION DE LA PROTEINE HRm PAR CHROMATOGRAPHIE DE 
I 

GEL FILTRATION 

A - Chromatographie : l a  p ro té ine  HRm d i s sou te  dans un 
tampon T r i s - H C 1  0.1 M,.pH 8.0, GuCl 6 M ,  2-nercap- 
toé thanol  5 p.100 ( 7  mg/0.7 m l )  e s t  l a i s s é e  48 heu- 
res à température ambiante. Après add i t ion  de 0.3 m l  
d'HC1 0.01 M e t  c e n t r i f u g a t i o n  à 4000 g pendant 10 
minutes,  l a  s o l u t i o n  de p r o t é i n e  e s t  déposée s u r  une 
colonne (90x1.6cm) de Sephadex G-100. La colonne es t  
é q u i l i b r é e  e t  é luée  avec H C 1  0.01 N s a t u r é  de chlo- 
roforme. Le d é b i t  es t  de 4 ml/heure e t  des f r a c t i o n s  
de 3 m l  s o n t  c o l l e c t é e s .  

B - Analyse é l ec t rophoré t ique  s u r  g e l  de polyacrylamide 
en  mi l ieu  dodécylsu l fa te  de sodium de l a  f r a c t i o n  1 
(Figure 9-A), L e s  condi t ions  d ' é l ec t rophor6se  s o n t  
indiquées dans l a  f i g u r e  4-B. 

C - Analyse é l ec t rophoré t ique  de l a  f r a c t i o n  1 ( f i g u r e  
9-A) s u r  g e l  de polyacrylamide en  mi l i eu  ac ide  acé- 
t i q u e  0.9 M e t  en présence d ' u r é e  2 .5  M. Les condi- 
t i o n s  son t  indiquées dans l a  f i g u r e  1 2  page 7 3 .  



L a  p ro té ine  HRm, é luée  dans l a  f r a c t i o n  1 a p p a r a î t  pure 

en é lec t rophorèse  s u r  g e l  de polyacrylamide en mi l ieu  dodécyl- 

s u l f a t e  de sodium (Figure  9-B) e t  en mi l i eu  ac ide  acé t ique  

0.9 M en présence d 'u rée  2.5 M (Figure 9-C) . 
D e s  r é s u l t a t s  iden t iques  o n t  é t é  obtenus l o r s  de l a  pu- 

r i f i c a t i o n  des p ro té ines  H A t ,  HR1-18, HR1-53 e t  H 4 j  e t  nous 

n 'avons pas jugé u t i l e  de p r é s e n t e r  l e s  diagrammes d ' é l u t i o n  

de ces  p ro té ines .  

II - 2-3 Séparat ion des  p r o t é i n e s  H R j - 1  e t  HRj -2  de Rh izob ium 

La p ro té ine  HRj p u r i f i é e  pa r  chromatographie de g e l  f i l -  

t r a t i o n  a p p a r a î t  homogSne après  é l ec t rophorèse  s u r  g e l  de  

polyacrylamide en mi l i eu  dodécylsu l fa te  de sodium. Par c o n t r e  

s u r  g e l  de polyacrylamide en mi l i eu  urée 2.5 M,acide a c é t i q u e  

0 . 9  M on observe pour c e t t e  p ro té ine  deux bandes d i s t i n c t e s  

(Figure 10-B, c o u l o i r  1) q u i  correspondent à deux v a r i a n t s  

H R j - 1  e t  H R j - 2 .  L e s  p r o t é i n e s  HRj-1 e t  HRj-2 o n t  é t é  séparées  

pa r  chromatographie d 'échange d ' i o n s  s u r  colonne de carboxy- 

méthyl-cel lulose en u t i l i s a n t  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  c r o i s s a n t  

de mola r i t é  en NaCl dans un tampon a c é t a t e  de sodium 0.01 M de 

pH 5.6 e t  en présence d ' u r é e  6M. 

L e s  p r o t é i n e s  HRj-1 e t  HRj-2 s o n t  respectivement é l u é e s  

dans les f r a c t i o n s  1 e t  2 (Figure 10-A). E l l e s  appara i s sen t  

homogènes après  é l ec t rophorèse  s u s  g e l  de polyacrylamide en 

mi l i eu  urée 2.5 M ,  a c ide  acé t ique  0.9 M (F igure  10-B). 



200 400  Effluent en ml 

FIGURE 10-A SEPARATION DES PROTEINES H R j - 1  ET HRj-2 PAR CHROMATO- 

GRAPHIE SUR COLONNE DE CARBOXYMETHYL-CELLULOSE 

La p ro té ine  HRj ( 8  mg) e s t  d i s s o u t e  dans 1 m l  d ' a c é t a t e  
de sodium 0 . 1  M. pH 5.6 contenant  de l ' u r é e  81 e t  5 p.100 
de 2-mercaptoéthanol. AprSs 48 heures ,  e l l e  e s t  déposée 
s u r  une colonne de carboxyméthyl-cellulose ( 2 2 x 1  .2cm) 
é q u i l i b r é e  en m i l i e u  a c é t a t e  de sodium 0.01 M t  p H  5.6,  
contenant de l ' u r é e  6M. L e s  p r o t é i n e s  s o n t  é l u é e s  pa r  u n .  
g rad ien t  l i n é a i r e  de N a C l  ( O  - 140 mM) ( 2  x 300 m l )  dans 
l e  tampon d ' é q u i l i b r a t i o n .  L e  d é b i t  de l a  colonne es t  de  
13 ml/heure. D e s  f r a c t i o n s  de 4,3 m l  s o n t  c o l l e c t é e s .  

FIGURE 10-B CONTROLE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS OBTENUES LORS 

DE LA SEPARATION DES PROTEINES HRj-1 e t  HRj-2 

1, p r o t é i n e  H R j  ; 2 ,  p ro té ine  HRj-1 ; 3 ,  p r o t é i n e  HRj-2. - 
Les condi t ions  d ' é ~ e c t r o p h o r è s e  e f f e c t u é e  s u r  g e l  de po- 
lyacrylamide en mi l i eu  ac ide  acé t ique  0.9 M - u r é e  2.5  M 
s o n t  indiquées dans l a  légende de l a  f i g u r e  1 2 .  



II - 3 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PROTEINES DE TYPE HU 

L 'é tude des  p r o p r i é t é s  physico-chimiques des  p r o t é i n e s  

de type  HU i s o l é e s  de d i f f é r e n t e s  souches de R h i z o b i a c e a e  est  

p résen tée  dans les p u b l i c a t i o n s  1 e t  2 pages 84 e t  107. 

Nous en rappelerons  les pr inc ipaux  r é s u l t a t s .  

II - 3-1 Comportement é l e c t r o p h o r é t i q u e  s u r  g e l  de polyacry- 

Le  comportement é l e c t ï o p h o r é t i q u e  s u r  g e l  de polyacry- 

lamide des  p r o t é i n e s  de type  HU i s o l é e s  des  R h i z o b i a c e a e  a 

é t é  é t u d i é e  dans t r o i s  systèmes d i f f é r e n t s  : 

A - en présence de dodécy l su l f a t e  de sodium 

B - en  mi l i eu  a c i d e  a c é t i q u e  0 . 9  M e t  en présence d ' u r é e  

2.5 M 

C - en mi l i eu  ac ide  a c é t i q u e  0.9 M e t  en  présence d ' u r é e  

6M e t  de t r i t o n  X-100. 

L e s  diagrammes é l e c t r o p h o r é t i q u e s  dans les systèmes A ,  

B e t  C s o n t  p r é s e n t é s  respect ivement  dans les f i g u r e s  11, 1 2  

e t  13. 

Dans le  système A t o u t e s  les p r o t é i n e s  donnent une s e u l e  

bande e t  o n t  une migra t ion  i d e n t i q u e  à l ' e x c e p t i o n  de l a  pro- 

t é i n e  H R j  q u i  migre légèrement moins v i t e  que les a u t r e s .  A 



F I G U R E  11 COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE DES P R O T E I N E S  DE 

TYPE HU SUR G E L  DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE DE 

DODECYLSULFATE DE SODIUM 

M : témoins de masse moléculaire (voir figure 5) 

- 1 : protéine HRm 

2 : protéine HR1-18 

3 : protéine HR1-53 

4 : protéine HAt 

5 : protéine HRj 



FIGURE 1 2  COMPORTE-XENT ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES DE 

TYPE HU SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU ACI-  

DE ACETIQUE 0 . 9  M ET EN PRESENCE D ' U R E E  2.5 M 

1 p ro té ine  HRrn ; 2 ,  p r o t é i n e  H A t  ; 3,  p r o t é i n e  - f 

HR1-18 ; 4 ,  p r o t é i n e  HR1-53 ; 5,  p ro tz ine  HRJ ; 
6 ,  p ro té ine  HRj-1 ; 7 ,  p r o t é i n e  HRj-2. - - 
L'é lec t rophorèse  e s t  e f f e c t u é e  s u r  une plaque de 
g e l  (150x140~75 mm) contenant  17 p. 100 d ' ac ry la -  
mide. Les é c h a n t i l l o n s  s o n t  d issous  dans H C 1  O . O i M ,  
contenant  de l ' u r é e  8 M  e t  du 2-mercaptoéthanol 0.5M. 
L 'é lec t rophorèse  es t  e f f e c t u é e  sous une i n t e n s i t é  
de 22 mA pendant 3 heures .  L e s  g e l s  s o n t  c o l o r é s  e t  
décolorés  s u i v a n t  l e  pro tocole  d é c r i t  dans l a  l é -  
gende de l a  f i g u r e  4-B pour l e s  g e l s  contenant  du 
SDS . 



FIGURE 13 COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES DE 

TYPE HU SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU ACIDE 

ACETIQUE 0.9 M ET EN PRESENCE D'UREE 6 M  ET DE 

TRITON X-100 

1, p r o t é i n e  HRm ; 2, p r o t é i n e  H A t  ; 3 ,  p r o t é i n e  - 
HR1-18 ; 4 ,  p ro té ine  HR1-53 ; 5 ,  p ro té ine  HU ; 
6 ,  ~ r o t é i n e  HRj ; 7 ,  ~ r o t é i n ë  HRj-1 ; 8 ,  pro- - - - 
t é i n e  H R ~ - 2 .  

Les cond i t ions  d ' é l ec t rophorèse  ne d i f f è r e n t  de 
c e l l e s  présentées  dans l a  f i g u r e  1 2  que par  l a  
présence d 'une q u a n t i t é  supér i eu re  d 'u rée  e t  l a  
présence de t r i t o n  X-100 dans l e  g e l .  Les condi- 
t i o n s  de co lo ra t ion  e t  de décolora t ion  son t  iden- 
t i q u e s  à celles indiquées dans l a  f i g u r e  5 .  



p a r t i r  de l e u r  migrat ion s u r  ce g e l  l a  masse mo1.aire r e l a -  

t i v e  ( M r )  de ces  p r o t é i n e s  e s t  es t imée à 10.000. Ce r é s u l -  

t a t  est  en accord avec l a  masse molaire  r e l a t i v e  c a l c u l é e  

s o i t  à p a r t i r  de l a  composition en ac ides  aminés ( v o i r  para- 

graphe II - 3-3) ,  s o i t  à p a r t i r  des  données s t r u c t u r a l e s  ob- 

tenues s u r  ces  p ro té ines  ( v o i r  c h a p i t r e  I II) .  

En mi l i eu  ac ide  (systèmes B e t  C )  l a  p ro té ine  HR1-18 

a  une migrat ion é lec t rophoré t ique  iden t ique  à c e l l e  de l a  

p ro té ine  H A t  t a n d i s  que l a  p r o t é i n e  HR1-53 a  une migra t ion  

nettement p l u s  cathodique. Les p r o t é i n e s  HRm, H A t ,  HR1-18 

e t  HR1-53 ne donnent qu'une s e u l e  bande en présence d ' u r é e  

6M e t  de t r i t o n  X-100. Ce r é s u l t a t  indique que chacune de ces  

qua t re  p ro té ines  e s t  c o n s t i t u é e  d 'une s e u l e  charne polypep- 

t i d i q u e .  Ceci a  é t é  confirmé p a r  les é tudes  s t r u c t u r a l e s  

présentées  dans l e  c h a p i t r e  III ( p u b l i c a t i o n s  2 e t  3 ) .  

La p ro té ine  H R j  donne dans l e s  deux systèmes électropho- 

r é t i q u e s  en mi l i eu  ac ide  deux bandes q u i  correspondent aux 

p r o t é i n e s  H R j - 1  e t  HRj-2. En présence d ' u r é e  2 .5  M,  l a  pro- 

t é i n e  HRj-2 a  une migrat ion supér i eu re  à c e l l e  de l a  p r o t é i n e  

H R j - 1  q u i  elle-méme migre comme l a  p r o t é i n e  HRm. Les p r o t é i n e s  

H R j - 1  e t  HRj-2 se d i f f é r e n c i e n t  nettement des p r o t é i n e s  homo- 

logues i s o l é e s  des a u t r e s  b a c t é r i e s  p a r  l e u r  comportement en 

présence d ' u r é e  6M e t  de t r i t o n  X-100. Leur migrat ion é lec -  

t rophoré t ique  dans ce système e s t  en e f f e t  t r è s  i n f é r i e u r e  à 

c e l l e s  des a u t r e s  p r o t é i n e s  de type HU. 



II - 3-2 P r o p r i é t é s  immunologiques 

Nous avons recherché s i  les p r o t é i n e s  de type HU i so -  

l é e s  des d i f f é r e n t e s  souches de Rhizobiaceae présen ten t  avec 

l a  p ro té ine  HRm une communauté ant igénique .  Ce t t e  recherche 

a é t é  e f f e c t u é e  en u t i l i s a n t  le  t e s t  d'immunodiffusion en 

g e l  d ' aga r  se lon  l a  méthode de OUCHTERLONY. Les r é s u l t a t s  

obtenus s o n t  p résen tés  dans l a  f i g u r e  1 4 .  Les p r o t é i n e s  H A t  

e t  HR1-18 r é a g i s s e n t  t r è s  b ien  cont re  les immunoglobulines 

an t i -p ro té ine  HRm t a n d i s  que l a  p ro té ine  HR1-53 donne un a r c  

de p r é c i p i t a t i o n  beaucoup p lus  f a i b l e  con t re  ces  m e m e s  a n t i -  

corps.  Ces r é s u l t a t s  indiquent  que l e s  p r o t é i n e s  H A t  e t  

HR1-18 o n t  des sites ant igèniques  t r è s  peu d i f f é r e n t s  s inon 

iden t iques  à ceux de l a  p r o t é i n e  HRm. Ils suggèrent en o u t r e  

que l e s  p ro té ines  HRm, H A t  e t  HR1-18 p résen ten t  de grandes 

homologies. Par con t re  l a  f a i b l e  r é a c t i o n  d'immunoprécipita- 

t i o n  e n t r e  l a  p r o t é i n e  HR1-53 e t  l e s  immunoglobulines a n t i -  

p ro té ine  HRm suggère des  d i f f é r e n c e s  s t r u c t u r a l e s  impor tantes ,  

au moins au niveau des s i t e s  an t igèn iques ,  e n t r e  l a  p r o t é i n e  

HR1-53 e t  l a  p ro té ine  HRm.L8étude s t r u c t u r a l e  de l a  p r o t é i n e  

HR1-53 a  permis de con£ irmer c e t t e  hypothèse ( c h a p i t r e  III) . 
L a  p r o t é i n e  H R j  r é a g i t  t r è s  faiblement  cont re  les immu- 

noglobul ines  an t i -p ro té ine  HRm. Aucun a r c  de p r é c i p i t a t i o n  n ' a  

é t é  observé avec l a  p r o t é i n e  H R j  lorsque c e l l e - c i  e s t  déposée 

à 8 mm du p u i t s  c e n t r a l  contenant l e s  immunoglobulines a n t i -  

p ro té ine  HRm comme c e l a  a  é t é  e f f e c t u é  pour l e s  a u t r e s  pro- 

t é i n e s  de type HU. Pour o b t e n i r  avec l a  p r o t é i n e  H R j  l ' a r c  de  



l 

HR m ('2.5) 'T H R I  5 3 ( 5 )  HA1 ( z . 5 ) 7  P HRm ( 2 . 5 )  ~ 

FIGURE 1 4  PROPRIETES IMMUNOLOGIQUES DES PROTEINES HRm, H A t ,  HR1-18, 

HR1-53 ET HRj 

Le t e s t  de OUCHTERLONY es t  e f f e c t u é  s u r  g e l  d ' a g a r  à 
0.9 p.100 en tampon phosphate, pH 7.4. 

Les p u i t s  cent raux cont iennent  450 pg d'immunogiobulines 
an t i -p ro té ine  HRm. 

Les p u i t s  pér iphér iques  d i s t a n t s  de 8 mm du p u i t s  c e n t r a l  
cont iennent  5 p l  des  s o l u t i o n s  pro té iques .  

Les c h i f f r e s  p lacés  e n t r e  parenthèses  indiquent  les quan- 
t i t é s  en pg des p r o t é i n e s  déposées. 

L e s  p u i t s  pér iphér iques  contenant l a  p r o t é i n e  HRj s o n t  
d i s t a n t s  de 7 mm du p u i t s  c e n t r a l .  

Après 15 heures de d i f f u s i o n  à température du l a b o r a t o i r e  
e t  en atmosphère s a t u r é e  d ' eau ,  le  g e l  e s t  co lo ré  p a r  l e  
b leu  de Coomassie R250 à 5 p. 1 0 0  (p:v) dans l e  mélange 
éthanol-acide acétique-eau (9:2:9, v/v/v) p u i s  décoloré  
p a r  le  mélange de so lvan t  u t i l i s é  pour l a  c o l o r a t i o n .  



p r é c i p i t a t i o n  p résen té  dans l a  f i g u r e  1 4  nous avons r é d u i t  

à 7 mm l a  d i s t a n c e  e n t r e  l e s  p u i t s  pér iphériques e t  le  p u i t s  

c e n t r a l  e t  nous avons doublé l a  q u a n t i t é  de p ro té ine  H R j  . 
Ces r é s u l t a t s  indiquent  que les si tes ant igèniques  de 

l a  p ro té ine  H R j  son t  t r è s  d i f f é r e n t s  de ceux de l a  p r o t é i n e  

HRm. La p r o t é i n e  H R j  appara r t  a t r e  encore p lus  d i f f é r e n t e  

des p ro té ines  HRm, H A t  e t  HR1-18 que ne l ' e s t  l a  p r o t é i n e  

HR1-53. 

II - 3-3 Composition en ac ides  aminés 

Les compositions en ac ides  aminés des  p r o t é i n e s  HRm, 

H A t ,  HR1-18, HR1-53, H R j - 1  e t  HRj-2 sont  présentées  dans l e  

t ab leau  V I .  

La p r o t é i n e  HRrn a  90 r é s i d u s  t a n d i s  que l e s  p r o t é i n e s  

H A t ,  HR1-18 e t  HR1-53 o n t  chacune 9 1  r é s idus .  L e s  p r o t é i n e s  

H R j - 1  e t  HRj-2 possèdent 92 r é s i d u s .  Les masses molécula i res  

r e l a t i v e s  de ces p r o t é i n e s  déterminées à p a r t i r  de  l e u r s  com- 

p o s i t i o n s  en ac ides  aminés s o n t  t r è s  v o i s i n e s  e t  s o n t  compri- 

ses e n t r e  9.311 e t  9.818. C e s  r é s u l t a t s  confirment l e s  données 

de l ' é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  de polyacrylamide en prgsence de 

SDS . 
L a  comparaison. des  compositions de c e s  p ro té ines  f a i t  

r e s s o r t i r  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  généra les  su ivan tes  : 



TABLEAU V I  

COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PROTEINES DE TYPE HU DES 

DIFFERENTES SOUCHES DE Rhizobiaceae 

Acide aspa r t ique  

Thréonine 

Sé r ine  

Acide glutamique 

P r o l i n e  

Glycine 

Alanine 

Cystéine/2 

Valine 

Méthionine 

I so leuc ine  

Leucine 5 5 5 5 .  6 6 

Tyrosine O O O O O O 

Phénylalanine 4 4 4 4 4 4 

H i s t i d i n e  O O O 1 O O 

Lysine 8 8 8 9 12 12 

Arginine 5 5 5 4 4 4 

Tryptophane O O O O O O 

T o t a l  
- 

Mr ca lcu lée  9311 9372 9372 9388 9818 9818 

L e s  r é s u l t a t s  s o n t  exprimés en nombre de r é s i d u s  p a r  mole de pro- 
t é i n e .  Le nombre de r é s i d u s  a é t é  c a l c u l é  s u r  l a  base  de q u a t r e  
r é s i d u s  de phénylalanine e t  l e s  v a l e u r s  obtenues o n t  é t é  arron-  
d i e s  à l ' e n t i e r  l e  p l u s  proche. 



- E l l e s  s o n t  dépourvues de cys té  i n e ,  t y r o s i n e ,  h i s t i d i n e  

e t  tryptophane à l ' e x c e p t i o n  de l a  p r o t é i n e  HR1-53 q u i  possède 

un r é s i d u  d ' h i s t i d i n e .  

- E l l e s  s o n t  r i c h e s  en r é s i d u s  hydrophobes dont l e  nombre 

v a r i e  de 35 pour l a  p r o t é i n e  HRm à 38 pour l a  p ro té ine  H R j .  

L ' a l an ine  e s t  l e  r é s i d u  l e  p lus  abondant dans t o u t e s  les pro- 

t é i n e s .  

- L e  nombre de c e r t a i n s  r é s i d u s  e s t  i n v a r i a b l e  ou v a r i e  

t r è s  peu t a n d i s  que c e l u i  d ' a u t r e s  r é s i d u s  v a r i e  beaucoup 

d'une p ro té ine  à l ' a u t r e .  Ainsi  le  nombre de ré s idus  de mé- 

t h ion ine  e t  de phénylalanine e s t  iden t ique  dans t o u t e s  les pro- 

t é i n e s  e t  c e l u i  des r é s i d u s  de p r o l i n e ,  a l a n i n e ,  l euc ine  e t  

a rg in ine  e s t  peu v a r i a b l e .  Par  con t re  l e  nombre de r é s i d u s  de 

s é r i n e ,  d  ' acide  glutamique e t  d' i s o l e u c i n e  est  t r è s  d i £  f é r e n t  

d'une p ro té ine  à l ' a u t r e .  

La comparaison de l a  composition en ac ides  aminés de c e s  

p r o t é i n e s  permet également de f a i r e  l e s  remarques su ivan tes  : 

- L e s  p ro té ines  H A t  e t  HR1-18 o n t  une composition e n  a c i d e s  

aminés ident ique .  La composition de ces  deux p ro té ines  p r é s e n t e  

une f o r t e  s i m i l i t u d e  avec c e l l e  de l a  p r o t é i n e  HRm notamment a u  

niveau des r é s i d u s  basiques e t  hydrophobes. Les d i f f é r e n c e s  les 

p lus  marquées e n t r e  l a  p r o t é i n e  HRm e t  l e s  deux a u t r e s  p r o t é i -  

nes  s o n t  observées au niveau de l a  s é r i n e  e t  de l ' a c i d e  aspar-  

t i q u e .  

- A l ' i n v e r s e  l a  composition en ac ides  aminés de l a  p r o t é i n e  ~ 
HR1-53 d i f f è r e  davantage de c e l l e  des p r o t é i n e s  HRm, H A t  e t  ~ 
HR1-18. Nous remarquons s u r t o u t  e n t r e  l e s  p r o t é i n e s  H R ~ - 1 8  e t  1 



HR1-53 des v a r i a t i o n s  s i g n i f i c a t i v e s  du nombre de r é s i d u s  

d '  ac ides  aminés hydroxylés ( th réon ine  e t  s é r i n e )  a i n s i  que 

des  r é s i d u s  d ' a c i d e  glutamique. D e  p l u s  l a  présence d ' u n  ré- 

s i d u  d ' h i s t i d i n e  e t  de q u a t r e  r é s i d u s  de p r o l i n e  d i s t i n g u e  

net tement  l a  p r o t é i n e  HR1-53, de ses homologues. En e f f e t ,  

des  changements au niveau de c e s  deux a c i d e s  aminés s o n t  t r è s  

s i g n i f i c a t i f s  dans l a  mesure o a  l e  taux  de p r o l i n e  des  pro- 

t é i n e s  de type  BU est  très peu v a r i a b l e  e t  l a  présence d 'un  

r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  n ' e s t  que rarement rencont rée  dans cet te  

f a m i l l e  de p r o t é i n e s  comme nous le ve r rons  u l t é r i eu remen t  

( c h a p i t r e  III) , 

- L e s  composit ions en ac ides  aminés des  p r o t é i n e s  H R j - 1  

e t  H R j - 2  s o n t  i den t iques .  E l l e s  se d i f f é r e n c i e n t  ne t tement  de 

celles des p r o t é i n e s  HRm, H A t ,  HR1-18 e t  HR1-53 p a r  des  va- 

r i a t i o n s  impor tan tes  du nombre de r é s i d u s  de s é r i n e ,  a c i d e  

glutamique,  v a l i n e ,  i s o l e u c i n e  e t  l y s i n e .  En e f f e t ,  p a r  rap- 

p o r t  aux a u t r e s  p r o t é i n e s  les p r o t é i n e s  HRj-1  e t  HRj-2  s o n t  

p l u s  r i c h e s  en ac ide  glutamique,  i s o l e u c i n e  e t  l y s i n e ,  e t  l e  

nombre de r é s i d u s  de s é r i n e  e t  de v a l i n e  es t  p l u s  f a i b l e .  



II - 3-4 Discussion 

L'étude de l a  mobi l i t é  é l ec t rophoré t ique  s u r  g e l  de po- 

lyacrylamide en mi l ieu  ac ide ,  de l a  r é a c t i v i t é  imrnunologique 

vis-à-vis  des immunoglobulines a n t i - p r o t é i n e  HRm e t  de l a  com- 

p o s i t i o n  en ac ides  aminés des p ro té ines  HRm, H A t ,  HR1-18, 

HR1-53, H R j - 1  e t  HRj-2 a  permis de f a i r e  r e s s o r t i r  l e s  carac- 

t é r i s t i q u e s  su ivan tes  : 

- Les p ro té ines  HR1-18 e t  H A t  p résen ten t  e n t r e  e l l e s  une 

t r è s  é t r o i t e  s i m i l i t u d e .  En e f f e t  s u r  l a  base des  c r i t è r s s  

é t u d i é s  aucune d i f f é r e n c e  n ' a  é t é  observée e n t r e  ces deux pro- 

t é i n e s .  Cel les -c i  p résen ten t  une ressemblance marquée avec l a  

p r o t é i n e  HRm : e l l e s  r é a g i s s e n t  t r è s  bien avec l e s  immunoglo- 

bu l ines  an t i -p ro té ine  HRm e t  l e u r  composition en  ac ides  aminés 

ne montrent que des d i f f é r e n c e s  mineures avec c e l l e  de l a  pro- 

t é i n e  HRm. 

- Par  'contre  l a  p r o t é i n e  HR1-53 d i f f è r e  s ign i f i ca t ivement  

des p r o t é i n e s  c i t é e s  ci-dessus en p a r t i c u l i e r  p a r  s e s  propr ié-  

t é s  immunologiques e t  s a  composition en ac ides  aminés. 

- Les p ro té ines  HRj-1 e t  HRj-2 s e  d i f f é r e n c i e n t  encore p l u s  

nettement des  p ro té ines  i s o l é e s  des  souches à c ro i s sance  rap ide .  

P a r  r appor t  Zi c e s  d e r n i è r e s  l e u r  migrat ion é lec t rophoré t ique  

s u r  g e l  de polyacrylamide en présence de t r i t o n  X-100 est  beau- 

coup p l u s  f a i b l e ,  e l l e s  p r é s e n t e n t  de nombreuses d i f f  é rences  

dans l e u r  scomposition en ac ides  aminés. .Enfin, l a  p r o t é i n e  H R j  

r é a g i t  beaucoup p l u s  faiblement  que s e s  homologues c o n t r e  l e s  

immunoglobulines an t i -p ro té ine  HRm. 



Les p r o p r i é t é s  physico-chimiques des  p ro té ines  de type 

HU i s o l é e s  des b a c t é r i e s  q u i  o n t  f a i t  l ' o b j e t  de no t re  é tude  

r e f l è t e n t  par fa i tement  l a  p o s i t i o n  de ces  microorganismes 

dans l e  dendrogramme é t a b l i  à p a r t i r  des é tudes  de taxonomie 

numérique r é a l i s é e s  au l a b o r a t o i r e  e t  présenté  dans l a  f i g u r e  2 .  

Nos r é s u l t a t s  confirment notamment que : 

- Agrobacterium tume faciens e s t  é t ro i t ement  apparenté  aux 

Rhizobiaceae e t  en p a r t i c u l i e r  au groupe auquel a p p a r t i e n t  

Rhizobium Zeguminosarum L18. 

- Le taxon Rhizobium Zeguminosarum est  hétérogène e t  l e s  

espèces Rhizobium Zeguminosarum L18 e t  Rhizobium Zeguminosarum 

L53 appar t iennent  à deux groupes d i s t i n c t s .  

- Les Rhizobium à croissance  l e n t e  s o n t  t r è s  é lo ignés  des  

Rhizobium à croissance  rapide .  

L e s  conclusions que nous avons t i r é e s  de l a  comparaison 

des p r o p r i é t é s  physico-chimiques des  p ro té ines  de type HU de 

Rhizobiaceae s e r o n t  confirmées p a r  l e s  p r o p r i é t é s  s t r u c t u r a l e s  

de c e s  molécules. Nous développerons dans le  chap i t r e  III l a  

d i scuss ion  abordée i c i  en l ' é t e n d a n t  à des cons idé ra t ions  d ' o r -  

d re  phylogénétique que nous pourrons é t a b l i r  à p a r t i r  d e s  ca- 

r a c t é r i s t i q u e s  s t r u c t u r a l e s  de ces  p ro té ines .  
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SUMMARY.- The DNA-binding HU-type p ro te ins  have been i s o l a t e d  f r o m  two very d i f -  
f e r e n t  s t r a i  ns o f  Rhizobi aceae : Agaobactw~Lwn a h e b a c i e n s  and Rhizobium j u p o n i -  
W. These p ro te ins  have been c a l l e d  HAt and HRj respect ive ly .  T h e i r  e lectropho- 
r e t i c  mobi 1 i t y  on pol  yacrylamide gel , ami no ac i  d composi t i o n  and crossed immuno- 
r e a c t i v i t y  have been compared t o  t h a t  o f  t he  homalogous p ro te i r i  i s o l a t e d  f rom 
Rhizobium m&o.ti : the p r o t e i n  HRm. The p ro te ins  HAt and HRm show close s im i -  
l a r i t i e s  whereas the p r o t e i n  HRj d i f f e r s  markedly f rom the two others.  The physi - 
CO-chemical c h a r a c t e r i s t i c s  o f  the HU-type pro te ins  f rom these Rhizobiaceae are 
i n  good agreement w i t h  t h e  respect ive  p o s i t i o n  o f  these bac te r i a  i n  the taxonomy. 

The E. cokX DNA-bi nding p r o t e i n  HU (1 )  i s  associated w i  t h  t he  chromosomal 

and extrachromosomal DNA (2, 3 )  and i s  assumed to be invo lved i n  the  condensation 

o f  the  DNA ( 4 ) .  The p r o t e i n  HU consists o f  two c lose l y  re la ted  polypept ide chains 

termed HU-1 and HU-2 o f  90 r e s i d w s  each (5-7) .  HU-type pro te ins  have been i s o l a -  

ted  from d i f f e r e n t  bac te r i a  (8-14). We have prev ious ly  i s o l a t e d  the HU-type pro- 

t e i n  from R k i z o b h  m e L i L a f i  ((i) and have determined i t s  primary s t ruc tu re  (15).  

The Rhi zobiaceae const i  t u t e  a hetero l  ogous fami l y  and are t r a d i  t i o n a l  l y  d i  v ided 

i n t o  two main groups : t h e  f a s t  growing R k i z o b i a  i n  which the genus Agmbac&aiwn 

is i ncluded because o f  t h e i  r c lose taxonomi ca l  r e l a t i  onships, and the  s low growing 

R k i z o b i a  which are biochemical ly  very d i f f e r e n t  from t h e  former group ( f o r  recent  

review, see ref. 16). This paper deals w i  t h  the comparison o f  t he  physico-chemical 

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  HU-type p r o t e i  ns i s o l a t e d  from two f a s t  growing s t r a i n s  Rkizo-  

b h  r n a o t i ,  A g & o b a c t d u m  h e d a c i e n s  and from a slow growing s t r a i n  Rk izob ium 

MATERIALS AND METHODS 

Microorganisms and noinencla t u r e  o f  p r o t e i n s  . - Aghoba&&Lum ,ûune,jaoiens 
s t r a i n  86 was provided from R i  j ksun ivers i  t e i t  Gent (Belgium) ; Rkizobium japa-  

0006-291x184 $1.50 
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dcum s t r a i n  55 was supp l ied  from Facul t é  des Sciences Agronomiques, Gembloux 
(Belgium) . The bac te r i a  were grown as descr i  bed i n  (17). HU-type pro te ins  from 
Rhizobium meeieo-ti, R h i z o b i m  japonicum and A g m b c z c t ~  ahc,$a&vts are res -  
p e c t i v e l y  named HRm, HRj and HAt. 

Preparat ion o f  pro te ins . -  The p ro te ins  were prepared by a f f i n i t y  chromatogra- 
phy on DNA-cellulose column as descr ibed i n  (14) wi t h  the f o l l o w i n g  modi f ica- 
t i o n  : Rkizobium mc tUoZ i  DNA, p u r i f i e d  as i n  (18), was coupled t o  the c e l l u -  
lose.  The HU-type p ro te ins  were p u r i f i e d  by gel f i l t r a t i o n  chromatography as 
i n  (14). Separation of p ro te ins  H R j - i  and HRj -2 was performed by chromatogra- 
phy on carboxymethyl-cel lulose column as i n  (7) .  

A n a l y t i c a l  g e l  e1ectrophorese.s.- Ana ly t i ca l  gel e lectmphoreses were p e r f o r -  
med i n  th ree d i f f e r e n t  systems : A, i n  SDS using the L a e m l i  b u f f e r  system 
(19) on a s lab  gel (120 x 80 x 1 m )  (20) ; B, i n  0.9 M ace t i c  acid,  2.5 M urea 
(21) and C, i n  0.9 M ace t i c  acid, 6 M urea and 0.38 % T r i t o n  X-100 (22).  Elec- 
trophoreses a t  a c i d i c  pH (systems B and C) were performed on s lab  gels 
(150 x 140 x 0.75 mn) us ing a 17 % acrylamide concentration. 

Amino a c i d  analyses were perfonned as i n  (7) .  

Immunodiffusion.- Rabbi t antiserum aga ins t  R. m U Z i  p r o t e i n  HRm was Drepa- 
red as i n  (23).  The imnunoglobulins were prepared according t o  (24) and red i s -  
solved i n  10 mM sodium phosphate b u f f e r  pH 7.4, 20 % g lycero l  . Ouchterlony 
immunodiffusion tes ts  were performed on 0.9 % agar gel i n  0.01 M sodium phos- 
phate b u f f e r  pH 7.4. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The DNA-binding p r o t e i  ns from R .  japonicum and from A. 2umedacLens were 

prepared by a f f i n i t y  chromatography on R. rneL&fi DNA coupled to ce l l u lose  ; 

t h e i r  e l u t i o n  pat terns ar4 presented i n  f i g .  1 i n  comparison t o  t h a t  o f  R. me- 

FIWRE 1.- Elution patterns o f  R. m.Uofi, R. japorUcwn and A. hne&aciem 
proteins (patterns A, 0 and C, respect iwly)  fractionated on a column o f  R. 
m L Z o ~  DNA coupled to  cellulose. Bacterial extracts cleared o f  membrane 
fragments and nucleic acids were applied to the col unm (15 x 2.5 cm) equil i- 
brated wi th 50 mi4 NaCl i n  10 mM Tris-HC1 (pH 8.0), l mM Na2 EDTA, glycerol 
10 % (v:v) . The col um was el  uted a t  40 ml/h w i  th  a gradient o f  NaCl i n  the 
same buffer  as indicated by (---). The e f f l uen t  was monitored a t  220 nm (-) 
and fractions of 5 m l  e r e  collected. Proteins HFbn, H G j  and H A t  were eluted 
i n  the hatched fractions. I n  Fig. 1-A the e l  ution pattern o f  R. tnatiloti pro- 
teins on a chicken erythrocyte DNA (14) i s  given (***) fo r  comparison. 
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U a L i  proteins. The p ro te in  HRj i s  desorbed from the DNA-cellulose column a t  

a molari t y  i n  NaCl comprised between 0.21 and 0.27 M whi l e  the p ro te in  H A t  i s  

e lu ted between 0.18 and 0.24 M NaCl. 00th prote ins bind more t i g h t l y  t o  the 

DNA than p ro te i  n HRm which i s  e l  uted from the same col umn between 0.12 and 

0.18 M NaCl. Iden t i ca l  chrornatographic patterns were obtained when the p ro te i n  

HRm was prepared e i t he r  on E. w G  DDA-cellulose o r  on R. r n e & i 2 a ~  DNA-ce11 u lo-  

se column (data no t  shown). From previous experiments performed w i t h  DNA- 

ce l lu lose support prepared w i t h  chicken erythrocyte DNA (14) i t appears t h a t  

p ro te in  H h  binds more t i g h t l y  to prokaryot ic DNA than to  eukaryotic DNA 

(Fig.  1 A ) .  

The p ro te in  HAt appears, i n  the three e lect rophoret ic  systems (Fig. 2, 

A, B and C, lane c) ,  as a s ing le  band w i t h  a mob i l i t y  s l i g h t l y  i n f e r i o r  to 

+ - - 
m a  b c a m  a  b  b-i b-2 c a  a b  b-1 b.2 c a  d 

FIGURE 2.- Polyacrylamide gel electrophoresis o f  p u r i f i e d  HU-type proteins : 
h(a), HRj (b), HRj- i (b- l ) ,  HRj-2 (b-2), HAt (c )  and HU (d) .  2-A, i n  the 
presence o f  SOS on a 5-30 % polyacrylamide gradient  gel ; 2-8, i n  0.9 M ace t i c  
acid-2.5 M urea on a gel containing 17 % acrylamide ; 2-C, i n  0.9 M ace t i c  
acid-6 M urea and 0.38 % T r i t o n  X-100 on a gel containing 17 % acrylamide. 
I n  the case o f  Fig. 2-A, samples (7 ug) were t reated w i th  5 % SM, 2 % 2-mer- 
captoethanol f o r  2 min a t  100°C and run a t  40 mA f o r  150 min. Electrode buf- 
fer  (Tr is-g lyc ine,  pH 8.6) and gel b u f f e r  (Tris-HC1, pH 8.9) were made- 0.1 % 
i n  SM. m, m l e c u l a r  mass markers : Phosphorylase b (94,000), Bovine serum 
a l  bumin (67,000). Oval bumin (43,000), Carboni c anhydrase (30,000), Soybean 
t r y p s i n  i n h i b i t o r  (20,100), a-Lactal bumin (14,400). I n  the case o f  Fig. 2-8 
and 2-C, samples (3 ug) were dissolved i n  0.01 M HC1, 8 M urea, 0.5 M 2-mer- 
captoethanol and were run a t  22 mA f o r  3 h. The gels were s ta ined w i t h  0.5 % 
Coomassie blue R-250 i n  ace t i c  acid/ethanol/water (1:2:7, by vol .) f o r  15 h 
and were destained by d i f f u s i o n  i n  ace t i c  acid/ethanol/water (4:5:31, by vol .) 
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that  of protein HRm. The obtention of only one band i n  the presence of Triton 

X-100 which allows the separation of the E. c a f i  proteins HU-1 and HU-2 

(Fig. 2, C lane d ) ,  indicates tha t  the protein H A t  consists of a single poly- 

peptide chain. With 91 amino acid residues as calculated from i t s  amino acid 

composition (Table 1) , the protein H A t  has an addi tional residue with respect 

to protein HRm. Despi t e  th i s  difference the protei ns H A t  and HRm appear to  be 

closely related. Their amino acid compositions are very similar : the number 

of basic and hydrophobic residues (wi t h  the exception of isoleucine) are s t r i c t -  

ly identical and only s l i g h t  differences are seen for  the other residues. More- 

over the protein H A t  reacts strongly against the anti  -protein HRm immunoglobu- 

TABLE 1.- AMIN0 ACID COMPOSITIONS OF PROTEINS HAt.  HRj-1 AND HRj-2 

Ag40 bactehuvn Rhizobium W z o b i u m  Rhizobium 
t m e  daci en6 japonicwn japorcicun~ M o ~  

HAt HRJ-i HRj-2 H R J ~  

Mol % Residuesa Mol % Residuesa Mol % Resi duesa Residuesa 

Aspart ic ac id  11.6 10.6 12.2 1 . 2  (11) 12.1 11.1 (11) 13 
Threoni neC 3.0 2.8 (3) 4.6 4.2 (4) 4.6 4.2 (4) 3 
Serinec 10.8 9.9(10)  3.5 3.2 (3) 3.5 3.2 (3) 7 
Glutamic ac id  7.7 7.0 (7) 11.1 10.1(10) 11.1 l O . l ( l 0 )  6 
Pro l ine 3.3 3.0 (3) 3.3 3.0 (3) 3.3 3.0 (3) 3 
Glycine 9.7 8.8 (9) 7.8 7.2 (7) 7.9 7.3 (7) 10 
Al ani ne 15.4 14.0(14)  16.1 14.8(15) 16.1 14.8(15) 13 
Val i ne 9.9 9.0 (9)  7.5 6 . 9 ( 7 )  7.4 6 . 7 ( 7 )  9 
Methioni ne 1.0 0.9 (1) 0.6 0.6 (1) 0.5 0.5 (1) 1 
lsoleucined 2.3 2.1 (2) 5.0 4.6 (5) 5.0 4.6 (5) 3 
Leuci ne 5.8 5.2 (5) 6.5 6.0 (6) 6.4 5.8 (6)  5 
Phenylalanine 4.4 4.0 (4) 4.3 4.0 (4) 4.4 4.0 (4)  4 
Lysine 9.2 8.3 (8)  12.9 11.8 (12) 12.7 11.6 (12) 8 
Argi n i  ne 5.6 5.1 (5) 4.4 4.1 (4) 4.4 4.1 (4) 5 
Tryptophane - - - - - - - 

TOTAL 99.8 91  99.8 92 99.4 92 90 

"The r e s u l t s  are expressed i n  number o f  residues pBr mole o f  prote in .  
bNumbers i n  parentheses are the rka res t  i n t e g e i r .  
=Values f o r  threonine and ser ine were obtained by l i n e a r  ext rapolat ion t o  zero 

hydro lys is  time. 
d72 h hydro lys is  values. 
eDetermined spectrophotometri cal 1 y .  
The amino a c i d  conposit ion of R. metX&.ti p r o t e i n  HRm (14) i s  gtven f o r  comparison. 
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l i n s  which demonstrates t h a t  both proteins have c o m n  antigenic s i tes .  These 

data suggest a strong amino acid sequence homlogy between these two proteins. 

The p ro te i n  HRj i s  a heterocomplex const i  tu ted o f  two polypeptide chai ns 

named HU-1 and HRj -2 whi ch were separated by chromatography on carboxymethyl- 

ce11 ulose column. The proteins HRj-1 and HRj-2 comigrate on polyacryl  amide 

gel electrophoresis i n  the presence o f  SDS bu t  have a d i f f e ren t  electrophore- 

t i c  migrat ion a t  ac id ic  pH (Fig.  2, B and C) . The minor band o f  higher ca- 

thodic migrat ion observed on the gel in. the presence o f  T r i ton  X-100 (lanes bl 

and b2 o f  f i gu re  2-C) could be l i k e l y  due t o  methionine oxidat ion during the 

separation o f  the two proteins since they appear pure on the two other  e l ec t r o -  

phoret ic systems. The proteins HRJ-i and HRj -2  have an iden t i ca l  amino ac id  

composition (Table 1). Thei r d i f f e r e n t  behavior i n  gel electrophoresis a t  

ac id ic  pH and during ion  exchange chromatography suggest tha t  they have a 

d i s t i n c t  net charge which could be due to  post-synthet ic modifications such 

as acetyl a t i  on. 

The proteins HRJ-1 and HRj -2  are qu i te  d i s t i n c t  from the proteins HRm 

and HAt. On polyacrylamide gel electrophoresis i n  the presence o f  T r i  ton X-100 

they migrate much slower than other HU-type proteins. As proteins HRm and HP.t, 

the proteins HRJ-i and HRj -2  lack cyste i  ne, tyrosine, h i s t i d i ne  and tryptophan 

and have a high amount o f  hydrophobic residues which are the main character is-  

t i c s  o f  the amino ac id  composition o f  HU-type proteins. But by comparison w i t h  

the proteins H h  and HAt, important di f ferences can be observed i n  the amino 

ac id  compositions o f  proteins HM-1 and HRj-2, p a r t i c u l a r l y  i n  the amount o f  

serine, g l  utamic acid, isoleucine and lysine. Furthermore the p ro te i n  H f t j  reacts 

very weakly against an t i  -protein HRm immunoglobulins. 

On the basis o f  e lect rophoret ic  m b i  1 i ty on polyacryl  amide gel, amino 

ac id  conposi t i o n  and crossed immunoreacti v i  t y  the proteins HRm and HAt show c l o -  

se s i m i l a r i  t i e s  whereas the p ro te i  n HRj d i  f f e r s  narkedly from those mentioned 

above. Our resu l ts  substant iate t ha t  Agmbaotehium & m @ a o i ~  and the fas t  

growing RfLizobia are taxonomical l y  close1 y r e l  ated and t h a t  the slow growing 

Rhizobium japowcum i s  very remote from the f a s t  growing s t ra ins o f  R \ u z a b i m .  
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Therefore the physico-chemical character is t ics  o f  the HU-type prote ins i so l a t ed  

from these Rhizobiaceae are i n  good agreement w i t h  the respective pos i t i on  o f  

these bacter ia i n  the taxonomy. 

It must be emphasized tha t  the p ro te in  HRm exh ib i t s  a lower amunt o f  ba- 

s i c  residues and a weaker a f f i n i t y  f o r  the DNA-cellulose column than does pro- 

t e i n  HRj. A weaker a f f i n i t y  has also been found f o r  the HU-type prote ins from 

two species o f  f a s t  growing Rkizobium legumhoba/uvn (persona1 communication). 

These data may be r e l  ated w i th  the d i f ference i n  the morphological nucleoi d 

modif icat ions which have been observed between f a s t  growing and slow growing 

Rkizobia during the symbiotic process w i th  the legumes. The mature bacteroid 

o f  slow growing Rkizobia retained d i  screte and f i  b r i  11 a r  nucleoid structures 

whi le i n  e f f ec t i ve  mature bacteroids o f  f as t  growing s t ra ins  there i s  a mor- 

phological a l  t e ra t i on  o f  the nucleoid which appears d i f fused o r  dispersed 

(25, 26). These s t ruc tu ra l  changes do not correspond e i t h e r  t o  nucleoid de- 

generation o r  t o  a decreased nucleic ac id  content (27) but are li kely due t o  

unfolding o f  the chromosomal apparatus. As HU-type proteins are assurned t o  be 

involved i n  the condensation o f  DNA, one can therefore speculate t h a t  during 

maturation o f  bacteroids the HU-type p ro te in  o f  slow growing RkizatLia i s  more 

e f f i c i e n t  than t ha t  o f  f a s t  growing s t ra ins  t o  maintain the conformation o f  

the nucleoid. 
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PLAN DU CHAPITRE III 

ETUDES STRUCTURALES DES PROTEINES DE TYPE HU 

III - 1 ETUDE DE LA PROTEINE HRm 

III - 2 ETUDE COMPAREE DES PROTEINES DE TYPE HU DE Rhizob iacsae  

III - 3 DISCUSSION 

III - 3-1 Relation entre la taxonomie numérique et 

la phylogénie 

III - 3-2 Relation entre la structure primaire et 

la fonction biologique des protéines de 

type HU 



Au chapitre II nous avons comp.aré les propriétés 

physico-chimiques et la réactivité immunologique vis à 

vis des immunoglobulines anti protéine HRm de protéines 

de type HU isolées de plusieurs Rhizobiaceae. Cette étude 

comparative a montré que les protéines HAt et HR118 sont 

étroitement apparentées et diffèrent peu de la protéine 

HRm. La protéine HR153 diffère significativement des 

protéines citées précédemment. Enfin la protéine HRj présente 

des différences beaucoup plus marquées. Les propriétés de 

ces protéines reflètent parfaitement la position des bac- 

téries d'où elles sont isolées dans le dendrogramme établi 

sur des études de taxonomie numérique. 

Il nous a semblé particulièrement intéressant de 

poursuivre ce travail par une étude comparée de la struc- 

ture primaire de ces protéines afin de déterminer de façon 

précise la parenté phylogénétique entre ces bactéries. 

En effet, considérant qu'une protéine est une copie d'une 

petite partie du génome, la comparaison de la structure 

primaire de protéine permet de relier des espèces génétique- 

ment très différentes. La distance phylogénétique traduira 

donc la divergence taxonomique entre les bactéries étudiées. 

L'apport de renseignements d'ordre phylogénétique apparaft 

donc très intéressant pour relier des espèces de la famille 

Rhizobiaceae qui demeure encore mal connue. 

D'autre part la détermination de la strucure primaire 

d'une protéine est nécessaire à l'étude de sa conformation 



secondaire et tertiaire et constitue également une étape 

indispensable pour déterminer les mécanismes moléculaires 

impliqués dans son activité biologique. 

Dans un premier temps, nous avons déterminé la 1 
i 

séquence complète de la protéine HRm. Une fois établie, 

cette séquence nous a servi de référence pour l'étude i 
comparée des protéines de type HU des-autres Rhizobiaccae. l 

l 

Les stratégies de détermination de séquence en acides 

aminés utilisées pour la protéine HRm et pour les protéines 

1 homologues des autres Rhizobiaceae sont donc fondamenta- l 
I 

lement différentes. 1 

III - 1 ETUDE DE LA PROTEINE HRm 

La stratégie utilisée pour l'étude de la protéine HRm 

est présentée dans le schéma suivant : 

Dégradation automatique dlEdman I Coupure à Arg ....................................... 55 
Met A s n  (OH) 
(1) I (90) 

1 Coupure à A s p  

2? 40 42 69 71 86 

La séquence amino-terminale 55 résidus a été déterminée 

par la méthode automatique de dégradation d'Edman sur la 

protéine native. Ensuite pour établir la séquence de la 



moit ié  carboxy-terminale, nous avons cherché à o b t e n i r  un 

nombre r e s t r e i n t  de grands fragments pept id iques  qu i  se pre- 

t e n t  à l a  méthode automatique de dégradat ion dlEDMAN. Ces 

fragments o n t  é t é  obtenus pa r  coupure de l a  p ro té ine  au n i -  

veau des r é s i d u s  d ' a r g i n i n e  e t  d ' ac ide  aspa r t ique .  

III - 2 ETUDE COMPAREE DES PROTEINES DE TYPE HU DE Rhizobiaceae 

Dans ce  cas  nous avons cherché à o b t e n i r  de p e t i t s  pep- 

t i d e s .  Ce choix a  é t é  guidé pa r  deux ra i sons  : d'une p a r t  il 

est  p l u s  f a c i l e  de d é t e c t e r  une s u b s t i t u t i o n  dans un c o u r t  

fragment pept id ique ,  d ' a u t r e  p a r t  ces  p e t i t s  pept ides  o n t  pu 

ê t r e  séquencés pa r  l a  méthode manuelle de dégradat ion dlEDMAN. 

Les p ro té ines  o n t  é t é  hydrolysées p a r  l a  t r y p s i n e  e t  les pep- 

t i d e s  l i b é r é s  o n t  é t é  a l i g n é s  p a r  comparaison avec l a  s t r u c -  

t u r e  pr imaire  de l a  p r o t é i n e  HRm. Toutefois  pour l a  p r o t é i n e  

HR153 q u i  p résen te  davantage de d i f f é r e n c e s ,  il a é t é  néces- 

saire de compléter l ' é t u d e  de l ' h y d r o l y s a t  t ryps ique  p a r  c e l l e  

de longs fragments l i b é r é s  p a r  coupure de l a  molécule au  niveau 

des r é s idus  d '  ac ide  aspa r t ique .  

P a r  a i l l e u r s  au  cours  de l ' hydro lyse  t ryps ique  des  pro- 

t é i n e s  H R j - 1  e t  H R j - 2  de R.japonicum, nous avons observé un 

p r é c i p i t é  important  : ce phénomène e s t  sans  doute l i é  à l a  

présence dans l a  molécule pro té ique  d '  un "core insoluble ' '  

r é s i s t a n t  à l ' a c t i o n  de l a  t r y p s i n e ,  e t  il a é t é  l a  cause d 'un 



t r è s  f a i b l e  rendement dans l ' o b t e n t i o n  des  pep t ides .  I l  ne 

nous a  donc pas  é t é  p o s s i b l e  d ' e x p l o i t e r  de façon s a t i s f a i -  

i s a n t e  les r é s u l t a t s  de c e t t e  é tude  s t r u c t u r a l e .  

L e s  r é s u l t a t s  obtenus s u r  l a  p r o t é i n e  HRm s o n t  présen- 

tés dans l a  p u b l i c a t i o n  2:  

Bernard LAINE, Denise BELAÏCHE , Hussain KHANAKA and 

Pierre SAUTIERE - Primary s t r u c t u r e  of t h e  DNA-binding p r o t e i n  

HRm £rom Rhizobium meZiZoti, Eur.J.Biochem. 131, 325-331 (1983) - 

La comparaison d e s  p r o t é i n e s  H A t ,  HR118 e t  HR153 avec 

l a  p r o t é i n e  HRm est  p résen tée  dans l a  p u b l i c a t i o n  3  : 

Hussain KHANAKA, Bernard LAINE, P i e r r e  SAUTIERE and 

Jean GUILLAUME - Biochemical c h a r a c t e r i s t i c s  of DNA-binding 

HU type  p r o t e i n s  £rom Rhizobiaceae,  Eur.J.Biochem., (soumis 

pour p u b l i c a t i o n ) .  



III - 3 DISCUSSION 

L e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  séquence en a c i d e s  aminés des 

p ro té ines  HRm, HAt ,  HR118 e t  HR153 o n t  é t é  présentées  dans l a  

d iscuss ion  des pub l i ca t ions  2 e t  3 .  Nous souhai tons n 'en  déve- 1 

lopper  i c i  que deux aspec t s  : 1 
1 - Relat ion e n t r e  l a  parenté  phylogénétique e t  l a  taxonomie l 

1 

numérique. ~ 

l 
2 - Rela t ion  e n t r e  l a  s t r u c t u r e  pr imaire  e t  l a  fonct ion  b io lo-  i 

gique de ces  p ro té ines .  
1 
I 

III - 3-1 Rela t ion  e n t r e  l a  taxonomie numérique e t  la phylo- 
- - 

génie 

La comparaison de l a  séquence en ac ides  aminés des pro- i 
t é i n e s  de type HU, HRm, H A t ,  HR118 e t  HU53 i s o l é e s  de d i f f é -  

r e n t e s  Rhizobiaceae nous a permis de déterminer le  pourcentage 

d'homologie s t r u c t u r a l e  e x i s t a n t  e n t r e  c e s  p r o t é i n e s  (Figure  1 5 ) .  

Nous avons également schématisé dans l a  f i g u r e  16 l a  d i s t a n c e  

phylogénétique e n t r e  l e s  q u a t r e  p ro té ines  qu i  o n t  f a i t  l ' o b j e t  

de n o t r e  étude.  L a  d i s t ance  phylogénétique e n t r e  p l u s i e u r s  pro- 

t é i n e s  correspond au nombre de s u b s t i t u t i o n s  e x i s t a n t  e n t r e  

e l l e s  ; c e  nombre e s t  r ep résen té  p a r  une longueur mesurée en cm. 



HA t HRm 
HR153 HR153 

FIGURE 15 POURCENTAGE D'HOMOLOGIE DE SEQUENCE ENTRE LES PROTEINES DE TYPE HU 

ISOLEES DE DIFFERENTES R H I Z O B I A C E A E .  



HRm HAt, HRI 18 HRI  53 

FIGURE 16 REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA DISTANCE PHYLOGENETIQUE ENTRE: LES PROTEINES .. 
HRm, HAt, HR118 ET HR153. 

Le nombre de  s u b s t i t u t i o n s  e n t r e  les d i f f é r e n t e s  p r o t é i n e s  est  r e p r é s e n t é  
p a r  une longueur  mesurée e n  c m .  



La r e l a t i o n  phylogénétique e n t r e  l e s  p ro té ines  HRm, H A t ,  HR118 

e t  HR153 confirme les r é s u l t a t s  p résen tes  au c h a p i t r e  II con- 

cernant  l a  comparaison des p r o p r i é t é s  physico-chimiques e t  im- 

munologiques de ces  p ro té ines .  D e  p l u s  l a  parenté  phylogénéti-  

que de ces  p r o t é i n e s  r e f l è t e  par fa i tement  l a  p o s i t i o n  d e s  bac- 

t é r i e s  dans l e  dendrogramme é t a b l i  à p a r t i r  des études de taxo- 

n-omie numérique. Soulignons en  e f f e t  que : 

- Agrobacterium tumefaciens e t  Rhizobium leguminosarum L18, 

à p a r t i r  desquel les  s o n t  i s o l é e s  les p ro té ines  H A t  e t  HR118 

q u i  p résen ten t  100 p.100 d'homologie, appar t iennent  à un même 

groupe (groupe A de l a  f i g u r e  2 page 2 2 ) .  

- Agrobacterium tumefaciens présente  des r e l a t i o n s  taxono- 

miques é t r o i t e s  avec Rhizobium meliloti. Pour n o t r e  p a r t ,  nous 

observons e n t r e  les p r o t é i n e s  H A t  e t  HRm 91 p.100 d'homologie. 

- Les p ro té ines  HR118 e t  HR153 s o n t  donc t r è s  d i f f é r e n t e s  

ce q u i  confirme que le taxon Rhizobium Zeguminosarum es t  hété- 

rogène comme l ' a v a i e n t  montré les é tudes  de  taxonomie numéri- 

que : les souches L18 e t  L53 s o n t  s i t u é e s  dans deux groupes d i s -  

t i n c t s  (groupes A e t  T de l a  f i g u r e  2 )  . 
- Par  con t re  l e s  p r o t é i n e s  HR118 e t  HR153 de Rhizobium Zegu- 

minosarum L18 et L53 s o n t  p l u s  é lo ignées  l ' u n e  de l ' a u t r e  phylo- 

génétiquement que les p ro té ines  H A t  e t  HRm. En e f f e t  les pro- 

t é i n e s  HR118 e t  HR153 p résen ten t  86 p. 100 d'homologie de  séquen- 

ce.  Ce pourcentage d'homologie e n t r e  deux p ro té ines  de deux 

souches appar tenant  à une même espèce d é f i n i e  p a r  l a  s p é c i f i c i t é  

d ' h 6 t e  e s t  p lus  f a i b l e  que c e l u i  observé e n t r e  les p r o t é i n e s  H A t  



e t  HRm i s o l é e s  de deux groupes d i s t i n c t s .  Par  a i l l e u r s  l e  c a l -  

c u l  d'homologie de séquence ne t i e n t  pas compte de l a  n a t u r e  

des s u b s t i t u t i o n s .  O r  e n t r e  l e s  p r o t é i n e s  H A t  e t  HRm on observe 

une s e u l e  s u b s t i t u t i o n  non conservat ive t a n d i s  q u ' e n t r e  l e s  

p r o t é i n e s  HR118 e t  HR153 l e  nombre de s u b s t i t u t i o n s  non conser- 

v a t i v e s  s ' é l è v e  à 4 .  

Nos t ravaux de comparaison de séquence confirment que l a  

c l a s s i f i c a t i o n  basée s u r  l a  s p é c i f i c i t é  d ' h a t e  n ' e s t  pas  sa- 

t i s f a i s a n t e .  Sachant que l a  souche L53 de R.Zeguminosarum e s t  

placée dans le groupe des R .  t r i f o l i i  du dendrogramme'(Figure 2) 

il s e r a i t  i n t é r e s s a n t  de c a r a c t é r i s e r  l a  p r o t é i n e  de type  HU 

d 'une souche de R . t r i f o Z i i  e t  de déterminer  s i  e l l e  p résen te  

une parenté  phylogénétique é t r o i t e  avec l a  p ro té ine  HR153. 

III - 3-2 Relat ion e n t r e  l a  s t r u c t u r e  pr imaire  e t  l a  fonc t ion  

biologique des p ro té ines  de type HU 

Dans c e t t e  p a r t i e  nous montrerons q u e l l e  peut  ê t r e  l ' i m -  

portance de l a  conservat ion ou de l a  v a r i a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  

pr imaire  d'une p ro té ine  s u r  s a  s t r u c t u r e  secondaire  e t  sa fonc- 

t i o n  biologique.Connaissant l a  séquence e n  ac ides  aminés des 

p r o t e i n e s  HU-1,  HU-2 e t  HRm , nous avons t r a c é  l e u r  diagramme 

d'.hydrophobicité (Figure 1 7 ) .  Pour t r a c e r  ces diagrammes on 

r e p o r t e  en ordonnée un c o e f f i c i e n t  d 'hydrophobici té  a f f e c t é  à 

chaque ac ide  aminé dont  l a  p o s i t i o n  e s t  indiquée en absc i s se .  



FIGURE 17 DIAGRAMME D'HYI~ROPHOBICITE DES PROTEINES HU-1, HU-2 ET HRrn 

Les diagrammes s o n t  t r a c é s  s e l o n  l a  méthode de CID (1982) . 
L e s  c a d r e s ~ l ~ o r r e s ~ o n d e n t  aux r ég ions  de séquence quasiment i n v a r i a b l e s .  

r - -  - - -  L e s  cad re s  ?correspondent aux rég ions  où l ' hyd rophob ic i t é  es t  b i en  con- 
: .---,-- I serv5e malgré de nombreuses s u b s t i t u t i o n s .  



L e s  diagrammes d 'hydrophobici té  des t r o i s  p ro té ines  s o n t  f o r t  

s i m i l a i r e s .  Pour tant ,  p a r  comparaison avec l a  p ro té ine  HU-1 

p r i s e  comme ré fé rence ,  l a  p ro té ine  HU-2 p résente  28 s u b s t i t u t i o n s  

dont 17 s o n t  non conservat ives  e t  l a  p r o t é i n e  HRm p résen te  43 

s u b s t i t u t i o n s  dont 26 s o n t  non conservat ives .  I l  a p p a r a î t  donc 

que l e s  d i f f é r e n c e s  observées au niveau de l a  s t r u c t u r e  primai- 

re ne modif ient  pas profondément l ' hydrophob ic i t é  l e  long de l a  

chaîne polypept idique.  Ceci e s t  pa r t i cu l i è rement  remarquable 

dans l e  t i e r s  amino-terminal de ces  p r o t é i n e s  ( r é s i d u s  1-30)  

r----- où in te rv iennen t  l a  p l u p a r t  des  s u b s t i t u t i o n s  ( v o i r  cadre1 I ,,-,-J 

de l a  f i g u r e  1 7 )  . Selon C I D  (1982) l 'hydrophobic i té  r e f l è t e  l a  

s t r u c t u r e  secondaire  des p r o t é i n e s  : l a  s i m i l i t u d e  des diagram- 

m e s  d 'hydrophobici té  des p r o t é i n e s  HU-1 ,  HU-2 e t  HRm suggère 

que l a  s t r u c t u r e  secondaire  de ces  p r o t é i n e s  e s t  peu d i f  f é r e n t e .  

L e s  r é s u l t a t s  obtenus au c h a p i t r e  I V  confirment c e t t e  hypothèse. 

La  p l u p a r t  des  s u b s t i t u t i o n s  observées e n t r e  l e s  p r o t é i n e s  

HRm, H A t  e t  HR118 s o n t  conservat ives  e t  ne modif ient  pas  de fa-  

çon significative l 'hydrophobic i té  des r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés, 

pour c e t t e  r a i son  nous n'avons pas jugé u t i l e  de montrer l e  

diagramme d 'hydrophobici té  de ces  p ro té ines .  Par  con t re ,  c e r t a i -  

nes s u b s t i t u t i o n s  observées dans l a  p r o t é i n e  HR153 modif ien t  l a  

s t r u c t u r e  secondaire  de l a  charne polypept idique e t  m é r i t e n t  

d ' é t r e  soul ignées.  L a  g lyc ine  en p o s i t i o n  3 9  s t r i c t e m e n t  conser- 

vée dans t o u t e s  les p r o t é i n e s  de type HU é tud iées  jusqu'à pré- 

s e n t  ( v o i r  f i g u r e  5 de l a  pub l i ca t ion  2 )  e t  responsable de l a  

formation d'un coude 6, e s t  remplacée dans l a  p ro té ine  HR153 
. 

p a r  une l y s i n e .  Ce t t e  s u b s t i t u t i o n  modifie donc à l a  f o i s  ' la 



conformation e t  l a  charge de c e t t e  région de l a  p ro té ine .  D e  

même avec l a  s u b s t i t u t i o n  Ala + Pro e n  p o s i t i o n  81 l e  seg- 

ment compris e n t r e  les rés idus  72 e t  81 c o n t i e n t  t r o i s  r é s idus  

de p r o l i n e  ce q u i  l u i  confère  une conf igura t ion  for tement  re- 

p l i é e .  

D 'aut res  s u b s t i t u t i o n s  observées e n t r e  l a  p r o t é i n e  HRm 

e t  l a  p ro té ine  HR153 o n t  une importance s u r  l ' i n t e r a c t i o n  de 

ces  p r o t é i n e s  avec le DNA : l a  p e r t e  d 'une fonct ion  bas ique  

f o r t e  consécut ive à l a  s u b s t i t u t i o n  Arg + H i s  en p o s i t i o n  54  

e s t  compensée p a r  l a  s u b s t i t u t i o n  Glu + Ala e n  p o s i t i o n  56, 

ce q u i  r é t a b l i t  à + 3 l a  charge n e t t e  de l a  rég ion  54-62 de 

c a r a c t è r e  hydrophile.  Selon LAMMI e t  c o l l .  (1984) c e t t e  région 

c o n s t i t u e r a i t  un s i t e  majeur d '  i n t e r a c t i o n  DNA-protéine : 

1' i n t e r a c t i o n '  DNA-protéine met tant  en jeu des l i a i s o n s  é l ec -  

t r o s t a t i q u e s  e n t r e  l e s  ac ides  aminés chargés pos i t ivement  e t  

les groupes phosphate du DNA. Ains i  p o u r r a i t  s ' exp l iquer  que 

l e s  p ro té ines  HRm e t  HR153, q u i  o n t  une charge n e t t e  r e s p e c t i -  

vement égale  à + 2 e t  + 3 a i e n t  une a f f i n i t é  s i m i l a i r e  pour 

l e  DNA : e l l e s  s o n t  é luées  de l a  colonne de DNA-cellulose pa r  

une mola r i t é  en N a C l  de 150 e t  170 mM respectivement ( V o i r  

c h a p i t r e  II) . 
Nous avons également p résen té  dans l a  f i g u r e  18-A l a  sé- 

quence de l a  région  54-62 des p r o t é i n e s  HU-1 e t  HU-2 d ' E . c o Z i .  

Dans ces  p r o t é i n e s  l a  charge n e t t e  du s i t e  d ' i n t e r a c t i o n  DNA- 

p ro té ine  est p l u s  f a i b l e  que c e l l e  de l a  séquence homologue 

de l a  p ro té ine  HRm (+ 2 e t  + 3 respectivement pour l e s  p r o t é i n e s  

HU e t  HRm) ; il a p p a r a l t  donc surprenant  que l a  p r o t é i n e  i iU  a i t  

une a f f i n i t é  p l u s  f o r t e  que l a  p r o t é i n e  HRm pour l e  DNA (Voir 



chapitre V). En réalité si cette séquence prend une conforma- 

tion a hélicoïdale les résidus d'arginine, en position 55, 58 

et 61 des protéines HU-1 et HU-2 se trouvent du méme c8té de 

l'hélice a (Figure 18-B) : cette disposition est favorable à 

l'établissement d'une interaction DNA-protéine. Dans la pro- 

téine HU-1 l'hélice a est stabilisée malgré la présence de la 

glycine en position 60 grâce à l'attraction des résidus Glu 

et Arg en position 54 et 61. Notons que la glycine connue pour 

étre "destructeur" d'hélice a est rencontrée dans les hélices 

a2 - a3 du répresseur cIX et aE - aF de la protéine CAP, comme 
l'ont montré sans ambiguïté les études de diffraction des ra- 

yons X (OHLENDORF et co11.,1982). Par contre dans la protéine 

HRm la répulsion entre les résidus d'arginine en position 54 et 

61, s'ajoute à l'effet de la glycine pour destabiliser l'hélice 

a et seuls les résidus d'arginine (position 55) et de lysine 

(position 59) seraient inclus dans le segment en conformation a 

hélicoïdale. La disposition des résidus basiques ne serait pas 

aussi favorable que celle observge dans les protéines HU-1 et 

HU-2 pour 1' établissement de 1' interaction avec le DNA. 

En conclusion les études comparatives des séquences des 

protéines HRm, BR118, HAt et HR153 nous ont permis d'établir 

une parenté phylogénétique entre les protéines de type HU chez 

les Rhizobiaceae. D'autre part en comparant les séquences de plu- 

sieurs protéines de type HU nous avons pu proposer une hypothèse 

expliquant leur affinité respective pour le DNA. On voit ainsi 

que la comparaison de séquence en acides aminés constitue une 

approche permettant d'établir la relation entre la structure et 

la fonction biologique d'une protéine. 
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CHARGE NETTE 

HRm Arg-Arg-Glu-Ala -Ser-L s-GL -Ar -Asn 
8 8 6  & 

Glu- Arg-Ala- Ala- Arg-Th r-Gly-ArgAsn 
8 8 63 0 

Ala 

p-u'% 
Asn 

1 \ 

Arg 
1 

al Thr 1 
E I G U R E  18 

A - STRUCTURE P R I M A I R E  DE LA R E G I O N  54-62 D E S  P R O T E I N E S  HRm, 

H R 1 5 3 ,  HU-1 E T  HU-2 

B - D I S P O S I T I O N  D E S  A C I D E S  A M I N E S  DE C E T T E  R E G I O N  D E S  P R O T E I N E S  

HRm E T  HU-1 DANS UNE H E L I C E  a 
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Primary Structure of the DNA-Binding Protein HRm from Rhizobium meu'loti 
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The amino acid sequence of protein HRm, a DNA-binding HU-type protein of 90 residues (M, 9303), isolated 
from Rhizobium meliloti, has been established from automated sequence analysis of the protein and from structural 
data provided by peptides derived from cleavage of the protein at arginine and aspartic acid residues. 

The comparison of the primary structure of protein HRm with that of other HU-type proteins shows that two 
short sequences, of 7 and 6 residues respectively, located in the median part of the molecule, appear highly 
conserved and may be important in the function of the protein. 

Several authors have suggested that low-molecular-weight 
basic DNA-binding proteins isolated from Escherichia coli 
[l-41 could play a role in the condensation of the chromo- 
soma1 DNA which is packaged in a compact structure [5] and 
has been visualized by electron microscopy to be condensed 
in a repeating beaded structure [6]. The most extensively 
studied of these proteins, the protein HU [l], is a hetero- 
complex constituted of two polypeptide chains termed HU-1 
and HU-2, of 90 residues each [7 - 91. Closely related proteins 
have been isolated from different species widely remote in the 
bacterial kingdom including Eubacteria (Salmonella typhi- 
murium [l O], Pseudomonas aeruginosa [Il  1, Bacillus subtilis 
[12] and Bacillus globigii [13]), Cyanobacteria (Anabaena and 
Synechocystis [14]) and an Archaebacteria (Thermoplasma 
acidophilum [15]). In support of the hypothesis of a role of the 
HU-type proteins in the condensation of DNA are the 
findings obtained essentially with the protein HU from 
E. coli and the protein HTa from T. acidophilum. The pro- 
teins HU and HTa have been shown to be associated with the 
chromosomal DNA [2,10,15] and to stabilize DNA against 
thermal denaturation [16,17]. Protein HU can form nucleo- 
some-like structures with circular double-stranded DNA 
which is condensed by a ratio of 2.4 relative to naked DNA 
[18]. Protein HTa condenses linear double-stranded DNA into 
globular particles [19]. The proteins HU-1 and HU-2 [8,9] and 
the protein HTa [20] have been completely sequenced. The 
partial sequences of the HU-type proteins from P. aeruginosa 
[ I l ]  and from the Cyanobacterium Synechocystis [21] have 
also been reported. 

A DNA-binding HU-type protein has been recently 
characterized in Rhizobium meliloti [22) .  This protein termed 
HRm is a single polypeptide chain and exhibits lower 
affinity for double-stranded DNA than does E. coli protein 
HU. 

In this paper we present the complete amino acid sequence 
of protein HRm established from automated sequence analysis 
of the protein and from structural data provided by peptides 

Abbreviations. HRm, DNA-binding HU-type protein isolated from 
Rhizobium mrlilotz; PhMeS02F, phenylmethylsulfonyl Buoride. 

Enzymes. Carboxypeptidase A (EC 3.4.17.1); endoproteinase Arg-C 
(EC 3.4.-.-). 

derived from cleavage of the protein at arginine and aspartic 
acid residues. 

MATERIALS AND METHODS 

Muterials 

Rhizobium meliloti, strain 2011 Str 3 (streptomycin- 
resistant mutant) was provided by J. Denarie (Institut Na- 
tional de la Recherche Agronomique, Versailles, France) and 
was grown as described in [23]. The protein HRm was isolated 
and purified as in [22]. 

Carboxypeptidase A (treated with PhMeS02F) was ob- 
tained from Worthington. The protease from submaxillary 
gland of mouse (endoproteinase Arg-C) was from Boehringer. 

Trifluoroacetic acid, dimethyl allylamine, propan-1-01 and 
dithioerythritol were sequanal grade from Pierce. Benzene and 
chloro-1-butane for sequential analysis were purchased from 
S.D.S. (Peypin, France). Phenylisothiocyanate, heptane and 
heptafluorobutyric acid were sequanal grade from Beckman. 
Polybrene was purchased from Aldrich and the dipeptide 
Gly-Gly from Sigma. Acetonitrile for HPLC was from Car10 
Erba. Al1 other reagents were of the highest purity available. 

Structural Studies 

Carboxy-Terminal Analysis. Protein HRm (80 nmol) dis- 
solved in 0.8 ml of 0.2 M N-methyl-morpholine acetate, pH 8.0 
was digested at 37 OC with carboxypeptidase A (15 yg, 
0.7 unit). At 10 min and 30 min, aliquots were taken off, 
acidified with glacial acetic acid and freeze-dried. The released 
amino acids were analysed on the amino acid analyser. 

Cleavage ut Arginyl Residues. Protein WRm (650 nmol) 
was digested with the protease from submaxillary gland of 
mouse in 0.1 M sodium bicarbonate (2 ml) pH 8.0 at 37°C 
for 4 h, using an enzyme-to-substrate ratio of 1:50 (wjw). 
The digestion was stopped by lowering the pH at 3.0 with 
glacial acetic acid. 

C!eavuge ut Aspartyl Residues. Protein H R n  (650 nmol) 
was hydrolysed with 1 ml of 0.25 M acetic acid in an evac- 
uated sealed tube for 15 h at 105 "C. 



I Cleavage a t  Arg 

Fig. 1. Strategy used for the determination of tlie amino acid sequence of protein HRm. (----) Automated Edman degradation of protein HRrn 

Table 1. Automated Edman degradation of protein HRrn 
In this table and in Tables 3-6, HPLC = identification and quantifi- 
cation of phenylthiohydantoins of amino acids by high-pressure liquid 
chromatography [22,25]; GC = identification by gas chromatography 
[26]; - = not quantified 

- 

Cycle Residue Residue Yield Identification 
number number 

Met 
Asn 
LYS 
Asn 
Glu 
Leu 
Val 
Ala 
Ala 
Val 
Ala 
A ~ P  
Lys 
Ala 
GlY 
Leu 
Ser 
LYS 
Ala 
A ~ P  
Ala 
Ser 
Ser 
Ala 
Val 
A ~ P  
Ala 
Val 
Phe 
Glu 
Thr 
Ile 
Gln 
GlY 
Glu 
Leu 
LY s 
Asn 
G ~ Y  
G ~ Y  
Asp 

nmol 

HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC, GC 
HPLC 
HPLC 
HPLC, GC 

Table 1 (continued) 

Cycle Residue Residue Yield Identification 
number number 

42 42 Ile 19 HPLC, GC 
43 43 Arg 22 HPLC, GC 
44 44 Leu 8 HPLC, GC 
45 45 Val - HPLC, GC 
46 46 G ~ Y  38 HPLC, GC 

phe 
GlY 
Asn 
Phe 
Ser 
Val 
Ser 
Arg 

17 HPLC, GC 
27 HPLC, GC 
13 HPLC, GC 
8 HPLC 
1 HPLC 

- HPLC, GC 
I HPLC 

- HPLC 

Fractionation of Peptides. The enzymatic digest and the 
acid hydrolysate were freeze-dried and submitted to fractiona- 
tion by reverse-phase high-pressure liquid chromatography. 
The separation of peptides was performed with a Waters 
Associates ALC/GPC 244 apparatus equipped with a U 6 K 
sample injector and a Cecil 212 variable-wavelength ultra- 
violet monitor. The samples were dissolved in 0.05 % (v/v") 
trifluoroacetic acid in distilled water, centrifuged at 4000 x g 
for 5 min and loaded on a Ci8 ~Bondapak column (9 Pm, 
0.39 x 30 cm) (Waters Associates) equilibrated with 10% 
(v/v) acetonitrile in 0.05 trifluoroacetic acid. Peptides were 
eluted with a linear gradient of acetonitrile in 0.05% tri- 
fluoroacetic acid as indicated in Fig.2 and 3. Al1 runs were 
carried out at room temperature at a constant flow rate of 
2 ml/min.The solvents were degassed for 20 min by sonication 
and for 1 min under vacuum with stirring. 

Sequence Determination. Automated Ëdrnan degradation 
of the protein HRm and of large peptides was performed as 
indicated in [22]. Manual Edman degradation of peptides was 
carried out as in [24]. The phenylthiohydantoin derivatives of 
amino acids were identified by high-pressure liquid chromatog- 
raphy as indicated in [22]. 

Nomenclature of Peptides. Peptides obtained by cleavage 
of the protein at arginyl residues with the protease from sub- 
maxillary gland of mouse are designated by RP-. Peptides 
derived from cleavage at aspartyl residues are designated by 
Ac-. The peptides are numbered according to their position 
in the sequence of the protein. 



O 2'0 40 6'0 E f f l u e n t  ( m l )  

Fig. 2. Elution pattern of peptides genecated b.v cLeavage at arginyl residues with the protease froni submaxillary gland of mouse and frnctionated by reverse- 
phase HPLC. The digest (130 nmoll was loaded on a column of Cl8 microBondayak (0.39 x 30 cm) equilibrated with 10:,< (vjv) acetonitrile in 0.05 " ,  
trifluoroacetic acid The column vas  eluted with a linear gradient (----) from 10 % to 50 Y', acetonitrile in 0.05 y< trifluoroacetic ac id  Fractions of 0.8 mi 1 
were collected at a How rate of 2 ml/min. The elution of peptides was monitored at 210 nm. The fractions used for sequence determination were numbered i 
by order of elution from 1 to 5 1 

Table 2. Amino acid composition of peptides usedfor the sequence determination 
Values are expressed as number of residues per mole of peptide. Values in parentheses are the nearest integers. No corrections were made for de- 
gradative losses of threonine and serine. The last column shows the amino acid composition of protein HRm determined in [22] 

Amino acids RP-1 RP-2 RP-3 RP-4 Ac-4 Ac-5 Ac-6 Protein HRm 
residues residues residues residues residues residues residues 
1 to 43 44 to 54 56 to 74 75 to 90 27 to 40 42 to 69 71 to 86 

Aspartic acid 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Methionine 
Isoleucine 
Leucine 
Phenylalanine 
Lysine 
Arginine 

Number 
of residues 

No. fraction Fig. 2 Fig. 3 

RESULTS only the peptides which allowed us to determine the sequence 
are presented. The strategy used for the determination of the amino acid 

sequence of the protein HRm is presented in Fig. 1. The 
sequence of the first 54 amino acid residues was determined by Automated E~~ Degradvrion of Protein XRm automated Edman degradation of the protein. The sequence 
of the carboxy-terminal half of the molecule was established Automated Edman degradation of the protein HRm was 
from structural data provided by large peptides generated by performed in two different runs, with samples of 260 nmol and 
highly specific cleavages of the protein. The protein HRm 420 nmol, respectively. The repetitive yield calculated from 
was successively cleaved at arginyl and aspartyl residues and alanine residues at positions 8 and 24 was 94% in both ex- 



T a b l e  3. Aufomafed  Ednan d e g t a d a t i o n  0 6  p e p t i d e  RP-2 T a b l e  5 .  Autoaiated Edman d e g t a d a i i o n  0 6  p e p t i d e  RP-4 1 
1 

Cyc le  Res idue  Res idue  Y i e l d  I d e n t i f i c a t i o n  

number number n n o l  

L e u  

Val  

G ~ Y  

Phe 

G ~ Y  

Asn 

Phe 

Ser  

Va l  

Ser  

Ar9  

HPLC 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC, GC 

HPLC 

nPLc 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC 

C y c l e  Res i  due R e s i d u e  Y i e l d  I d e n t i f i c a t i o n  

number number nmol 

As n 

Va l  

P r o  

LYS 

Phe 

T h r  

A l  a 

G ~ Y  

LYS 

G ~ Y  

Leu  

LYS 

ASP 

A l a  

v a l  

Asn 

HPLC. GC 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC. GC 

HPLC, GC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC, GC 

HPLC. GC 

HPLC 

T a b l e  4 .  Automated  Edman d e g n a d a t i o n  0 6  p e p t i d e  RP-3 T a b l e  6 .  Automated  Edman deg . tada t ion  06 p e p t i d e  A c - 5  

C y c l e  Res idue  Res idue  Y i e l d  I d e n t i f i c a t i o n  C y c l e  Res idue  R e s i d u e  Y i e l d  I d e n t i f i c a t i o n  

number number nmol n u n b e r  number nmol 

G l u  

Al a 

Se r 

LYS 

G ~ Y  

Arg  

Asn 

p r o  

S e r  

T h r  

G ~ Y  

A l  a 

61 u 

Va l  

ASP 

I l e  

P r o  

A l  

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC, GC 

HPLC, GC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC. GC 

HPLC. GC 

HPLC, GC 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC 

I l e  

A r g  

L e u  

Va l  

G ~ Y  

Phe 

Gl Y 

A6 n 

Phe 

S e r  

V a l  

Se r 

A r 9  

A r g  

G l u  

A l  a 

S e r  

LYS 

GlY 

A r g  

Asn 

P m  

HPLC 

HPLC 

HPLC, GC 

HPLC, GC 

HPLC. GC 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC. GC 

HPLC, GC 

HPLC, GC 

HPLC. GC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

HPLC 

nPLc 

periments. Positive identifications were achieved through fractions correspond to pure peptides. Their amino acid 
step 54 (Table 1) [22]. compositions are presented in Table 2. The peptide RP-1 was 

found in both fractions 4 and 5. This is likely due to a partial 
deamidation of as~araeine and elutamine residues which 

Cleavage ut Arginyl Residues 
. " 

makes the peptide more hydropiilic. The peptides RP-2, 
RP-3 and RP-4 were obtained in fractions 3. 1 and.2 respec- 

The peptides derived from cleavage of the protein HRm tively. The peptide RP-2 (residues 44-54), RP-3 (residues 
at arginyl residues by digestion with the proteasc from sub- 56 - 74) and RP-4 (residues 75 - 90) were completely se- 
maxillary gland of mouse were fractionated by reverse-phase quenced by automated Edman degradation (Table 3, 4 and 5 
high-pressure liquid chromatography (Fig. 2). The five hatched and Fig, 3). 



2 'O 4 O Effluent ( m i )  

Fig.3. Elution pattern of peptides generated by cleavage at'aspartyl residues ivitlz 0.25 M acetic acid and fractionated b.v reverse-phase HPLC. The 
hydrolysate (70 nmol) was loaded on a column of CI* microBondapak ( 0 . 3 9 ~  30 cm) equilibrated as in Fig.2. The column was eluted with a linear 
gradient (----) from 10 % to 30 % acetonitrile in 0.05 % trifluoroacetic acid. Fractions of 1.2 ml were collected at a flow rate of 2 ml/min. The elution 
of peptides was monitored at 210 nm. The fractions were numbered by order of elution from 1 to 4 i 

1 5 10 15 2 O 
( H )  Met-Asn-Lys-Asn-Glu-Leu-Val  - A l a - A l  a-Val-Ala-Asp-Lys-Ala-Gly-Leu-Ser-Lys-Ala-Asp-Ala-Ser- 

7 0 7 5  8 O 85 9 O 
Ala-Gl u-Val -Asp-Ile-Pro-Ala-Arg-Asn-Va1-Pro-Lys-Phe-Thr-Ala-Gly-Lys-Gly-Leu-Lys-Asp-Ala-Val-Asn(OH) 

Fig.4. Complete amino acid sequence ofprotein HRm. Methods u s 4  for determination of the sequence are indicated as following: ---, automated 
Edman degradation of the protein HRm; -r, automated Edman degradation of peptides; -, manual Edman degradation of peptides; -, carboxy- 
peptidase hydrolysis 

Thè protease from submaxillary gland of mouse failed to identical sequence Gly60-Arg-Asn-Pro63 of proteins HU-1 
cleave the susceptible bond Arg6'-Ad2. This bond was also and HU-2 from Escherichia coli, the arginyl bond was cleaved 
resistant to trypsin and a tryptic peptide which covers the by trypsin [9]. 
sequence 60-74 was therefore obtained in the tryvtic 
hydrolysate of protein HRm (data not shown). The resisGce Cieayage Asparlyi Residu;s of this bond to proteolytic cleavage for 4 h cannot be related 
to the nature of the residues adjacent to this bond (glycine and The peptides derived from hydrolysis of protein HRm 
proline at positions 60 and 63 respectively) since in the with 0.25 M acetic acid were fractionated by reverse-phase 



1 5 10 15 20 lS 30 

HI-2 Thr Val Gl u-Lys Gl u-Leu Thr-Gln Lys-Ala Gl u-Ser-Thr-Leu 

HPa Ala Ser Va 1 LYS Val Glu 

H i b n  Asn-Glu Val-Ala-Ala-Val Asp-Lys Gly-Leu Asp Ser-Ser Val Val -Phe-Glu 

HTa Met-Val -Gly-Ile Glu Ser-Lys-Glu-Val Lys-Lys Asn-Thr-Thr-Gln-Lys-Val Arg-Thr-Val -1le-Lys-Ser-Phe-Leu-Asp 

6 Gly-Gl u Val Al a-Val -Met Lys $ $ - ~ a l - ~ h r  Lys-Gln ~ s p - ~ l  a-$$-1le-~eu . . .  

35 40 55 
HU-2 Ala-Ile l a  Glnrr Asn-His Glu 

HU-1 Ser-Val-Thr-G1 u-Ser-Leu-Lys-G1 u-Gly-Asp-Asp-Val -Al a Leu-Val -Gly-Phe-Gly-Thr-Phe Al a-Val -Lys-G1 u-Arg-Ala-Ala-Arg-Thr 

- HPa Gly-Ala Al a 

H F m  Thr-Ile-ûl n-Gly-Glu Asn Gly Ser Ser-Aq Glu Ser-Lys 

HTa Glu-1 le-Val -Ser-Glu-Al a-Asn-Gly Gl n-Lys-lie-Asn Gl u-Arg-Arg-Thr-Gln-Gly-Pm Lys Al a- 

+ +  * + + + L 
75 80 85 

As n Ala Val-Ser 

. . . . . . . . . . . . . . . .  HPa I 
HFm Ser 1 Ala Val-Asp Pm Arg-Asn Lys Thr G ~ Y  

HTa 1Lys Val Glu-Val-Pro-Ser-Lys Lys-Phe-Va1 Ser-Ser-Lys-lle Tyr-Gln-Gl n(0H) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  HS Leu I le  Ala 

Fig. 5. Comparison of the arnino acid sequences of DNA-binding HU-type proteins from different hacteria. Proteins: HU-1 and HU-? from E. coli [9], 
HPa from P. aeruginosa [ I l ] ,  HRm from R. meliloti, HTa from T.  acidophilum [20] and HS from the cyanobacterium Synechocystis [?Il. HU-1 is 
given in full; for the other proteins, only the residues that differ from the HU-1 sequence are mentioned. Boxes indicate almost invariable sequences, 
stars indicate strictly consewed residues and + indicates positions where only one change is observed when al1 sequences are compared; . . .  un- 
identified residues in proteins HPa and HS 

high-pressure liquid chromatography (Fig. 3). The peptides 
AC-1, Ac-4, Ac-5 and Ac-6 were obtained pure in fractions 2, 
3, 4 and 1 respectively. The amino acid compositions of 
peptides Ac-4, Ac-5 and Ac-6 are presented in Table 2. The 
sequence of peptide Ac-5 (residues 42- 69) was established 
by automated Edman degradation up to residue 63 (Table 6, 
Fig.4). The amino-terminal sequences of peptides Ac-4 
(residues 27 - 40) and Ac-6 (residues 71 - 86) were determined 
by manual Edman degradation. 

Complete Sequence of Protein HRm 

The complete sequence of protein HRm is presented in 
Fig. 4. The sequence of the 54 first amino acid residues of the 
molecule was determined by automated Edman degradation 
of the whole protein. This sequence was confirmed by the 
amino acid composition of peptide RP-1 and by the structural 
data provided by peptides RP-2, Ac-4 and Ac-5. 

The sequence RP-2 - Arg- RP-3 (residues 44- 74) was 
evidenced in peptide Ac-5. The peptide RP-4, lacking an 
arginyl residue is placed at the carboxy terminus of the protein 
HRm from the specificity, strictly limited to arginyl bonds, 
of the protease isolated from submaxillary gland of mouse. 
The C-terminal position of this peptide was confirmed since 
identical data (release of asparagine and valine residues, 
respectively 0.9 and 0.7 mol/mol of substrate) were obtained 
from digestion of peptide RP-4 and of protein HRm with 
carboxypeptidase A. The alignment RP-3 - RP-4 was estab- 
lished by peptide Ac-6. 

The composition of the protein HRm as obtained from the 
complete sequence thus determined is in excellent agreement 
with the composition determined by amino acid analysis 
(Table 2). 

DISCUSSION 

The relative molecular mass of the protein HRm, cal- 
culated from the sequence, is 9303. This protein is mainly 
characterized by its high content of hydrophobic residues 
which represent 42 % of the total amino acids. These hydro- 
phobie residues are distributed throughout the polypeptide 
chain. They are probably involved in strong interactions to 
form homopolyiliers which can be observed in polyacrylamide 
gel electrophoresis and in gel filtration chromatography 
performed in non-denaturing conditions. 

A slightly asymmetric distribution of basic and acidic 
residues can be observed in protein HRm : the amino-terminal 
region (residues 1-53) has a net charge of - 1 compared to 
+ 3 for the carboxy-terminal region (residues 54-90). More- 
over the carboxy-terminal region includes the cluster Arg- 
Arg and the sequence Lyss9-Gly-Arg61 whereas the five basic 
residues of the amino half of the protein are scattered through- 
out the polypeptide chain. 

An asymmetry of the distribution of the charged residues 
is also found in proteins HU-1, HU-2 [9] and HTa [20] in 
which the net charge of the carboxy-terminal region is + 5, + 5 
and + 11 respectively. The difference in the basic character 
of these proteins is reflected by the difference in their affinity 



for DNA: during the isolation process, the proteins HRm, HU 
and HTa, of which the net charge is + 2, + 4 and + 13 respec- 
tively, are eluted from a DNA-cellulose column with an NaCl 
concentration of approximately 0.12 M, 0.35 M and 0.75 M 
respectively [1,22,27]. 

Like the other bacteria Bacillus subtilis and Pseudomonas 
aeruginosa, Rhizobium meliloti contains a single HU-type 
protein whereas two polypeptide chains, HU-1 and HU-2 
which differ from each other by 28 residues, are present in 
Escherichia coli [9.11,12]. Two HU-like proteins have also 
been obsewed in Thermoplasma acidophilum [20] and in the 
cyanobacteria Synechocystis [21], but the differences between 
the two polypeptide chains within each species are very few. 
Thus, in T.  acidophilum the second form of protein HTa 
differs only from the first one by an additional residue at the 
amino terminus; in the protein HS from Synechocystis, of 
which the complete primary structure remains to be estab- 
lished, only two microheterogeneities have been obsewed in 
the amino-terminal sequence (27 identified residues). By 
comparison the corresponding sequences of proteins HU-1 
and HU-2 differ by 12 residues. 

The comparison of the sequence of protein HRm with that 
of other HU-type proteins (Fig. 5) shows that substitutions 
occur more frequently in the amino-terminal third of the 
molecule. On the other hand, two sequences, indicated by the 
boxes, appear almost invariable and may be important in the 
function of the protein. They contain residues which give to 
these sequences a high potential for 8-turn conformation: 
glycine residues at positions 46, 48, 60 and proline residue at 
position 63. Indeed a P-turn conformation is predicted for 
these regions when a statistical predictive method [28] is 
applied to proteins HU-1 and HU-2 from E. coli [29]. In 
addition to the sequences mentioned above, five residues 
indicated by stars in Fig.5 are strictly consewed in al1 se- 
quences of HU-type proteins determined up to now. We must 
also emphasize that changes obsewed at positions 10, 17, 25, 
29, 32, 42. 71 and 85 are uniquely conservative substitutions 
and that at 25 positions indicated by + in Fig.5, only one 
change can be obsewed when comparing al1 the known se- 
quences. 

The degree of sequence homology between the HU-type 
proteins and protein HU-1 taken as reference was calculated 
as 87 %, 52 % and 26 % for HPa, HRm and HTa respectively. 
This is in good agreement with the respective phylogenetic 
relationships of these bacteria evidenced by Fox et al. [30]. 
However these sequence data are not sufficient to make a 
valuable statement on the structural stabiiity of the HU-type 
protein and need to be completed by structural study of HU- 
type proteins isolated from other bacteria chosen among the 
major lines of the prokaryotic descent described by Fox et al. 
Pol. 
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SUMMARY 

The physico-chemical and s t r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  of  

DNA-binding HU-type p r o t e i n s  from s e v e r a l  s p e c i e s  of  

Rhizobiaceae were compared. These inc lude  Rhizobium 

metitoti, two s t r a i n s  of Rhizobium Zeguminosarum d i s -  

p lay ing  h igh ly  d i f f e r e n t  phenotypic  c h a r a c t e r s  and 

Agrobacterium tumefaciens. 

HU-type p r o t e i n s  i s o l a t e d  from R.  Zeguminosarum L18 

and A. tumefaciens a r e  i d e n t i c a l  and show s l i g h t  d i f f e -  i 
rences  w i t h  t h e  R. meZiZoti HU-type p r o t e i n .  On t h e  

o t h e r  hand t h e  R. Zeguminosarum L53 HU-type p r o t e i n  i s  

q u i t e  d i f f e r e n t  from t h e  p r o t e i n s  c i t e d  above ; s e v e r a l  

amino a c i d  s u b s t i t u t i o n s  encountered i n  t h i s  p r o t e i n  

resclt i n  s i g n i f i c a n t  chances i n  t h e  f o l d i n g  of  t h e  poly- 

pep t ide  cha in .  

The biochemical  c h a r a c t e r i s t i c s  of t h e s e  p r o t e i n s  are 

i n  good agreement w i t h  t h e  r e s p e c t i v e  p o s i t i o n  of  t h e s e  

b a c t e r i a  i n  t h e  phylogeny determined by numerical  taxonomy. 

AbbheviaAion6 : 

PhMeS02F, phenylmethylsulfonyl  f l u o r i d e  ; 

TosPheCH2C1, N-tosylphenylalanyl  chloromethane 

Carboxypeptidase A ( E X .  3.4.17.1) ; 

Tryps in  (E.C. 3.4.21.4) 



INTRODUCTION 

The E. coZi DNA-binding protein HU [l] is a 

heterotypic dimer which consists of two polypeptides 

of 90 residues each [21 displaying closed sequence 

homology [3, 41. Protein HU protects DNA from thermal 

denaturation 151 and can fold up circular double stran- 

ded DNA into nucleosome like structure [6]. This protein 

which is associated with the chromosomal and extrachro- 

mosomal DNA [ 7 ,  81 is assumed to be involved in the 

condensation of the DNA. Furthermore protein HU stimu- 

lates the enzymatic replication of the chromosomal 

origin of E. coZi [9] and modulates transcription [ l ,  101. 

HU-type proteins have been isolated from a variety of 

bacterial families 1 1 1  - 171 and amino-acid sequence 
data show for these proteins a good degree of structural 

stability [18, 191 when compared to that of other 

prokaryotic proteins such as cytochromes [201. Our aim 

is to investigate the extent of structural stability of 

HU-type proteins within the family Rhizobiaceae which 

has been shown to be highly heterogeneous [21]. The 

current classification based upon host infectivity 

recognaizes six species which are distributed into two 

biochemically very different groups : the slow growing 

Rhizobia and the fast growing Rhizobia in which the 

aenus Agrobacterium is included because of their close 

taxonomie relationship. A previous work showed that the 

physico-chernical properties of the HU-type protein 



i s o l a t e d  from t h e  s l o w  growing R. japonicum d i f f e r  

markedly from those  o f  homologous p r o t e i n s  from f a s t  

growing Rhizobia [ 2 2 ] .  This  paper  d e a l s  wi th  t h e  compa- 

r i s o n  of  t h e  physico-chemical and s t r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  

o f  HU-type p r o t e i n s  £rom f a s t  growina Rhizobia.  On t h e  

b a s i s  o f  phenotypic c h a r a c t e r s ,  s e v e r a l  s p e c i e s ,  such  a s  

Rhizobium melitoti and Agrobacterium, appear  homogeneous 

whereas o t h e r s  a r e  heterogeneous [ 2 3 ] .  One s t r a i n  of 

R. meZiZoti and Agrobacterium tumefaciens and two 

s t r a i n s  o f  R. Zeguminosarum d i s p l a y i n g  h igh ly  d i f f e r e n t  

phenotypic  c h a r a c t e r s  were choosen f o r  Our s tudy .  

MATERIALS AND METHODS 

Ma.tertiaLa 

Rhizobium rneZiZoti s t r a i n  2011 str .  3 (from I n s t i t u t  

Nat iona l  de  l a  Recherche Agronomique, Versailles,FRANCE) , 

Agrobacterium tumefaciens s t r a i n  B 6 (from Ri jksun ive r -  

s i t e i t ,  Gent, BELGIUM) , Rhizobium Zeguminosarum s t r a i n s  

L18 and L53 (from Research I n s t i t u t e  of  On ta r io ,  CANADA) 

w e r e  grown as desc r ibed  i n  [ 2  4 1 . 

Carboxypeptidase A ( t r e a t e d  wi th  PhMeS02F) was 

ob ta ined  from Worthington. A c e t o n i t r i l e  f o r  r e v e r s e  

phase h igh  p r e s s u r e  l i q u i d  chromatography was from 

Car lo  Exba. A l 1  s o l v e n t s  and r eagen t s  f o r  sequence d e t e r -  

minat ion were as i n d i c a t e d  i n  [ 1 8 ] .  

Nomencla.tutre 06 paoi te in~ 

HU-type p r o t e i n s  from Rhizobium meZiZoti, Agrobac- 

terium tumefaciens, Rhizobium Zeguminosarum L18 and L53 

were r e s p e c t i v e l y  named HRm, H A t ,  HR118 and HR153. 



HU-type proteins were prepared by affinity chro- 

hatography on a DNA-cellulose column and purified by 

gel filtration chromatography as in [221. l l 

AnaeyticaL g e l  electhapha&edid 1 
l 

Analytical gel electrophoresis was performed on I 

polyacrylamide slab gel (150 x 140 x 0.75 mm) in .0,9 M I 

acetic acid, 2.5 M urea [25] usina a 17 % acrylamide I 

l 
concentration. 

Genetatian 06 peptides 

Proteins were digested with TosPheCH2C1-trypsin 

in 0.1 M N-methylmorpholine acetate at pH 8.0 and 37OC 

for 4 h using an enzyme-to-substrate ratio of 1:50. 

Cleavage of protein HR153 at aspartyl residues was 

performed with 0.25 M scetic acid (10 mg of prctein/ml 

of acetic acid) in an evacuated sealed tube for 15 h 

at 105OC. 

Fhactionation a 6 peptides 

The tryptic digests and the acid hydrolysate were 

freeze-dried and submitted to fractionation by reverse- 

phase high-pressure liquid chr&natoSraphy as in [ 18 1 on 

a C18 micro-Bondapak column. Alternatively peptides were 

separated by chromatography or electrophoresis on thin 

layer sheets (Polygram ce1 300 from Macherey-Nagel, 

Germany) using solvent or buffer systems described in [ 2 6 ] .  

- Amino acid analyses of proteins and peptides were 

performed as in 1181. 



Sequence de teamina t ion  

Automated Edman degrada t ion  was c a r r i e à  o u t  i n  

a Beckman 890 C sequencer  ; i n  t h e  presence  o f  poly- 

brene [ 2 7 ] ,  and u s i n g  0.33 M quadrol  as coup l ing  

b u f f e r  f o r  t h e  n a t i v e  p r o t e i n  H A t ,  and us ing  0.1 M 

quadrol  f o r  l a r g e  pep t ides .  Manual Edman d e g r a d a t i o n  

o f  small p e p t i d e s  was performed a s  i n  [ 2 8 ] .  The phenyl-  

th iohydanto in  d e r i v a t i v e s  of  amino a c i d s  were i d e n t i -  

f i e d  and q u a n t i f i e d  by high-pressure  l i q u i d  chromato- 

graphy a s  i n d i c a t e d  i n  [ 1 6 ] .  

Cakbox y- tekminal  analyaih  

The HU-type p r o t e i n s  (30 nmol) d i s s o l v e d  i n  1.0 m l  

of 0.2 M N-methyl-morpholine a c e t a t e  pH 8.0 ,  were 

d i g e s t e d  a t  3 7 ' ~  w i t h  carboxypept idase  A ( 5  pg, 0 .2  u n i t )  . 
A t  1 h and 2 h l  a l i q u o t s  were taken o f f ,  a c i d i f i e d  w i t h  

g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  and f reeze-dr ied .  The r e l e a s e d  amino 

a c i d s  were ana lysed  on an amino a c i d  a n a l y s e r .  

Nornenclatuke 05 pep t idea  

Pep t ides  d e r i v e d  from c leavage  a t  a s p a r t y l  r e s i d u e s  

and t r y p t i c  p e p t i d e s  were des igna ted  by A c -  and T- 

r e s p e c t i v e l y .  The pep t ides  w e r e  numbered acco rd ing  t o  

t h e i r  p o s i t i o n  i n  t h e  sequence of t h e  p r o t e i n s .  



RESULTS 

Pro te ins  HR118 and HR153 were prepared by a  proce- 

dure a l ready used f o r  the  i s o l a t i o n  of p r o t e i n s  HRm and 

H A t  [16,22].  This procedure c o n s i s t s  of a f f i n i t y  chroma- 

tography on a  DNA-cellulose column followed by g e l  f i l t r a -  

t i o n  chromatography. The p u r i t y  of t h e  p r o t e i n s  w a s  asses-  

sed by polyacrylamide g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  (F ig .  1) . I n  ac i -  

d i c  medium and i n  t h e  presence of 2.5 M urea ,  p r o t e i n s  HR118 

and H A t  have an i d e n t i c a l  migrat ion whereas p r o t e i n  HR153 

e x h i b i t s  a  h igher  ca thodic  migrat ion.  On t h e  o t h e r  hand, by 

comparison with p r o t e i n  HRm taken a s  r e fe rence ,  t h e  migra- 

t i o n  of p r o t e i n s  HRll8 and H A t  i s  slower and t h a t  of pro- 

t e i n  HR153 i s  f a s t e r .  S i m i l a r  e l e c t r o p h o r e t i c  behaviours 

were observed i n  t h e  presence of 6 M urea and 0.38 % T r i t o n  

X-100 ( d a t a  no t  shown). 

The amino a c i d  compositions of p r o t e i n s  HRm, H A t ,  

HRll8 and HR153 a r e  presented  i n  Table 1. The amino a c i d  

compositions of p r o t e i n s  H A t  and HR118 a r e  s t r i c t l y  iden- 

t i c a l  and appear c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h a t  of p r o t e i n  HRm, 

p a r t i c u l a r l y  i n  their number of hydrophobic and b a s i c  re-  

s idues .  On t h e  o t h e r  hand p r o t e i n  HR153 d i f f e r s  s i g n i f i c a n -  

t l y  from p r o t e i n s  HR118 and HAt  by an a d d i t i o n a l  r e s i d u e  

of p r o l i n e  and one res idue  of  h i s t i d i n e ,  and a l s o  by i t s  

content  i n  threonine,  s e r i n e  and glutamic ac id .  



Fig. 1 : Polyocrylamide gel electrophoresis of purified 

HU-type proteins : HRm (1) , HAt (2) , HR118 (3) and 

HR153 (4). 3 pg samples in 0.01 M HC1, 8 M urea, 0.5 M 

2-mercaptoethanol were applied to the gel. 

Electrophoresis was performed at 22 mA for 3 h. in 

0.9 M acetic acid - 2.5 M urea on a ~ e l  containing 

17 % acrylamide. The gel was stained overnight with 

0,s 8 Coomassie blue R-250 in acetic acid/ethanol/water 

(1 : 2 : 7, by vol.) and destained by diffusion- in 

acetlc acid/ethanol/water (4 : 5 : 31, by vol. . 



TABLE 1 AMINO ACID COMPOSITIONS OF LIU-TYPE PROTEINS FROM 

AND R.  L E G O M I N O S A R U M  L53 (HR153) 
* 

Amino ac ids  HRm [ 1 6 1  HAt [221 HRL18 HR153 

Aspar t ic  a c i d  

Threonine b 

Ser ine b 

Glutami c a c i  d 

P r o l i n e  

Glycine 

Alanine 

Cysteine 

Va l ine  

Methionine 

I so leuc ine  3 2  2 . 1  ( 2 )  2.0  ( 2 )  

Leucine 5  5  5.1 ( 5 )  5.0 ( 5 )  

Tyrosine - - O  - O  - 
Phenylalanine 4 4 3.9 ( 4 )  4.0 ( 4 )  

H i s t i d i n e  - - O - 1.0 ( 1 )  

Lys ine 

Arg in ine 

TOTAL 90 9 1 9 1 9 1 

The r e s u l t s  are  expressed i n  number o f  residues per mole of  p r o t e i n  

a Nulnber i n  parentheses i s  t he  neares t  i n t e g e r  

b Values f o r  threonine and se r i ne  uere obta ined by l i n e a r  e x t r a p o l a t i o n  t o  zero 
h y d r o l y s i s  t ime 

c 72 h h y d r o l y s i s  values 



SRtraReg y uaed da& Rhe de t e t rmina t ian  0 6  Rhe amina a c i d  

Aequence 0 6  pkoReina HAR, H U C 1  B and HRC53  
> 

The tryptic peptides generated from each protein 

were characterized by their elution volume from the 

C18 micro-Bondapak coiumn on which they were fractio- 

nated, their amino acid composition and amino acid 

sequence. As they were identical or showed very slight 

differences with those of protein HRm, they were 

aligned by comparison with the amino acid sequence of 

protein HRrn which has been completely determined [ 1 8 1 .  

Furthermore the amino terminal sequence of protein HAt 

was confirmed by the data provided from automated 

sequence analysis of the native molecule. The complete 

sequence of protein HR153, which presents a large 

number of differences by comparison with protein HRrn, 

was established from additional data provided by large 

overlapping peptides generated by cleavage at aspartyl 

residues . 

Amino a c i d  aeque-nce 0 6  p k o t e i n  H A t  

The elution pattern of protein FAt tryptic peptides 

separated by reverse-phase HPLC is presented in Fia. 2 

in comparison with those of the tryptic peptides of 

proteins HRm, HR118 and HR153. The hatched fractions 

correspond to peptides common to the four proteins. 

Al1 the protein HAt peptides were obtained pure excePt 

peptide.T-6 eluted in fraction 1 together with free 



F i g .  2 : E l u t i o n  p a t t e r n s  o f  t r y p t i c  p e p t i d e s  f rom 

p r o t e i n s  HRm, HAt, HR118 and HR153 f r a c t i o n a t e d  by 

reve r se -phase  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  ch romatography .  

The h y d r o l y s a t e s  were l o a d e d  on a  C18 micro  Bondapak 

column ( 0 . 3 9  x 30 cm) e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 , 0 5  % 

t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d .  P e p t i d e s  were e l u t e d  w i t h  a 

l i n e a r  g r a d i e n t  (---- ) frorc O t o  30 % o f  a c e t o n i t r i l e  

i n  0,05 % t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d .  F r a c t i o n s  o f  0 . 8  m l  

were c o l l e c t e d  a t  a  f low r a t e  of 2 ml/min. The e l u t i o n  

o f  p e p t i d e s  was moni to red  a t  2 1 0  nm. The f r a c t i o n s  

used  f o r  sequence  d e t e r m i n a t i o n  were numbered by o r d e r  

o f  e l ü t i o n .  The h a t c h e d  f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d  t o  p e p t i d e s  

common t o  t h e  f o u r  p r o t e i n s .  The unnumbered f r a c t i o n s  

c o r r e s p o n d  t o  p e p t i d e s  g e n e r a t e d  by p a r t i a l  c l e a v a g e  o f  

s u s c e p t i b l e  bonds and which w e r e  n o t  used  f o r  t h e  

sequence  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e i n s .  



100 " 190 
Effluent (ml) 

Fig. 2 



arginine from which it was separated by thin-layer 

chromatography. Their amino acid composition are given 

in Table 2 and their aligment in comparison with the 

primary structure of protein HRm is given in Fig. 3. 

The incomplete cleavaqe of the Lys3-Asns bond yielded 

the peptides T-1 and T-1-a. The amino terminal amino 

acid sequence of protein HAt determined by the struc- 

tural study of peptides T-1, T-1-a, T-2 and T-3 was 

ascertained up to residue 26 by the data provided from 

automated Edman degradation of the protein. In peptide 

T-5 two residues of serine and one residue of arginine 

were not positively identified but as the arginyl residue 

is assigned at the carboxy terminus of this peptide from 

the specificity of the trypsin, the two residues of 

serine were unambigously placed at positions 51 and 53. 

The bond A T ~ ~ ~ - A S I I ~ ~  is cleaved with a low yield 

and the peptide T-7 covering the sequence 60-74 was 

obtained predominantly to the peptide which covers the 

sequence 62-74. In protein HRm [ l a ]  this bond was also 

resistant to trypsin and to protease from submaxillary 

gland of mouse. On the other hand, digestion of protein 

HAt with carboxypeptidase A for 2 h released the 

following residues (mol/mol protein) : serine 0.9, 

asparagine 0.9, valine 0.8 and alanine 0.7. These 

results thus confirm the presence of a residue of serine 

at the carboxy-terminus of protein HAt as shown by the 



-.. 

TABLE 2 AMIN0 ACrD COMPOSITION OF TRYPTIC PEPTIDES FROM A G R O B X C T E R I U M  T U M E F A C I E K U  PROTEIN HAt  

Amino acids T-1 T-2 T-3 T -4 T-5 T -6 T-7 7 -8 T -9 T-10 T-11 Pro te in  HAt 
-esidues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues 

1-13 14-18 19-37 38-43 44-54 56-59 60-74 75-78 79-83 84-86 87-91 

Aspart ic a c i d  

Threonine 

Serine 

Glutamic a c i d  

~ k o l i n e  

Glycine 

Alanine 

Val ine 

Methionine 

Iso leuc ine 

Leucine 

Phenylalanine 

Lysine 

Arginine 

Number o f  
residues 13 5 19 6 11  4 15 4 5 3 5 9 1 

Frac t ion  
. number 

Resul ts are expressed as the  number o f  residues/mol. pept ide-Values i n  parentheses are residuesfmol. der iued from the f i n a l  sequence 



F i g .  3 : Amino a c i d  sequences  o f  p r o t e i n s  H A t  and 

HR118, t--i and i----I cor respond  t o  t r y p t i c  p e p t i d e s  

£rom p r o t e i n s  H A t  and HRll8 r e s p e c t i v e l y .  The p e p t i d e s  

o f  both  p r o t e i n s  w e r e  a l i g n e d  by comparison w i t h  t h e  

pr imary  s t r u c t u r e  o f  p r o t e i n  HRm 1 1 8 1 .  Methods used  

f o r  d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  sequence  are i n d i c a t e d  a s  

f o l l o w s  : (+) ,automated Edman d e q r a d a t i o n  (AED) of 

p r o t e i n  H A t ;  --+, manual Edman d e g r a d a t i o n ;  7- , 

carboxypep t idsse  h y d r o l y s i s  o f  p r o t e i n s .  
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s t r u c t u r a l  d a t a  ob ta ined  from pep t ide  T-11. 

The t r y p t i c  p e p t i d e s  account  f o r  90 of  t h e  91 

r e s i d u e s  p r e s e n t  i n  t h e  p r o t e i n  (Table 2 ) .  The mis s ing  

r e s i d u e  corresponds t o  f r e e  a r g i n i n e  e l u t e d  i n  f r a c t i o n  

1 (F ig .  2 )  and which i s  r e l e a s e d  by c leavage  o f  t h e  

Arg,,-Arg,, bond. 

Amino acid bequence 0 6  pkotein f f R C 1 b  

The e l u t i o n  p a t t e r n  of  t h e  t r y p t i c  p e p t i d e s  from 

p r o t e i n  HR118 is almost  i d e n t i c a l  t o  t h a t  of  t r y p t i c  

p e p t i d e s  from p r o t e i n  H A t  ( F i g ,  2 ) .  I t  d i f f e r s  on ly  

from t h e  l a t t e r  by t h e  presence  of an a d d i t i o n a l  

f r a c t i o n  ( f r a c t i o n  7a) which corresponds t o  t h e  p e p t i d e  

T-10 a ( r e s i d u e s  8 4  t o  91) (F ig .  3 ) ,  oenera ted  by t h e  

incomplete c leavage  o f  t h e  bond Lyse6-Asp87. P e p t i d e  T-6 

e l u t e d  i n  f r a c t i o n  1 was s e p a r a t e 6  from f r e e  a r g i n i n e  

by t h i n - l a y e r  chromatography. 

The amino a c i d  composi t ions  of t h e  t r y p t i c  p e p t i d e s  

from p r o t e i n  HR118 a r e  given i n  t a b l e  3 .  The comparison 

o f  t h e s e  p e p t i d e s  w i th  t h e  homologous p e p t i d e s  from 

p r o t e i n  H A t  shows a complete i d e n t i t y  between t h e  t w o  

sets of  p e p t i d e s  w i th  r e s p e c t  t o  e l u t i o n  volumes, 

amino a c i d  composit ions and amino t e r m i n a l  sequences .  

It can be assumed t h e r e f o r e  t h a t  t h e  primary s t r u c t u r e  

o f  p r o t e i n  HR118 i s ' i d e n t i c a l  t o  t h a t  of  p r o t e i n  H A t  

(F ig .  3 ) .  



TABLE 3 AMINO ACID COMPOSITION OF TRYPTIC PEPTIDES FROM RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM L 1 8  PROTEIN HR118 

Amino ac ids  T -1 T -2 T -3 T -4 T-5 T-6 T-7 T -8 T -9 T-10 T - I l  P r o t e i n  
residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues HRL18 

1-13 14-18 19-37 38-43 44-54 56-59 60-74 75-78 79-83 84-86 87-91 

Aspar t ic  ac id  2,0(2) 2,4(2) 2,1(2) 2,0(2) 1,1(1) 1,9(2) 11 

Threonine 0,9(1) 1,0(1) 1,0(1) 3 

Serine 1,1(1) 1.9(2) 2,8(3) 1,0(1) 1,0(1) 1,1(1) 1,0(1) 1 O 

GLutamic a c i d  1,9(2) 3,2(3) 1,1(1) 1,1(1) 7 

Pro1 i n e  2,0(2) 1,0(1) 3 

Glycine 1,7(1) 2,4(2) 2,1(21 2,0(2) 1.2(lf 1.2(1) 9 

Alanine 1,9(2) 1,1(1) 4,6(5) 1,1(1) 0,9(1) 2,0(2) 1,0(1) l,O(l) 14 

Val ine  1,9 (2) 

Nethionine 0.2(1) 

Iso leuc ine 0.7(1) 1,0(1) 

Leucine 1,0(1) l,O(l) 1.1(1) 1.0(1) 

Phenylalanine 1.1(1) 1,9(2) 0,9(1) 4 

Number o f  . 
residues 13 5 19 6 1 1  4 15 4 5 3 5 

f r a c t i o n  
number 
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The t r y p t i c  p e p t i d e s  T-11 and T-lOa which a r e  de- 

voided of b a s i c  r e s i d u e s  are p laced  a t  t h e  carboxy- 

terminus of  p r o t e i n  HR118 from t h e  s p e c i f i c i t y  of t h e  

t r y p s i n .  The i r  sequence f i t  t h e  carboxy-terminal  sequen- 

ce o f  p r o t e i n  HR118 e s t a b l i s h e d  a s  Ala-Val-Asn-Ser 

a f t e r  d i g e s t i o n  of t h e  p r o t e i n  wi th  carboxypept idase  A. 

Amino acid hequence 06 p&o,te in  U R 1 5 3  

The pep t ides  de r ived  £rom p r o t e i n  HR153 by t r y p t i c  

d i g e s t i o n  and c leavage a t  a s p a r t y l  r e s i d u e s  w e r e  f r a c -  

t i o n a t e d  by reverse-phase h igh-pressure  l i q u i d  chromato- 

graphy : t h e i r  e l u t i o n  p a t t e r n s  a r e  p re sen ted  i n  f i g u r e s  

2 and 4 r e s p e c t i v e l y .  Pep t ides  T-4 and T-7 which coe lu-  

t e d  i n  f r a c t i o n  1 w e r e  s e p a r a t e d  by t h i n - l a y e r  e l e c t r o -  

pho res i s  and pep t ides  T-5 and T-9 which c o e l u t e d  i n  

f r a c t i o n  4 w e r e  p u r i f  i e d  by t h i n - l a y e r  chromatography . 
A l 1  o t h e r s  pep t ides  w e r e  ob t a ined  pu re  d i r e c t l y .  The 

amino a c i d  composit ions and t h e  al ignment o f  t r y p t i c  

and a c e t i c  pep t ides  £rom p r o t e i n  HR153 a r e  p r e s e n t e d  i n  

t a b l e  4 and f i g u r e  5 r e s p e c t i v e l y .  

The amino-terminal sequence of  p r o t e i n  HR153 

( r e s i d u e s  1-19) was determined from. d a t a  p rov ided  by 

pep t ides  T-1, T-1-0, T-2 and Ac-1. The a l ignment  

T-2 - T-3 w a s  e s t a b l i s h e d  wi th  p e p t i d e  Ac-1 s i n c e  o n l y  

pep t ide  T-3 has  a s e r i n e  r e s i d u e  a t  i t s  amino. terminus .  

The amino-terminal sequence o f  p e p t i d e  T-3 w a s  determi-  

ned by manual Edman deg rada t ion  up t o  r e s i d u e  3 2 .  



T- I --1- - . - - 
20 

1- - -------'- 
40 ' 60 8 O Effluent (ml) 

Fig. 4 : Elution pattern of peptides generated by 

cleavage of protein HR153 at aspartyl residues and 

fractionated by reverse-phase high pressure liquid 

chromatography. The hydrolysate (600 nM) was loaded 

on a column of C18 micro Bondapak (0.39 x 3 0  cm) 

equilibrated with 5 % acetonitrile in 0.05 % trifluoro- 

acetic acid. The column was eluted with a linear 

gradient (----  ) fron 5 to 25 % acctonitrile in 0,05 % 

trifluoroacetic acid. Fracticns of 0.8 ml were collected 

at a flow rate of 2 ml/min. The elution of peptides 

was monitored at 210 nm. Hatched fractions correspond 

to peptides used for sequence determination. 



TABLE 4 AMIN0 A C I D  COMPOSITION OF TRYPTIC P E P T I D E S  AND O F  LARGE ACETIC ACID 

FRAGMENTS FROM R H I Z O B I U M  LEGUMINOSARUM L 5 3  PROTEIN H R 1 5 3  

Amino ac ids  T-1 T-2 1-3 T-4 T-5 T-6 T-7 7-8 T -9 T-10 T-11 T-12 Ac-1 Ac-4 Ac-5 Ac-6 P r o t e i n  
residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues HR153 

1-13 14-18 19-37 38-39 40-43 44-55 56-59 60-74 75-78 79-83 84-86 87-91 1-19 31-40 42-69 71-86 

Aspar t ic  ac id  2 ,2(2)  3 , 0 ( 3 )  l , O ( l )  1 , 1 ( 1 )  2 , 0 ( 2 )  1 .1 (1)  1.912) 2 , 2 ( 2 )  l r f ( 1 )  1 , 4 ( 1 )  l r 2 ( 1 )  12 

Thréonine 0 . 9 ( 1 )  l , o ( l )  l , o ( l )  l , o ( l )  l . O ( l )  1 , 2 ( 1 )  2 , 9 ( 3 )  1 , 0 ( 1 )  5 

Ser i  ne 1 , 1 ( 1 )  2.0(2)  2.0(2)  l , O ( l )  1 , 9 ( 2 )  2.8(3)  6  

Glurarnic ac id  2.1 (2)  2 , 2 ( 2 )  1 . 1 ( 1 )  2 .0 (2)  2 , 1 ( 2 )  1 .4 (1)  5 

Pro!ine 1 , 9 ( 2 )  1 , 0 ( l )  l . O ( l )  0 , 9 ( 1 )  2 ,9 (3)  4  

Glycine 1 , 0 ( 1 )  1 , 2 ( 1 )  2 ,2 (2)  2 , 0 ( 2 )  l , o ( l )  I , o ( ~ )  l , O ( l )  1 .1 (1)  0 , 9 ( 1 )  3 , 3 ( 4 )  1 , 6 ( 2 )  9 

Alanine 2 ,1(2)  1 , 0 ( 1 )  4 ,8 (5)  1 , 2 ( 1 )  2,012) 2 , 0 ( 2 )  0 , 9 ( 1 )  3 , 2 ( 3 )  1 , 1 ( 1 )  4 t 1 ( 4 )  I r l ( 1 )  14 

Val ine 2 ,4(2)  3 ,6 (4)  1 .4 (1)  1 ,2 (1)  1 , O f l )  1 , 2 ( 1 )  2 , 0 ( 2 )  l,J3(2) 201(2)  l t l ( 1 )  1  O 

lsoleuc ine  0 . 9 ( 1 )  

Leucine l , O ( l )  l . O ( l )  1 , 1 ( 1 )  1 , 1 ( 1 )  

Phenylalanine 1.1(1)  2.1 (2)  1 , 0 ( 1 )  1o9(2)  1 , 0 ( 1 )  4  

Lysine 1 ,7(2)  l , O ( l )  0 .8 (1)  1 , 0 ( 1 )  l , O ( l )  0 , 9 ( 1 )  1 , 0 ( 1 )  0 , 9 ( 1 )  2 , 7 ( 3 )  2 , 0 ( 2 )  1 , 3 ( 1 )  3 , 0 ( 3 )  9 

H i s t i d i n e  l , O ( l )  0 , 9 ( 1 )  1 

Arg in ine 0 , 9 ( 1 )  1.1(1)  1 , 9 ( 2 )  2 , 7 ( 3 )  l , l ( l )  4  

Nurber o f  
residues 13  5  19 2  4  12 4  15 4  5 3  5 19 10 28 16 9  1  

Frac t i on  
nurnber 



HR153 ( H l  Met-Asn-Lys-Asn-Glu-Leu-Val-Ser-Ala-Val-Ala-Glu-Lys-Ala-Gly-Leu-Thr-Lys-Ser-Asp-Ala-Ala-~er- 
- 5 4 - 4 -  
1 ~i1 A -  4d-iii)i-L 

I i--- T - L  ---r i. 

, + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  
AC- 1 t- Ac-L - 

2 5 3 0 35 4 0  4 5 

___i l---Ac-3 -4 
+ + + + + + + + + +  Ac- 4 + + + + +  

Fig. 5 : Complete amino ac id  sequence of p ro te in  HR153. Methods used f o r  determinat ion of 

the  sequence a r e  indica ted  a s  follows :-, manual Edman degradation of pept ides  ; 

+, automated Edman degradation of pept ides  ; ----, carboxypeptidase hydro lys i s  of p ro te in .  I-' 
W 

' W  



Peptide T-3 was then submitted t o  a c e t i c  a c i d  hydro- 

l y s i s  and t h e  sequence of t h e  carboxy-terminal fragment 

( r e s idues  31-37) w a s  completely determined by manual 

Edman degradation. Pept ide Ac-4 overlaps pep t ides  T-3, 

T-4 and T-5 ; although A c - 4  covers only the amino- 

terminus of pept ide  T-5, the  alignment T-4 - T-5 i s  t h e  

unique one f i t t i n g  with the remainder of the  sequence 

of p ro te in  HR153. 

The sequence 42 t o  74 was determined £rom da ta  

provided by pept ides  T-5, T-6, T-7,  T-8 and Ac-5. This  

sequence was brought up. t o  res idue  86 by pept ide  Ac-6 

which overlaps pept ides  T-8, T-9, T-10 and T-11.  No 

overlap of pept ides  T-11 and T-12 w a s  provided bu t  

pept ide T-12 which lacks  b a s i c  r e s idues ,  was ass igned 

t o  t h e  carboxy terminus of p r o t e i n  HR153. Furthermore, 

t h e  da ta  provided £rom d iges t ion  of p r o t e i n  wi th  carboxy- 

pept idase A a r e  i n  good agreement with t h e  carboxy- 

terminal  p o s i t i o n  of pept ide  T-12,  i n  the sequence of 

t h e  p ro te in .  



DISCUSSION 

The p r o t e i n s  H h t  and HR118 e x h i b i t  i d e n t i c a l  e l e c t r o -  

p h o r e t i c  m o b i l i t i e s ,  have i d e n t i c a l  amino a c i d  compositions 

and t h e  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  both p r o t e i n s  have 

the  same amino a c i d  sequence . On the  o t h e r  hand p r o t e i n  

HR153 d i f f e r s  £rom p r o t e i n s  H A t  and HR118 by i t s  h igher  

e l e c t r o p h o r e t i c  mobi l i ty  i n  a c i d i c  medium, i t s  amino a c i d  

composition and by 1 2  s u b s t i t u t i o n s .  The s u b s t i t u t i o n s  

Thr + Val and Ser  + A l a  observed a t  p o s i t i o n s  31 and 34 

r e s p e c t i v e l y ,  modify t h e  hydrophobicity of t h i s  segment. 

A s  a  r e s u l t  of the  s u b s t i t u t i o n  Ala + Pro a t  p o s i t i o n  81 

t h e  carboxy-terminal sequence of p r o t e i n  HR153 con ta ins  

t h r e e  res idues  of p r o l i n e  which g ives  t o  t h i s  region ( re-  

s idues  72-81) a  h ighly  fo lded  conformation. Fur themore  

t h i s  s u b s t i t u t i o n  i s  of importance i n  an evo lu t ionary  p o i n t  

of view s i n c e  t h e  number and t h e  p o s i t i o n  of t h e  r e s i d u e s  

of p r o l i n e  a r e  very w e l l  conserved i n  HU-type p r o t e i n s  se- 

quences [18,19]. However, a  p r o l i n e  res idue  has  been observed 

a t  p o s i t i o n  81 i n  HU-type p r o t e i n  £rom B.stearothe~mophiZus 

[19].  The change Gly + Lys a t  p o s i t i o n  39 must be emphasized 

s i n c e  Gly i s  s t r i c t l y  conserved a t  t h i s  p o s i t i o n  i n  al1 se- 

quences of HU-type p r o t e i n s  determined up t o  now [ 18,19 l .  

This r e s idue  is  loca ted  i n  a  f3-turn between h e l i x  a2 ( r e s i -  

dues 21-37) and f3 p l e a t e d  s h e e t  s t r a n d  1 ( res idues  40-44) 

and p lays  a  c r u c i a l  r o l e  i n  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  the  

molecule [29] . Pro te in  HR153 con ta ins  a  r e s idue  of  h i s t i -  

dine a t  p o s i t i o n  54 ; t h e  presence of h i s t i d i n e  is seldom 

observed i n  HU-type p r a t e i n s ,  b u t  the  change Arg + H i s  



has a l s o  been encountered i n  p r o t e i n  HU-2 from 

E. c o Z i  [ 3 ,  41. I n  p r o t e i n  HR153, t h e  l o s s  o f  a 

p o s i t i v e  charge induced by t h e  s u b s t i t u t i o n  Arg + H i s  

i s  balanced by t h e  change Glu + Ala a t  p o s i t i o n  56 .  

Thus t h e  n e t  charge o f  t h e  h y d r o p h i l i c  domain ( r e s i d u e s  

54-62) i s  i d e n t i c a l  i n  t h e  p r o t e i n s  H A t ,  HR118 and 

HR153. According t o  TANAKA [29] and LAMMI C301 t h i s  hydro- 

p h i l i c  domain is  presumably involved'  i n  t h e  binding- o f  t h e  

p r o t e i n  t o  t h e  DNA whereas t h e  h y d r o p h i l i c  r e g i o n  l o c a t e d  

between r e s i d u e s  37 and 43, would n o t  i n t e r a c t  wi th  t h e  

DNA. T h i s  could therefore e x p l a i n  why t h e  s u b s t i t u t i o n  

Gly + Lys a t  p o s i t i o n  39 i n  p r o t e i n  HR153 which h a s  a 

n e t  charge  of + 3,  does n o t  i n c r e a s e  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  

p r o t e i n  f o r  t h e  DNA-cellulose as compared t o  p r o t e i n s  

H A t  and HR118, t h e  n e t  charge o f  which is + 2 .  Indeed 

each o f  t h e  three p r o t e i n s  i s  adsorbed on t h e  DNA-cellu- 

l o s e  colurnn a t  50 mM NaCl, and i s  e l u t e d  by i n c r e a s i n g  

t h e  s a l t  mo la r i t y  t o  170 mM. 

The s t r a i n s  of  Rhizobium Zeguminosarurn e x h i b i t  a 

l a r g e  d i v e r s i t y  and a r e  s c a t t e r e d  i n  s e v e r a l  groups 

p r e s e n t i n g  d i f f e r e n t  phenotypic  c h a r a c t e r s  C 2 3 1 .  Our 

r e s u l t s  s u b s t a n t i a t e  t h e  h e t e r o g e n e i t y  of t h e  s p e c i e s  

R. Zegurninosarurn s i n c e  t h e  HU-type p r o t e i n s  i s o l a t e d  

from t h e  s t r a i n s  L18 and L53, which a r e  p l aced  i n  t w o  

d i f f e r e n t  groups,  appear q u i t e  d i f f e r e n t  from each 

o t h e r  . On t h e  o t h e r  hand p r o t e i n s  HR118.and H A t  

i s o l a t e d  from s t r a i n s  which a r e  found i n  t h e  same group 

show i d e n t i c a l  biochemicai  p r o p e r t i e s  and amino a c i d  



Fig .  6 : Cornparison of  t h e  amino a c i d  sequences  o f  

HU-type p r o t e i n s  from d i f f e r e n t  Rhizobiaceae .  P r o t e i n  

HRm i s  g i v e n  i n  f u l l  ; f o r  t h e  o t h e r  p r o t e i n s ,  o n l y  t h e  

r e s i d u e s  which d i f f e r  f r o m  p r o t e i n  HRm sequence  a r e  

mentioned. + and k c o r r e s p o n d  r e s p e c t i v e l y  t o  c o n s e r -  

v a t i v e  and non c o n s e r v a t i v e  s u b s t i t u t i o n s  be tween 

p r o t e i n  HRm and p r o t e i n s  H A t ,  HR118 and H R 1 5 3 .  
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sequences. Therefore the strains located within one 

group defined by numerical taxonomy have' HU-type 

proteins exhibiting close similarities. 

A closer phylogenetic distance is observed between 

protein HRm and proteins HAt or HR118 than between 

proteins HRm and HR153. By comparison with the amino 

acid sequence of protein HRrn (Fig. 6), proteins HAt and 

HR3.18 present eight conservative and .one non conserva- 

tive substitutions whereas protein HR153 shows 17 

substitutions, £ive of which are not conservative. In 

addition to these substitutions the three proteins have 

an additional residue at the carboxy-terminus. Crossed 

immunoprecipitation experiments show that proteins HAt 

and HR118 react almost as strongly as protein HRm 

against anti-protein HRm immunoglobulins while protein 

HR153 reacts very weakly. We can therefore infer that 

the antigenic sites of HU-type proteins overlap one or 

both of the sequences defined by residues 30 throuah 39 

and 51 through 58 where most of the.differences between 

protein HR153 and proteins HAt or HRll8 are encountered. 

Quite different physico-chemical and immunochemical 

properties between HU-type proteins from slow-growing 

and fast-growing species of Rhizobiaceae were previously 

reported [ 2 2 ] .  That previous work and the results dea- 

ling with the structural variability of HU-type proteins 

from fast growing Rhizobiaceae indicate that the phylo- 

genetic relationships of these proteins are in good 

agreement with the respective taxonomical position of 

these bacteria. 
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PLAN DU CHAPITRE I V  

! ETUDE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE DES PROTEINES HRm E T  HU 

I V  - 1 MATERIEL E T  METHODES 

I V  - 2 RESULTATS E T  DISCUSSION 

I V  - 2-1 E t u d e  en  fonct ion  de l a  t e m p é r a t u r e  

I V  - 2-2 E t u d e  e n  fonction de l a  force ion ique  

I V  - 2-3 C o n c l u s i o n  



L a  s t r u c t u r e  secondaire  des p r o t é i n e s  HRm e t  HU a é t é  

é tud iée  p a r  dichroïsme c i r c u l a i r e  : c e t t e  méthode permet e s -  

sen t i e l l ement  de déterminer  l e  t aux  de conformation a h é l i -  

co ïda le  des  p ro té ines .  Ce t aux  v a r i e  en fonct ion  de l a  t e m -  

pé ra tu re  e t  de l a  fo rce  ionique.  L e s  informations acquises  

s u r  l a  conformation des p ro té ines  s e r o n t  u t i l i s é e s  l o r s  de 

l ' é t u d e  des i n t e r a c t i o n s  p ro té ine  HRrn-DNA e t  p ro té ine  HU-DNA. 

En e f f e t ,  des r é s u l t a t s  obtenus s u r  l e s  p r o t é i n e s  cro e t  CAP 

e t  l e  fragment amino-terminal du rép resseur  CI montrent que 

l a  s t r u c t u r e  secondaire  de c e s  p r o t é i n e s  a  un e f f e t  impor- 

t a n t  dans l e u r s  i n t e r a c t i o n s  avec le DNA (OHLENDORF e t  c o l l . ,  

1 9 8 2 ) .  

Les études en dichroïsme c i r c u l a i r e  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

en co l l abora t ion  avec l e  D r .  J.P.AUBERT dans l e  Service  de  

Biophysique de Madame M-H.LOUCHEUX (U.124 INSERM). 

I V  - 1 MATERIEL ET METHODES 

L e s  p r o t é i n e s  HRm e t  HU ( 4  mg) s o n t  d i s s o u t e s  dans 0.25 

m l  de tampon T r i s  0.1M - H C 1  pH 8 .O en présence de chlorhydra- 

te  de guanidine 6M. L e s  s o l u t i o n s  s o n t  l a i s s é e s  à 4 O C  pendant 

72 heures.  L e s  éven tue l s  ag réga t s  de p r o t é i n e s  q u i  pour ra ien t  

s u b s i s t e r  après  ce t r a i t e m e n t  dénaturant  s o n t  é l iminés p a r  



chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une colonne de Sephadex 

G-100 (Superf ine)  1,6x30cm é q u i l i b r é e  e t  é luée à 4 ' ~  p a r  l e  

tàmpon T r i s  10 mM, NaCl 20 mM a j u s t é  à pH 7 .4 .  

L a  composition en p ro té ine  des  é c h a n t i l l o n s  a é t é  dé te r -  

minée p a r  analyse des ac ides  aminés e f f e c t u é e  a p r è s  hydrolyse 

ac ide  t o t a l e  : des concent ra t ions  v a r i a n t  de 0.1 à 0.5 mg de 

protéine/ml o n t  é t é  u t i l i s é e s .  

L e s  mesures o n t  é t é  e f f e c t u é e s  avec un dichrographe 

Jobin-Yvon (R.J.Mark III) q u i  permet des mesures de s p e c t r e  

dans un domaine de longueurs d'onde compris e n t r e  180 e t  800 

nm. L ' in fo rmat i sa t ion  de c e t  a p p a r e i l  permet le c a l c u l  des  

s p e c t r e s  expérimentaux avec t o u t e  l a  p réc i s ion  n é c e s s a i r e .  

L 'épa isseur  de l a  c e l l u l e  de mesure e s t  de 1 cm. 

L ' é l l i p t i z i t é  molaire 8 a é t é  ca lcu lée  à p a r t i r  d u  

s p e c t r e  expérimental  p a r  l a  formule : 

M 8 = 3300 - . A s  en deg. dmol-' cm 2 
c.d. 

M : Masse moléculaire  moyenne des r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés 

c : Concentration en g / l  

d : Epaisseur  de l a  cuve 

A : I n t e n s i t é  du s i g n a l  obtenu mesurée en mm 

s : S e n s i b i l i t é  de l ' a p p a r e i l  . 

L e  pourcentage d ' h é l i c i t é  a des  p ro té ines  HU e t  HRrn a 

é t é  est imé pa r  l a  méthode de CHEN e t  c o l l . ( 1 9 7 4 ) .  On cons idère  

q u ' i l  e x i s t e  une r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l ' é l l i p t i c i t é  à 2 2 2  

nm e t  le pourcentage d ' h é l i c i t é  a des p ro te ines  : l ' é l l i p t i c i t é  

. de l a  s t r u c t u r e  totalement  inorganisée  es t  de -1000 deg.dmol-' 

cm2 e t  c e l l e  de l a  s t r u c t u r e  100 p.100 h é l i c o ï d a l e  e s t  de  

2 -30000 deg. dmol-' cm . 



I V  - 2 mSULTATS ET DISCUSSION 

I V  - 2-1 Etude e n  f o n c t i o n  de l a  température  

L 'é tude  d ichro ique  a é t é  menée dans l e  domaine s p e c t r a l  

250-190 nrn. C e t t e  rég ion  permet l a  v i s u a l i s a t i o n  de l a  s t r u c -  

t u r e  secondai re  d e s  p r o t é i n e s .  L e  s p e c t r e  d ichro ique  d e s  pro- 

t é i n e s  HU e t  HRm à 18OC (Figures  19 e t  20) e s t  c a r a c t é r i s é  

pa r  une é l l i p t i c i t é  é l evée  à 222 nm. C e c i  ind ique  que ces ma-  

cromolécules possèdent  dans l e u r  s t r u c t u r e  secondai re  beaucoup 

d ' h é l i c e  a.  L e  t a u x  d ' h é l i c e  a c a l c u l é  pour les p r o t é i n e s  HU 

e t  HRm est de l ' o r d r e  de 37  p.100. 

Bien que les p r o t é i n e s  HU-1,  HU-2 e t  HRm p r é s e n t e n t  de 

nombreuses d i f f é r e n c e s  dans l e u r  séquence en a c i d e s  m i n é s  

( p a r  exemple l e  t a u x  d'homologie de séquence e n t r e  les pro- 

t é i n e s  HU-1 e t  HRm est  de 52 p.  100) l e u r  courbe d'hydrophobi- 

c i té  p r é s e n t e  une remarquable s i m i l i t u d e  ( v o i r  c h a p i t r e  III) . 
C e c i  exp l ique  que les p r o t é i n e s  HU e t  HRm a i e n t  un t a u x  d 'hé-  

l i c e  a semblable. 

Lorsqu'on augmente progressivement  l a  température ,  l a  

s t r u c t u r e  secondai re  de l a  p r o t é i n e  HU e s t  i n s t a b l e  (Fig.19, 

A e t  B ) . Dès 30°c on p e u t  observer  une p e r t e  de  l ' h é l i c i t é .  

C e t t e  p e r t e  s ' accentue  au Yur e t  =i. mesure que l ' o n  chauffe  e t  

l a  température  de demï - t r ans i t ion  se s i t u e  v e r s  40°C. C e t t e  



t longueur d ' onde (nm) FIGURE 19 

VARIATION DE LA STRUCTURE SECONDAIRE 

DE LA PROTEINE HU AVEC LA TEMPERATURE 

La concentration en protéine e s t  de 0.1 mg/ml 

A - Spectres dichroïques obtenus en augmen- B - Transition à 222 nm obtenue lors de 
tant la température. Pour simplifier la l'élévation de la température ( ) 
figure nous n'avons pas présenté les spec- et lors du refroidissement (------ 1 .  
tres obtenus au cours du refroidissement. 
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diminution du taux d ' h é l i c e  a s'accompagne d'une augmentation de 
l 

s t r u c t u r e  inorganisée  e t  non pas d'une augmentation de - s t r u c -  1 I 
t u r e  B q u i  a u r a i t  pu conduire à l a  formation d ' ag réga t s .  Ce I 

l 

phénomène expl ique l a  p o s s i b i l i t é  de r e n a t u r a t i o n  de l a  pro- 1 
1 

t é i n e  HU lorsque l ' o n  b a i s s e  à nouveau l a  température.  Le  
I 
l 

l 

même phénomène e s t  observé pour l a  p r o t é i n e  HRm (Fig.  20, A l 

e t  BI. 

L a  p ro té ine  HU a  é t é  d é c r i t e  pa r  ROWIERE-YANIV e t  GROS 

(1975) comme une p r o t é i n e  thermostable ce  qu i  a p p a r a î t  ê t r e  

en con t rad ic t ion  avec nos r é s u l t a t s .  En f a i t ,  c e s  au teurs  o n t  

é t u d i é  l ' e f f e t  de l a  température s u r  l a  fonc t ion  de l a  pro- 

t é i n e  : après  a v o i r  é t é  chauffée à 100°C pendant 15 minutes 

e t  r e f r o i d i e ,  l ' e f f e t  de l a  p ro té ine  HU s u r  l a  t r a n s c r i p t i o n  

du DNA n ' e s t  pas a l t é r é e .  I l  e s t  donc probable qu ' ap rès  re- 

f ro id issement ,  l a  p r o t é i n e  se s o i t  suffisamment bien réorga-  

nisée pour conserver s e s  p r o p r i é t é s  b io logiques  vis-à-vis  de 

l a  t r a n s c r i p t i o n .  

I V  - 2-2 Etude en fonc t ion  de l a  fo rce  ionique 

Les v a r i a t i o n s  de l a  s t r u c t u r e  secondaire  de l a  p r o t é i n e  

HU (0.1 mg/ml) o n t  é t é  é t u d i é e s  en  fonc t ion  d 'une  concentra- 

t i o n  c r o i s s a n t e  en NaCl de 20 mM à 1500 mM (Figure  21) .  

On observe une v a r i a t i o n  monotone du pourcentage d 'hé-  

l i c e  a c a r a c t é r i s é e  p a r  l 'augmentation de l a  v a l e u r  de l ' é l l i p -  

t i c i t é  à 2 2 2  nm. L ' e f f e t  de NaCl a t t e i n t  son maximum v e r s  600 mM. 
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FIGURE 21  TRANSITION A 222 nm OBSERVEE POUR LA PROTEINE HU EN 
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FIGURE 22 TRANSITION A 222 nm OBSERVEE POUR LA PROTEINE HRm EN 

FONCTION DE LA MOLARITE EN N a C l  

1 o - ~  (9) 222nm (deg.cm2 dmol-l) 

14 

13 

- 

- 
+ 
b + 

# -- - - - - - - - - --  ------ 
b 4 

I I I 8 0 

100 300 500 700 900 1100 1300 1500 
\ 

Molarité en N a C l  (en mM) 



Pour l a  p ro té ine  HRm l ' é t u d e  des s p e c t r e s  d ichroiques  

en  fonct ion  de l a  fo rce  ionique ,  a  é t é  r é a l i s é e  à deux concen- 

t r a t i o n s  en p ro té ines  (0.1 e t  O .5 mg/ml) (Figure 22 ) . A l a  con- 

c e n t r a t i o n  de 0 . 1  mg/ml, l a  p ro té ine  HRrn se comporte comme l a  

p ro té ine  HU e t  on observe également une v a r i a t i o n  monotone de 

l ' h é l i c i t é  a .  Par con t re  à l a  concent ra t ion  de 0 . 5  mg/ml l a  

v a r i a t i o n  de [8] 2 2 2  nm e s t  d i f f é r e n t e  : l a  courbe p résen te  un 

maxima à 1 1 0  mM NaCl pu i s  un minima à 250 mM NaCl. Ensui te  

l ' é l l i p t i c i t é  à 222 nm réaugmente pour a t t e i n d r e  l e s  v a l e u r s  

obtenues avec une concent ra t ion  en p r o t é i n e  de 0 . 1  mg/ml.L'aug- 

mentation importante du t aux  d ' h é l i c i t é  de l a  p ro té ine  HRm ob- 

servée à 1 1 0  mM NaCl p o u r r a i t  é t r e  due à de f o r t e s  i n t e r a c t i o n s  

in te rmolécu la i re s  q u i  n ' i n t e r v i e n n e n t  que s i  l a  concent ra t ion  

en p r o t é i n e  e s t  s u f f i s a n t e .  Un phénomène analogue e s t  observé 

pour les h i s tones .  En e f f e t  l o r s  d 'expér iences  de r e c o n s t i t u -  

t i o n  de l a  "core p a r t i c l e "  sous-unité é lémentaire  d 'organisa-  

t i o n  de l a  chromatine formée de deux molécules de  chacune des 

h i s t o n e s  H2A, H2B, H 3  e t  H4 e t  de 1 4 6  p a i r e s  de bases  de  DNA, 

l a  concent ra t ion  de l a  s o l u t i o n  d ' h i s t o n e s  d o i t  é t r e  au moins 

éga le  à 1 mg/ml. 



' I V  - 2-3 Conclusion 

L'étude de l a  s t r u c t u r e  secondaire  des  p r o t é i n e s  HU e t  

HRm a permis de montrer l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  su ivan tes  : 

- Les p ro té ines  HU e t  HRm ne s o n t  pas thermostables du 

p o i n t  de vue physico-chimique. 

- L e  t aux  d ' h é l i c e  a de ces deux molécules e s t  r e l a t i v e -  

ment é levé  ; pour l e s  deux p r o t é i n e s  il e s t  de l ' o r d r e  de  

37  p.100. 

- L e s  deux p r o t é i n e s  acqu iè ren t  une conformation p l u s  h é l i -  

co ïda le  lorsque  l a  f o r c e  ionique augmente. 

- L a  concent ra t ion  en p r o t é i n e  a  un e f f e t  t r è s  important  

s u r  ce phénomène ce q u i  suggère q u ' i l  y a formation de poly- 

mères pro té iques .  
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PLAN DU CHAPITRE V 

INTERACTION DU DNA AVEC L E S  PROTEINES HRm E T  HU 

V - 1 ETUDE DE LA S P E C I F I C I T E  DES PROTEINES HRm E T  HU 

VIS-A-VIS DU DNA DE DIFFERENTES O R I G I N E S  

r 
V - 1-1 M é t h o d e  

V - 1 - 2  R é s u l t a t s  e t  d iscuss ion  

V - 2 INTERACTION DES PROTEINES HRm E T  HU AVEC L E  PLASMIDE 

V - 2 - 1  O b j e c t i f  

V - 2-2  M a t é r i e l  e t  m é t h o d e  

V - 2 - 3  R é s u l t a t s  



L ' i n t e r a c t i o n  de l a  p ro té ine  HU avec l e  DNA a  é t é  é t u d i é e  

pa r  p l u s i e u r s  au teurs  en u t i l i s a n t  d i f f é r e n t e s  méthodes. Les 

pr inc ipaux r é s u l t a t s  o n t  é t é  p résen tés  dans l e  c h a p i t r e  1. Mais 

ces  t ravaux ayant  é t é  e f f e c t u é s  avec des DNA d ' o r i g i n e  eucaryo- 

t i q u e ,  nous avons recherché s i  les p r o t é i n e s  HRm e t  HU présen- 

t e n t  une s p é c i f i c i t é  vis-à-vis  d 'un  DNA d ' o r i g i n e  donnée. Les 

r é s u l t a t s  obtenus au cours de ce t r a v a i l  nous o n t  amenés e n s u i t e  

à approfondir  l ' é t u d e  de l ' i n t e r a c t i o n  de ces  p ro té ines  avec l e  

plasmide pBR322. 

V - 1 ETUDE DE LA SPECIFICITE DES PROTEINES HRm ET HU VIS-A-VIS 

DU DNA DE DIFFERENTES ORIGINES 

Avant le début de nos t ravaux l e s  p r o t é i n e s  de type  HU 

é t a i e n t  préparées  uniquement s u r  des  DNA d ' o r i g i n e  eucaryot i -  

que couplés à l a  c e l l u l o s e .  I l  nous a  semblé i n t é r e s s a n t  d 'é-  

t u d i e r  l ' a f f i n i t é  des p r o t é i n e s  HRm e t  HU pour un DNA d ' o r i g i n e  

procaryot ique,  e t  de comparer les r é s u l t a t s  avec ceux obtenus 

s u r  un DNA eucaryot ique.  Pour c e l a  nous avons c h o i s i  l e  DNA de  

Rhizobium me L i  l o t i ,  d lEscher i ch ia  co L i  e t  d ' é ry th rocy te  de 

Poulet .  



v - 1-1 Méthode 

L'étude de l ' i n t e r a c t i o n  des p r o t é i n e s  HRm e t  HU avec 

l e  DNA e s t  e f f e c t u é e  pa r  chromatographie d ' a f f i n i t é  à l a  tem- 
l 

péra tu re  de 4'C s u r  du DNA b i c a t é n a i r e  couplé à l a  c e l l u l o s e .  

La méthode de p répara t ion  du DNA d ' o r i g i n e  bac tér ienne  e t  l a  

l a  méthode de chromatographie d ' a f f i n i t é  sont  p résen tées  dans 

l , l a  p a r t i e  technique.  

l L ' a f f i n i t é  des  p r o t é i n e s  HRm e t  HU pour le  DNA e s t  dé- 

terminée p a r  l a  f o r c e  ionique nécessa i re  pour désorber  les 1 
pro té ines  f i x é e s  s u r  l a  colonne de DNA-cellulose. 

V - 1-2 R é s u l t a t s  e t  d i scuss ion  

Pro té ine  HRm de Rhizobium meZiZoti 

L e s  diagrammes d ' é l u t i o n  s u r  colonne de DNA de R.meZiZoti 

e t  de DNA d ' é ry th rocy te  de Poule t  s o n t  p résen tés  dans l a  f i g u r e  1 
23 . La p r o t é i n e  HRm e s t  désorbée de l a  colonne de DNA de  . 1 
R.meZiZoti e n t r e  1 2 0  e t  175 mM N a C l .  Au maximum du p i c  dans 

l l e q u e l  e s t  é luée  l a  p ro té ine  HRrn l a  f o r c e  ionique e s t  de 150 mM 1 

Avec une colonne de DNA dtE.coZi nous avons obtenu un 

l diagramme iden t ique .  Par  cont re  s u r  une colonne de DNA d ' é ry -  

th rocy te  de Poule t  l a  p r o t é i n e  HRm commence à ê t r e  é l u é e  à une 

f o r c e  ionique p l u s  f a i b l e .  Dans ce cas  le maximum du p i c  est  
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F I G U R E  23 DIAGRAMME D ' E L U T I O N  DE LA P R O T E I N E  HRm S U R  COLONNE 

DE DNA DE Rhizobium meZiZo t i  ( ) E T  DE DNA 

D ' ERYTHROCYTE DE POULET ( ---O----- 1 • 



Pro té ine  HU d lEscher i ch ia  coZi 

L e  diagramme d ' é l u t i o n  de l a  p ro té ine  HU de l a  colonne 

de DNA de R.rneZiZoti couplé à l a  c e l l u l o s e  e s t  présenté .  dans 

l a  f i g u r e  24,La p ro té ine  HU e s t  désorbée à 300 mM NaCl. Sur 

une colonne de DNA d'E. coZi ou d ' é r y t h r o c y t e  de Poule t  il 

f a u t  une f o r c e  ionique iden t ique  pour é l u e r  l a  p r o t é i n e  HU. 

Discussion 

L e s  r é s u l t a t s  obtenus s u r  l ' é t u d e  de l a  s p é c i f i c i t é  des 

p r o t é i n e s  HRm e t  HU pour l e  DNA d ' o r i g i n e s  d i f f é r e n t e s  s o n t  

résumés dans l e  t ab leau  VII . I ls  montrent que : 

- La p ro té ine  HRm a  l a  même a f f i n i t é  pour les deux DNA 

d ' o r i g i n e  procaryot ique,  mais présente  une a f f i n i t é  légère-  

ment p lus  f a i b l e  pour le DNA d ' o r i g i n e  eucaryot ique.  

- L a  p ro té ine  HU p a r  con t re  présente  une a f f i n i t é  i d e n t i -  

que pour les t r o i s  types de DNA. 

- L ' a f f i n i t é  pour l e  DNA de R.rneZiZoti ou d'E.coZi de  l a  

p r o t é i n e  HRm e s t  deux f o i s  p lus  f a i b l e  que c e l l e  de l a  pro- 

t é i n e  HU. Dans l e  c h a p i t r e  III nous avons t e n t é  de donner une 

e x p l i c a t i o n  à c e t t e  d i f f é r e n c e  observée e n t r e  les deux pro- 

t é i n e s .  



Effluent en m l  

FIGURE 24 DIAGRAMME D'ELUTION DE LA PROTEINE HU SUR UNE COLONNE 

DE DNA DE Rhizobium m e Z i Z o t i .  





V - 2 INTERACTION DES PROTEINES HRm ET HU AVEC LE PLASMIDE 

V - 2-1  Objec t i f  

L 'observat ion de l a  d i f f é r e n c e  d ' a f f i n i t é  des  p r o t é i n e s  

HU e t  HRm pour un même DNA nous a  conduit  à approfondir  l ' é -  

tude de l ' i n t e r a c t i o n  de ces  p ro té ines  avec l e  DNA. En e f f e t ,  

ces  r é s u l t a t s  ne donnent qu'une i n d i c a t i o n  de l a  fo rce  d 'asso-  

c i a t i o n  avec un DNA. De p l u s  l a  conformation du DNA u t i l i s é  

dans ces  expériences e s t  forcément t r è s  d i f f é r e n t e  de c e l l e  du 

DNA n a t i f  p u i s q u ' i l  a  é t é  f i x é  s u r  l a  c e l l u l o s e .  Nous avons 

donc u t i l i s é  une méthode q u i  donne des i n d i c a t i o n s  à l a  f o i s  Sur 

l a  s t a b i l i t é  des complexes que forment les p r o t é i n e s  avec un 

DNA n a t i f  e t  s u r  l ' e f f i c a c i t é  des p r o t é i n e s  à modif ie r  l a  con- 

formation du DNA. En e f f e t ,  il e s t  vraisemblable  que l e s  pro- 

t é i n e s  HU e t  HRm q u i  jouent  l e  &me r61e o n t  une e f f i c a c i t é  

fonc t ionne l l e  s i m i l a i r e ,  l a q u e l l e  n ' e s t  pas forcément d i r e c t e -  

ment p ropor t ionne l l e  à l a  cons tante  d ' a s s o c i a t i o n  protéine-DNA. 

D'autre  p a r t ,  il nous semble i n t é r e s s a n t  de comparer 

l ' i n t e r a c t i o n  de ces p r o t é i n e s  pour un DNA l i n é a i r e  e t  pour 

un DNA c i r c u l a i r e  superhé l i co ïda l .  En e f f e t ,  à l ' e x c e p t i o n  

des  t ravaux de ROWIERE-YANIV e t  co11.(1979) s u r  l e  plasmide 

SV40 t o u t e s  l e s  é tudes  d ' i n t e r a c t i o n  DNA-protéine de type  HU 

o n t  é t é  r é a l i s é e s  s u r  du DNA l i n é a i r e .  Pour tant  dans l e s  bac- 

t é r i e s  le  DNA chromosomal ou extrachromosomal e s t  c i r c u l a i r e  

e t  superhélicoXda1. 



V - 2-2 Matér ie l  e t  Méthodes 

La concent ra t ion  en p r o t é i n e  a é t é  déterminée par  ana- 

l y s e  d ' a c i d e s  aminés après  hydrolyse ac ide  t o t a l e .  Cel le  du 

DNA a é t é  mesurée p a r  spec t roscopie  d ' absorp t ion  à 254 nrn en 

cons idérant  qu'une s o l u t i o n  à 50 pg/ml a une absorbante éga le  

à 1 .O. Nous avons é t u d i é  l ' i n t e r a c t i o n  à l a  température am- 

b i a n t e  des  p ro té ines  HRm e t  HU avec l e  plasmide pBR322 c i r c u -  

l a i r e  s u p e r h é l i c o ï d a l  e t  avec l e  pBR322 l i n é a r i s é  par  l 'enzyme 

de r e s t r i c t i o n  Hind III. 

Ce t t e  étude a é t é  e f f e c t u é e  pa r  dichroïsme c i r c u l a i r e  de 

l a  même manière que dans le c h a p i t r e  I V .  L ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  

deux molécules e s t  analysée de l a  façon su ivante  : on enreg i s -  

tre les s p e c t r e s  de chacune des deux molécules. On appe l l e ra  

s p e c t r e  théor ique  l a  somme des s p e c t r e s  des molécules m i s e s  en 

présence.  On e n r e g i s t r e  le s p e c t r e  obtenu lorsque l e s  deux molé- 

cu les  s o n t  mglangées ( s p e c t r e  expérimental)  . Le s p e c t r e  d i f f é -  

r e n t i e l  e s t  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  le s p e c t r e  théor ique  c a l c u l é  

e t  l e  s p e c t r e  expérimental .  Lorsque deux molécules n ' o n t  aucune 

i n t e r a c t i o n  l e s  e f f e t s  d ichrolques  s o n t  purement a d d i t i f s  e t  l e  

s p e c t r e  d i f f é r e n t i e l  est  nu l .  Par  cont re  s i  une i n t e r a c t i o n  

e x i s t e  le s p e c t r e  d i f f é r e n t i e l  ne s e r a  p l u s  nu l  e t  c e l u i - c i  me- 

s u r e r a  directement  1 ' i n t e r a c t i o n .  Dans le cas  de deux molécules 

de même na tu re  ce  c a l c u l  peut  étre e f f e c t u é  directement  s u r  l a  

v a l e u r  de l ' e l l i p t i c i t é  molaire.  Dans le  cas  p r é s e n t  le DNA e t  

une p r o t é i n e  s o n t  deux e s p è c e s ~ m o l é c u l a i r e s  d i f f é r e n t e s  e t  par  



conséquent s e u l e s  les va leurs  en mm peuvent ê t r e  u t i l i s é e s .  

' Cependant é t a n t  donné que le s p e c t r e  d ichrof  que des  p r o t é i n e s  

dans l e  domaine 350-250 nm est  n u l  ou nég l igeab le ,  on pourra  

u t i l i s e r  l e s  va leur s  de l ' é l l i p t i c i t é  molaire  dans ce domaine. 

Pour 1 ' étude de 1 ' i n t e r a c t i o n  DNA-protéine nous avons 

procédé de l a  manière su ivante  : l e  DNA e t  l a  p r o t é i n e  en so lu-  

t i o n  dans un tampon T r i s  10 mM N a C l  20 mM de pH 7 . 4  s o n t  mélan- 

gés.  La concent ra t ion  en N a C l  e s t  augmentée progressivement e t  

nous avons s u i v i  l e s  v a r i a t i o n s  du s p e c t r e  d i f f é r e n t i e l .  Nous 

avons t r a c é  en  fonct ion  de l a  f o r c e  ionique l a  v a r i a t i o n  de 

l ' é l l i p t i c i t é  à 275 nm. 

Le s i g n a l  dichroique à 275 nm e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  du DNA 1 

(Figure 25) e t  permet de met t re  en évidence l e s  changements de 

conformation du DNA. Signalons que l ' e l l i p t i c i t é  à 275 nm I-E 

v a r i e  pas avec l a  f o r c e  ionique e n t r e  20 e t  600 mM en N a C l .  

V - 2-3 Résu l t a t s  

V - 2-3-1 Etudes p r é l i m i n a i r e s  

D e s  é tudes  p r é l i m i n a i r e s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  le  DNA 

c i r c u l a i r e  s u p e r h é l i c o i d a l  pour déterminer  l e s  cond i t ions  op- 

t ima les  dans l e s q u e l l e s  s e r o n t  analysées l e s  i n t e r a c t i o n s  du 

DNA avec les ,p ro té ines  H M  e t  HU. 



FIGURE 25 SPECTRE DICHROIQUE DU PLASMIDE pBR322 



V - 2-3-1-1 Etude de l a  cinétique-de com~lexa t ion  ..................................... 

Dif fé ren t s  temps de mélange DNA-protéine o n t  é t é  é t u d i é s  

(5  minutes,  15 minutes,  30 minutes,  1 heure,  2 heuaes,8 heures ,  

2 4  heures)  . Aucune évolu t ion  de 1 ' i n t e r a c t i o n  au cours du temps 

n ' a  pu 6 t r e  m i s e  en évidence. Ceci indique que l ' i n t e r a c t i o n  

e n t r e  ces  deux molécules s ' é t a b l i t  t r è s  rapidement e t  r e s t e  

s t a b l e  au cours du temps. 

V - 2-3-1-2 Etude du-gapport protéine-DNA (gx~gLmé en  poids)  ............................................... 

A une s o l u t i o n  contenant  20 pg de DNA nous avons a j o u t é  

progressivement de l a  p r o t é i n e  HRm pour f a i r e  v a r i e r  le r a p p o r t  

pondéral  protéine/DNA e n t r e  0.1 e t  1. Nous avons a l o r s  s u i v i  l a  

v a r i a t i o n  de l ' é l l i p t i c i t é  à 275 nm. Pour l a  p r o t é i n e  HRm ces  

é tudes  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  dans t r o i s  condi t ions  de  fo rce  ionique:  

20, 30 e t  50 mM N a C l .  Q u e l l e  que s o i t  l a  fo rce  ionique on observe 

un p l a t e a u  d ' i n t e r a c t i o n  pour un rappor t  HRm-DNA compris e n t r e  

0.2 e t  0.3. (Figure 2 6 ) .  

L a  m é m e  expérience a é t é  e f f e c t u é e  avec l a  p r o t é i n e  HU en 

présence de N a C l  50 mM (Figure 2 6 ) .  Dans ce  cas  l e  p l a t e a u  d ' in -  

t e r a c t i o n  s e  s i t u e  pour un rappor t  compris e n t r e  0.3 e t  0.6. 

Pour l a  p r o t é i n e  HRm, comme pour l a  p r o t é i n e  HU,  l a  v a l e u r  

absolue de 1 ' i n t e r a c t i o n  augmente avec l a  q u a n t i t é  de p r o t é i n e .  



Rapport Protéine/DMA 

FIGURE 26 VARIATION DE L'ELLIPTICITE A 275 nm EN FONCTION DU 

RAPPORT PONDERAL PROTEINE/DNA. 

L ' u n i t é  de A nm é t a n t  p r i s e  a r b i t r a i r e m e n t ,  
les valeurs absolues ne s o n t  pas s i g n i f i c a t i v e s  e t  
n ' o n t  pas é t é  r e p r é s e n t é e s .  



Pour déterminer  le  rappor t  protéine-DNA q u i  s e r a  u t i l i s é  

dans nos é tudes  d ' i n t e r a c t i o n  nous avons dû t rouver .  un compro- 

m i s  e n t r e  l e s  informations fourn ies  par  l a  l i t t é r a t u r e  e t  l e s  

p o s s i b i l i t é s  techniques l i é e s  à n o t r e  méthode d '  é tude.  

Dans le chromosome d'E. coZi 150 à 200 p a i r e s  de bases  de 

DNA s o n t  a s soc iées  à une molécule de chacune des p r o t é i n e s  HU 

e t  H l  (VARSHAVSKY e t  co11.,1976). Le rappor t  pondéral  p r o t é i n e  

HU-DNA in vivo s e r a i t  donc de l ' o r d r e  de 0.1, m a i s  le  s i g n a l  

dichroique du DNA é t a n t  beaucoup p lus  important  que c e l u i  de l a  

p r o t é i n e ,  il n ' e s t  pas techniquement p o s s i b l e  de t r a v a i l l e r  

avec un rappor t  protéine/DNA a u s s i  f a i b l e .  En e f f e t ,  pour ob- 

s e r v e r  une v a r i a t i o n  s i g n i f i c a t i v e  de l a  conformation de l a  

p r o t é i n e  il f a u t  une concent ra t ion  en p r o t é i n e  au moins é g a l e  

à 20 yg/ml t a n d i s  que l a  concent ra t ion  en  DNA ne peut  dépasser  

40 pg/ml. 

Précédemment ROWIERE-YANIV e t  c o l l .  (1977) o n t  observé 

que l a  condensation du plasmide SV40 pa r  l a  p ro té ine  HU est  

maximale avec un rappor t  pondéral  protéine/DNA égale  à 1. Ces 

r é s u l t a t s  peuvent &tre l i é s  à l ' o b s e r v a t i o n  que nous avons 

f a i t e  a u ' c h a p i t r e  I V  e t  q u i  s u g g é r a i t  que les f o r c e s  e n t r e  les 

p r o t é i n e s  nécessa i res  à l a  formation d 'un é d i f i c e  p ro té ique  

s u r  l e q u e l  i n t e r a g i r a i t  le  DNA ne peuvent s ' é t a b l i r  que s i  l a  

concent ra t ion  en  p r o t é i n e  e s t  s u f f i s a n t e .  D e  p l u s  des expé- 

r i e n c e s  e f f e c t u é e s  avec un rappor t  protéine-DNA de 0 .5 ,va leur  

s i t u é e  dans le p l a t e a u  obtenu avec l a  p r o t é i n e  HU (F igure  2 6 )  , 
nous o n t  donné des r é s u l t a t s  moins n e t s  que ceux obtenus avec 

un rappor t  é g a l  à 1.0. Nous avons donc c h o i s i  de r é a l i s e r  nos 

é tudes  u l t é r i e u r e s  avec un rappor t  protéine-DNA é g a l  à 1 . 0 .  



V - 2-3-2 Interaction DNA circulaire superhélicoïdal- 

protéine 

" CompCexe RNA & c W e  ~upehh2&coZdd-ptto$éine HU 1 

L'étude de l'interaction du plasmide pBR322 sous forme 

circulaire superhélicoïdale avec la protéine HU dlE.coli a été 

effectuée en mélangeant 40 yg de chacune des deux macromolécu- 

les. Les variations de l'éllipticité à 275 nm et du signal di- . 

chroïque à 222 nm du spectre différentiel en fonction de la for- 

ce ionique sont présentées respectivement dans les figures 27 

A et B. L'interaction entre la protéine HU et le DNA augmente 

progressivement avec la force ionique pour atteindre un maximum 

aux environs de 110 mM NaCl (Figure 27 A) .Simultanément nous ob- 

servons une augmentation de llhSlicité a de la protéine HU (tra- 

duite par l'augmentation du signal dichroique à 222 nm (Figure 

27 B). Ensuite lorsque la force ionique augmente l'interaction 

DNA-protéine diminue pour s'annuler à environ 350 mM. La transi- 

tion observée pour l'hélicité de la protéine est beaucoup plus 

nette et se produit à 250 rnM NaCl. 



FIGURE 27 INTERACTION DU PLASMIDE pBR322 SOUS FORME CIRCULAIRE 

SUPERHELICOÏDALE AVEC LA PROTEINE HU. 

A - E l l i p t i c i t é  à 275 nm en fonct ion  de l a  concentra- 
t i o n  en  NaCl. 

B - Signal  dichroique à 222 nm en fonct ion  de l a  fo r -  
ce  ionique. 

Nous n'avons pas indiqué d 'un i t é  c a r  l a  valeur  r é e l l e  en mm est 
mult ip l iée  par  un fac teur  a r b i t r a i r e .  



CampXexe PNA C i h W e  a u p e S t W c o C d d e - p ~ o 2 ~ e  HRm 

L e s  r é s u l t a t s  obtenus l o r s  de  l ' i n t e r a c t i o n  du pBR322 

avec l a  p ro té ine  HRm (40 pg de chacune des deux macromolécules) 

son t  p résen tés  dans l e s  f i g u r e s  2 8  A e t  B. 

Avec l a  p r o t é i n e  HRm l ' i n t e r a c t i o n  mesurée à 275 nm e s t  

maximale à 70 mM NaCl e t  s ' annu le  à 200 rnM NaCl. Comme dans le  

cas  de l a  p r o t é i n e  HU, l a  t r a n s i t i o n  observée pour l ' h é l i c i t é  

de l a  p ro té ine  HRm e s t  t r è s  n e t t e ,  e l l e  i n t e r v i e n t  à 150 mM 

NaCl. 

Les r é s u l t a t s  obtenus l o r s  de l ' é t u d e  de l ' i n t e r a c t i o n  du 

DNA c i r c u l a i r e  avec l e s  p r o t é i n e s  HU e t  HRm en présence de  NaCl 

permettent  de tirer l e s  conclusions su ivan tes  : 

- Lorsque les p r o t é i n e s  HU e t  HRm i n t e r a g i s s e n t  avec l e  DNA, 

l ' e l l i p t i c i t é  à 275 nm augmente d 'une même  va leur  ; l a  v a r i a t i o n  

2 de l ' e l l i p t i c i t é  e s t  de + 3000 deg. dmol-' cm . C e c i  i nd ique  que 

le changement de conformation du DNA provoqué p a r  l ' u n e  o u  l ' a u -  

tre de c e s  p r o t é i n e s  e s t  iden t ique .  Ainsi ,  bien que l e s  p r o t é i n e s  

HU e t  HRm a i e n t  une s t r u c t u r e  pr imaire  q u i  p résen te  de nombreuses 

d i f f é r e n c e s  ( l e  degré de s i m i l i t u d e  s t r u c t u r a l e  es t  de 5 2  p.100) , 
que l e u r  charge n e t t e  e t  l e u r  r é t e n t i o n  s u r  une colonne d e  DNA 

c e l l u l o s e  s o i e n t  d i f f é r e n t e s ,  e l l e s  o n t  une capac i t é  i d e n t i q u e  à 

"compacter" l e  DNA. Nos r é s u l t a t s  é t a y e n t  donc l ' hypo thèse  du 

r ô l e  des  p r o t é i n e s  de type HU dans l a  conformation du DNA. 



FIGURE: 28' INTERACTION DU PLASMIDE pBR322 SOUS FORME CIRCULAIRE: 

SUPERHELICOÏDALE AVEC LA PROTEINE H R ~ .  

A - E l l i p t i c i t é  à 275 nm en  fonct ion  de l a  concentra- 
t i o n  e n  N a C l .  

B - S i g n a l  dichrolque à 222  nm en f o n c t i o n  de l a  for-  
ce ionique. 

Nous n'avons pas indiqué d ' u n i t é  car  l a  valeur  r é e l l e  en  mm e s t  
mul t ip l i ée  par un fac teur  a r b i t r a i r e .  



- Les protéines HU et HRm subissent une modification de 
leur structure secondaire lorsqu'elles interagissent avec le 

DNA. On observe effectivement une augmentation de leur taux 

d'hélice a par rapport aux protéines prises isolément. 

- La modification simultanée de la conformation du DNA et 
de la protéine montre que nous sommes en présence d'une inte- 

raction vraie et non pas d'une simple association entre molé- 

cules. LIA0 et coll. (1981) ont observé que lors de l'interac- 

tion des sous-fractions de l'histone Hl avec le plasmide PM-2, 

la modification de la conformation du DNA en fonction de la 

force ionique suit une courbe parallèle à celle de la varia- 

tion de l'hélicité des protéines. Ces auteurs ont souligné 

l'importance pour l'histone d'acquérir une conformation conve- 

nable afin dtinteragir efficacement avec le DNA. Il en est pro- 

bablement de même pour les protéines HU et HRm. Une conforma- 

tion a hélicoïdale de sites d'interactions de protéines avec 

les acides nucléiques a déjà été décrite (ANDERSON et coll., 

1981). 

- La dissociation protéines-DNA observée par dichrofsme 
circulaire à 275 nm se produit à environ 300-350 mM NaCl pour 

la protéine HU et 200 mM NaCl pour la protéine HRm. Ces résul- 

tats sont en accord avec ceux obtenus par chromatographie d'af- 

finité sur DNA-cellulose puisque le complexe DNA-HU apparait 

plus stable que le complexe DNA-HRm. 



L ' i n t e r a c t i o n  du pBR322 avec l e s  p r o t é i n e s  HU e t  HRm a  

++ 
é t é  é t u d i é e  en  présence d 'un c a t i o n  d i v a l e n t ,  Mg . Dans ce 

cas  l e  complexe protéine-DNA e s t  d i s s o c i é  t r è s  v i t e .  En e f f e t  

dès  que l a  concent ra t ion  en ion  magnésium a t t e i n t  5 mM le  

s p e c t r e  d ' i n t e r a c t i o n  dev ien t  nu l .  La présence d 'un  ion  diva- 

l e n t  Mg'+ semble donc d e s t a b i l i s e r  t r è s  for tement  e t  t r è s  fa -  

c i lement  l e  complexe. 

IMBER e t  c o l l .  (1982) o n t  précédemment montré que l e  corn- 

p lexe  formé e n t r e  des  fragments de DNA du phage X e t  l a  p r o t é i -  

ne de type HU de BaciZZus g Z o b i g i i  s e  d i s s o c i e  dés  que l a  mola- 

r i t é  en MgC12 a t t e i n t  10 mM. 

V - 2-3-3 I n t e r a c t i o n  DNA l i n é a i r e - p r o t é i n e  

L 'étude de l ' i n t e r a c t i o n  des p r o t é i n e s  HU e t  HRm avec l e  

pBR322 l i n é a r i s é  a  é t é  e f f e c t u é e  en u t i l i s a n t  1 6  ug de chacune 

des macromolécules. Pour une r a i s o n  de rendement l o r s  de l a  li- 

n é a r i s a t i o n  du plasmide il ne nous a  pas é t é  p o s s i b l e  de tra- 

v a i l l e r  avec une q u a n t i t é  p l u s  é l evée  de ma té r i e l .  La v a r i a t i o n  

de l ' e l l i p t i c i t é  à 275 nm en fonc t ion  de l a  f o r c e  ionique e s t  

présentée  dans l a  f i g u r e  2 9 .  Dans ce cas  l a  v a l e u r  A [ O ]  à 

275 nm e s t  de 1000 deg. b o l - '  cm2 a l o r s  q u ' e l l e  é t a i t  de 3000 

deg. b o l - '  cm2 avec l e  DNA s u p e r h é l i c o l d a l .  L a  "compaction" 



-+- Protéine HU - Protéine HRm 

FIGURE 29 INTERACTION DES PROTEINES HU ET HRm AVEC 

LE PLASMIDE pBR322 LINEARISE. 



du DNA l i n é a i r e  e s t  donc beaucoup p l u s  f a i b l e  que c e l l e  du 

DNA c i r c u l a i r e  superhé l i co ïda l .  

fies complexes commencent à se d i s s o c i e r  à 70 mM N a C l .  

D e  p l u s  l e s  s p e c t r e s  d ' i n t e r a c t i o n  des deux p ro té ines  avec l e  

DNA l i n é a r i s é  s o n t  par fa i tement  superposables ,  ce  qui  n ' e s t  

pas l e  cas  lorsque  ces  deux p r o t é i n e s  forment un complexe avec 

l e  DNA c i r c u l a i r e .  Lors de l ' i n t e r a c t i o n  des p r o t é i n e s  de type 

HU avec l e  DNA l i n é a r i s é ,  il y a  donc une t r è s  n e t t e  diminut ion 

de l a  "compaction" du DNA e t  u n e ' p e r t e  d ' a f f i n i t é  e t  de spéci-  

f i c i t é  des p r o t é i n e s  pour le  DNA. L ' e x p l o i t a t i o n  des r é s u l t a t s  

obtenus à 222 nm e s t  beaucoup p l u s  d é l i c a t e ,  c e c i  e s t  l i é  à l a  

f a i b l e  q u a n t i t é  de m a t é r i e l  u t i l i s é e .  On peu t  d i r e  que l o r s  de 

c e t t e  i n t e r a c t i o n  l ' h é l i c i t é  des deux p ro té ines  augmente mais 

il e s t  t r è s  d i f f i c i l e  d ' a f f i r m e r  q u ' e l l e  augmente moins que 

dans l e  cas  du DNA c i r c u l a i r e .  

L a  chromatographie d'  af  f  i n i t é  s u r  colonne de DNA-cellulose 

nous a  permis de montrer que l a  p r o t é i n e  HRm p résen te  une a f f i -  

n i t é  p r é f é r e n t i e l l e  pour le DNA procaryot ique t a n d i s  que l a  

p r o t é i n e  HU ne p résen te  pas de s p é c i f i c i t é  pour l e  DNA procaryo- 

t i q u e  ou eucaryot ique.  D 'aut re  p a r t ,  l a  p r o t é i n e  HU e s t  ne t t e -  

ment mieux re tenue  que l a  p r o t é i n e  HRm s u r  une colonne de  DNA- 

c e l l u l o s e .  



Le dichroïsme c i r c u l a i r e  nous a  f o u r n i  d ' i n t é r e s s a n t e s  

informations s u r  l ' i n t e r a c t i o n  des p r o t é i n e s  HU e t  HRm avec 

l e  plasmide pBR322. L e s  deux p r o t é i n e s  modif ient  avec l a  m é m e  

e f f i c a c i t é  l a  conformation du DNA c i r c u l a i r e .  

L ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  le plasmide e t  les p ro té ines  s ' accom- 

pagne d'une augmentation de l ' h é l i c i t é  des p ro té ines .  C e  chan- 

gement de conformation semble ê t r e  une condi t ion  p r é a l a b l e  à 

l a  formation du complexe. 

L ' i n t e r a c t i o n  des p ro té ines  HU e t  HRm e s t  beaucoup p lus  

f o r t e  avec l e  plasmide sous forme superhé l i co Ida le  qu 'avec le 

plasmide l i n é a r i s é .  
y 

Les p r o t é i n e s  HU e t  HRm forment avec l e  DNA superhé l i co ï -  

da1 des complexes qu i  ne p résen ten t  pas l a  mGme s t a b i l i t é  ; l a  

s t a b i l i t é  e s t  me i l l eu re  avec l a  p r o t é i n e  HU. 



CONCLUS 1 ON 

Nous avons i s o l é  e t  c a r a c t é r i s é  l e s  p ro té ines  de type 

HU de cinq b a c t é r i e s  de l a  f ami l l e  Rhizobiaceae : R.meZiZoti, 

R. Zeguminosarum (souches L18 e t  L53) , R .  japonicum e t  fi. tume,- 
faciens. Ces p ro té ines  s o n t  appelées  respectivement HRm, HR118, 

HR153, H R j  e t  H A t .  

La séquence en ac ides  aminés des p r o t é i n e s  HRm, HR118, 

HR153 e t  H A t  a é t é  déterminée.  

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  physico-chimiques e t  immunologiques 

a i n s i  que l a  parenté  phylogénétique de ces  p ro té ines  r e f l è t e n t  

parfai tement  l a  p o s i t i o n  des b a c t é r i e s  dans le dendrogramme des 

Rhizobiaceae. 

L a  s t r u c t u r e  secondaire  des p ro té ines  HU e t  HRm a  é t é  

é tud iée  dans d i f f é r e n t e s  condi t ions  de température e t  de fo rce  

ionique.  Ces é tudes  o n t  montré que ces  p r o t é i n e s  ne s o n t  pas 

thermostables e t  que l e u r  s t r u c t u r e  secondaire  v a r i e  de  façon 

s i g n i f i c a t i v e  avec l a  f o r c e  ionique.  

L ' i n t e r a c t i o n  des p ro té ines  HU e t  HRm avec l e  DNA a é t é  

é tud iée  pa r  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  colonne de DNA-cel- 

l u l o s e  e t  dichroïsme c i r c u l a i r e .  Bien que ces  deux p r o t é i n e s  

n ' a i e n t  pas l a  même a f f i n i t é  pour le DNA e l l e s  modif ien t  avec 

l a  même e f f i c a c i t é  l a  conformation du DNA. L ' i n t e r a c t i o n  des 

p r o t é i n e s  HU e t  HRm est  beaucoup p l u s  f o r t e  avec un plasmide 

sous forme superhé l i co ïda le  qu 'avec un plasmide l i n é a r i s é .  L e s  

r é s u l t a t s  confor t en t  1 'hypothèse se lon  l a q u e l l e  l e s  p r o t é i n e s  

de type HU o n t  un rô.le s u r  l a  conformation du DNA. 
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1 - SOUCHES BACTERIENNES 

Nous avons choisi pour notre étude quatre souches de 

Rhizobium, une souche dlAgrobacterium tumefaciens et deux 

souches dlEscherichia coZi. Il s'agit de Rhizobium meZiZoti 

souche 2011 Str3, Rhizobium Zeguminosarum souche L18 et L53, 

Rhizobium japonicum souche 55 ( à  croissance lente), Agrobac- 

terium tumefaciens souche AB6 et Escherichia coZi souche 

W3350 et HBlOl (possédant le plasmide pBR322). 

Toutes les souches de Rhizobium utilisées sont capables 

de noduler leurs plantes hates et sont efficientes. 

Les caractéristiques et origines de ces souches sont 

présentées dans le tableau VIII. 

II - MILIEUX DE CULTURE 

II - 1 Tampon exempt d'azote RN- 

MgS04, 7 H20 

K2HP04 

Eau distillée, q.s.p. 

pH 7.2 à 7.5 

0.2 g 

0.5 g 

1 litre 

La stérilisation se fait à 120°C pendant 20 minutes. 

Nous avons employé ce tampon dépourvu d'azote pour laver la 

culture de Rhizobium avant l'inoculation dans le milieu de 

NICOL et THORNTON (voir II - 4). 





II - 2  Mil ieu complet RC 

L e s  c u l t u r e s  e t  l a  conserva t ion  des souches de Rhizobium 

e t  dtAgrobacterium s o n t  r é a l i s é e s  s u r  l e  m i l i e u  complet RC de 

composition : 

K2HP04 1 !3 

MgS04, 7 H 2 0  0 .2  g 

E x t r a i t  de l evure  Difco 1 g 

Eau d i s t i l l é e ,  q .s .p .  . 1  l i t r e  ' 

pH 7 .2  à 7 .5  

L e  m i l i e u  est  s t é r i l i s é  à l ' a u t o c l a v e  à 1 2 0 ° c  pendant 

2 0  minutes.  La source  de carbone (g lucose)  est add i t ionnée  de 

façon à a v o i r  une concen t ra t ion  de 1 p.100 ; c e l l e - c i  es t  préa- 

lablement s t é r i l i s é e  à 105OC pendant 30  minutes. Le m i l i e u  e s t  

éventuel lement  gé losé  (RCG) à l ' a i d e  de Bacto Agar (Difco)  à 

l a  concen t ra t ion  de  1 5  g / l .  

II - 3 Mil ieu  TY (Tryptone-yeast)  

Bactotryptone Difco 5  g 

E x t r a i t  de l evure  Difco 3 g 

CaC12, 6 H 2 0  1.3 g 

Eau d i s t i l l é e ,  q.s.p. 1 l i t r e  

pH 7 .2  à 7 .5  

L e  m i l i e u  es t  s t é r i l i s é  à 120°C durant  20 minutes.  Le  



g lucose  es t  a d d i t i o n n é  a p r è s  s t é r i l i s a t i o n  à une concent ra -  

t i o n  de  10 g / l i t r e .  l 

Ce m i l i e u  es t  u t i l i s é  pour l a  p r é c u l t u r e  e t  c u l t u r e  des  
1 

souches de Rhizobium e t  Agrobactsriurn en fe rmenteur .  1 

II - 4 Mi l i eu  N T  de  NICOL e t  THORNTON 

C e  m i l i e u  es t  u t i l i s é  pour l a  c u l t u r e  des  légumineuses.  

I l  est  composé de : 

Ca3  (PO4) 2 2 g 

FeC13 1 m l  d ' une  s o l u t i o n  mère à 10 g / l  

Eau du r o b i n e t ,  q .s .p .  1 l i t r e  PH 7 

La s t é r i l i s a t i o n  du m i l i e u  se f a i t  à 1 0 5 ' ~  pendant  30 

minutes  a p r è s  a v o i r  é t é  r é p a r t i  e n  t ubes .  

II - 5 Mi l ieu  r i c h e  de LURIA 

L a  composi t ion est  l a  s u i v a n t e  : 

N a C l  10 g 

Tryptone 10 g 

E x t r a i t  de l e v u r e  Di fco  5 g 

Eau d i s t i l l é e ,  q.s .p.  1 l i t r e  pH 7.3  - 7.4 



Le m i l i e u  est  s t é r i l i s é  à 120°C pendant 20 minutes .  C e  

m i l i e u  éventuel lement  g é l o s é  à 15 g / l i t r e  de Bacto Agar (Di fco)  

es t  u t i l i s é  pour l a  c u l t u r e  de E s c h e r i c h i a  coZ i  HB101. 

II - 6  Mi l ieu  63B1 

Glucose 

E x t r a i t  de l e v u r e  

Hydrolysat  de  c a s é i n e  

Eau d i s t i l l é e ,  q .s .p .  

1 53 

0.3 g 

1 l i t r e  pH 7.4 

La s t é r i l i s a t i o n  se f a i t  à 120°C pendant  20 minutes .  C e  

m i l i e u  est u t i l i s é  pour l a  c u l t u r e  en  fe rmenteur  de E s c h e r i c h i a  

coZ i  souche W3350. 

III - CULTURE EN MASSE DES BACTERIES 

L e s  biomasses de  b a c t é r i e s  : Rhizobium, Agrobacter ium 

e t  E s c h e r i c h i a  coZ i  souche W3350 s o n t  e f f e c t u é e s  en fermen- 

t e u r  B i o l a f i t t e  de  20 l i t res  (volume u t i l e  1 4  l i t r e s )  dans  les 

c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  c,i-dessous . 



III - 1 Biomasse de Rhizobium e t  Agrobacter ium 

Milieu de fermentat ion : m i l i e u  de TY glucosé 

Paramètres de l a  fermentat ion : 

Agita t ion  : 300 tours/minute 

Aération : 3 l/minute 

pH : r é g u l a t i o n  à 7.2 avec KOH 3N ou H3P04 3N 

Température : 30°c 

Durée de l a  fermentat ion : l a  c ro i s sance  e s t  s u i v i e  

p a r  mesure de l a  d e n s i t é  opt ique à 600 nm. La c u l t u r e  es t  a r -  

r é t é e  en f i n  de phase exponen t i e l l e  e t  l e s  c e l l u l e s  s o n t  récu- 

pérées  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en cont inu.  

III - 2 Biomasse de E s c h e r i c h i a  c o Z i  souche W3350 i 
l 

Milieu de fermentat ion : m i l i e u  63B1 

Paramètres de l a  fermentat ion : 

Agi ta t ion  : 400 à 800 tours/minute 

Aération : 4 à 7 l/minute 

' ~ ~ a * :  450 à 2500 mM 02/h . l  

Température : 37OC 

Le p H  n ' e s t  pas s t a b i l i s é  e t  v a r i e  de 7.4 à 6 .5  

Durée de  la fermentat ion : après  8 heures  de c r o i s -  

sance en f i n  de phase exponen t i e l l e ,  l e s  c e l l u l e s  sont  récu- 

ps rées  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  cont inu.  

-- - 

Kla*= c o e f f i c i e n t  d '  absorpt ion volumétrique de 1 'oxyggne. 



I V  - TESTS DE NODULATION IïV V I T R O  (INFECTIVITE) 

L ' i n f e c t i v i t é  r ep résen te  l a  capac i t é  des b a c t é r i e s  du 

genre R h i z o b i u m  d ' i n f e c t e r  l e s  r a c i n e s  de c e r t a i n e s  légumi- 

neuses e t  d ' y  provoquer l ' a p p a r i t i o n  des nodules. C e  carac-  

+ t è r e  s e  note  Nod ; il se d i f f é r e n c i e  d i f f i c i l e m e n t  de l a  

s p é c i f i c i t é  d 'hô te .  ~ 

I V  - 1 S t é r i l i s a t i o n  des g r a i n e s  ( luze rne ,  p e t i t  p o i s , s o j a )  

L e s  g ra ines  s o n t  t r i é e s  e t  r é p a r t i e s  dans une b o i t e  de 

P e t r i  contenant  une g o u t t e  de dé te rgen t  (Teepol ) .  On recouvre 

les g ra ines  de 2 0  m l  de ch lo ru re  mercurique à 2.5 g / l i t r e .  

Après 5 minutes d ' a g i t a t i o n ,  le  d é s i n f e c t a n t  est  é l iminé  par  

p l u s i e u r s  r inçages  à L'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e .  

I V  - 2 Germination des g ra ines  

La technique de m i s e  en c u l t u r e  v a r i e  en fonc t ion  de 

t a i l l e  des  g ra ines .  

Pour les g r a i n e s  de luzerne  on dépose s t é r i l e m e n t  une 

v ing ta ine  de g r a i n e s  p a r  b o i t e  s u r  un mi l ieu  r i c h e  (RCG gluco- 

s é ,  v o i r  II - 2 )  a f i n  de c o n t r d l e r  l a  s t é r i l i t é  e t  l a  germina- 

t i o n .  La prégermination dure 2 à 4 jours  à 30'~. L a  r a c i n e  a t -  

t e i n t  a l o r s  1 à 2 cm de longueur. 



Pour les g ra ines  de p e t i t  po i s  e t  de s o j a ,  des b o i t e s  

de P e t r i  en v e r r e  (diamètre  1 4 0  mm) s o n t  t a p i s s é e s ' d ' u n e  cou- 

che de coton hydrophile de 5 mm d ' épa i s seur  envi ron ,  el le-  

même recouverte  d 'un disque de pap ie r  f i l t r e .  L'ensemble e s t  

imbibé de 100 m l  d 'eau  du rob ine t .  Après emballage dans un 

papier  k r a f t  e t  d'aluminium, les b o i t e s  son t  au toc lavées  à 

120°C pendant 20 minutes. Sept  g ra ines  dés in fec tées  s o n t  a- 

l o r s  déposées s t é r i l e m e n t  dans ces  b o i t e s  e t  p lacées  pendant 

des pér iodes  v a r i a n t  de 4 8  heures à 7 2  heures dans une é tuve  

dont  l a  température est  r é g l é e  à 30°C. 

I V  - 3 Inocula t ion  e t  c u l t u r e  des p l a n t u l e s  

Pour les p e t i t e s  g r a i n e s  ( luze rne )  l e s  p l a n t u l e s  dont  

l e s  r a c i n e s  o n t  a t t e i n t  1 à 2 cm s o n t  immergées pendant 3 

heures dans une suspension bac tér ienne  concentrée préa lable-  

ment cen t r i fugée  e t  lavée  dans l e  tampon RN-(vo i r  p a r t i e  

technique II - l ) ( c u l t u r e  en phase exponen t i e l l e  de c r o i s -  

sance) . 
L e s  p l a n t u l e s  s o n t  p lacées  s t é r i l e m e n t  s u r  l e  suppor t  

dans le  tube à r a i s o n  d'une plantuLe p a r  tube.  L ' incubat ion  

s ' e f f e c t u e  dans les condi t ions  su ivan tes  : 16 heures  d ' é c l a i -  

rage,  8 heures  d ' o b s c u r i t é  à l a  température de 26OC. 

Pour l e s  grosses  g ra ines  ( p e t i t  p o i s ,  s o j a )  l a  c u l t u r e  

bac té r i enne  e s t  cen t r i fugée ,  lavée  par  du tampon RN- e t  remi- 

s e  en suspension dans le méme * tampon. C e t t e  suspension bac té-  

r ienne  est  a jou tée  directement  au mi l i eu  de NICOL e t  THORNTON 

dans les r é c i p i e n t s  de c u l t u r e  d é c r i t s  c i -après .  



Les plantules sont mises en culture dans un pot en ma- 

tière plastique stérile de 200 ml rempli stérilement de mi- 

lieu de NICOL et THORNTON. Le couvercle est alors placé à 

l'aide d'un emporte-pièce stérilisé à la flamme. La plantule 

est déposée sur le couvercle, la racine plongeant dans le 

milieu. Un second récipient en plastique transparent est pla- 

cé sur le premier. La culture s 'effectue dans les mêmes con- 

ditions que précédemment. 

V - EFFICIENCE 

Qualité de l'association Rhizobium-Légumineuse qui 

aboutit à la fixation d'azote moléculaire, ce caractère se 

+ note Fix . L'utilisation de la réduction de 1 'acétylène en 
éthylène a été employée pour mesurer l'efficience (activité 

d'azote fixé) . 

V - 1 Principe de la méthode 

DILWORTH (1966) et SCHOLLHORN et coll. (1967) ont mon- 

tré que l'acétylène était réduit en éthylène par le système 

de la nitrogènase chez CZostridium pasteurianum. 

La nitrogènase est l'enzyme qui catalyse la fixation 

d'azote ou la réduction assimilatrice d'azote. La réaction 

peut étre schématisée de la façon suivante : 



Cet enzyme es t  peu spéc i f ique  : il peut  t r a n s f é r e r  des  

é l e c t r o n s  aux s u b s t r a t s  homologues au N 2  comme l a  C2H2,  N 2 0 ,  

HCN e t c . . . .  

La réduct ion  de l ' a c é t y l è n e  e s t  r é a l i s é e  su ivan t  l a  

r é a c t i o n  : 

E l l e  correspond au t r a n s f e r t  de deux é l e c t r o n s  p a r  mo- 

l é c u l e  d ' é thy lène  formée, a l o r s  q u ' i l  f a u t  s i x  é l e c t r o n s  pour 

r é d u i r e  une molécule d ' a z o t e .  

La f i x a t i o n  d'une molécule d ' a z o t e  e s t  r é a l i s é e  de l a  

même façon que l a  formation de t r o i s  molécules d ' é thy lène  à 

p a r t i r  d ' acé ty lène .  En se basan t  s u r  c e t t e  ana logie ,  on en- 

p l o i e  l a  méthode à 1' acé ty lène  pour mesurer l ' a c t i v i t é  n i t r o -  

génasique. 

V - 2 Conditions expérimentales  

Ce t t e  opéra t ion  se f a i t  s u r  un chromatographe In te r smat  

I . G . C . 1 1 2  F.L. s e l o n  les condi t ions  su ivan tes  : 

Gaz vec teur  : N2 

Température du f o u r  : 50°c 

Température d ' i n j e c t i o n  : 70°c 

Température du d é t e c t e u r  : 115°C 

Détecteur : à i o n i s a t i o n  de flamme 

La colonne e n  a c i e r  inoxydable,  de 2 mètres de longueur,  

e t  de 0.31 cm de diamètre ,  e s t  remplie de s p h é r o s i l  XoBo 75.  



V - 3 Technique de dosage 

Quand les plantules sont bien développées (2 à 3 mois), 

elles sont lavées avec de l'eau distillée, sont mises dans un 

flacon de 150 ml fermé hermétiquement. On prélève d'abord à 

1' aide d'une seringue à travers le bouchon de caoutchouc, 

17 ml d'air du flacon que l'on remplace par 15 ml d'acétylène 

soit 10 p.100 (v/v) et 2 ml de propane dilué 100 fois par 

1 ' air (témoin interne) de' façon à avoir approximativement 1.27 

y moles. Le flacon est ensuite homogénéisé par agitation ma- 

nuelle. L'incubation se fait à l'étuve à 30°c. La mesure d'acé- 

tylène réduit est effectuée à différents temps (0,3,6,24 heures) 

par injection de 50 y1 dans le chromatographe en phase gazeuse, 

jusqu'à ce que la courbe de la formation d'éthylène atteigne 

un plateau. 

V - 4 Calcul de la quantité d'éthylène produite (AQ) 

La formule appliquée pour déterminer la quantité d'éthy- 

lène formée dans le flacon est la suivante : 

H, (c,H,) éthylène 

Tels que : Q = Nombre de moles de C2H4 produites 

C = Nombre de moles de C3H8 injectées 



oii 

K = C o e f f i c i e n t  de p r o p o r t i o n a l i t é  é t a b l i  à par- 

t i r  d 'un mélange en propor t ions  égales  (v/v) 

de C3H8 e t  C2H4 dans l ' a i r .  

(Dans n o t r e  expérience : 

Hauteur de p i c  C,H, 
-I U K = = 1.5) 

Hauteur de p i c  C2H4 

Hl = Hauteur de p i c  de C2H4 

H2  = Hauteur de p i c  de C3H8 

Q6 = Nombre de moles de C2H4 p rodu i t e s  au temps 

T 6 heures  

Qo = Nombre de moles de C3H8 p rodu i t e s  au temps 

T O heure 

V - 5 Détermination du poids s e c  de l a  p l a n t u l e  

Après mesure de l ' a c t i v i t é  n i t rogénas ique ,  l e s  p l a n t u l e s  

s o n t  m i s e s  dans une capsule  b ien  sèche de poids connu. E l l e s  

s o n t  p lacées  à l ' é t u v e  à 80°C pendant 16 heures ,  puis  pesées 

pour a v o i r  l e  poids  s e c  correspondant.  Pour chaque détermina- 

t i o n  du poids sec, nous avons p r i s  l a  moyenne de 8 p l a n t u l e s .  



V I  EXTRACTION ET PURIFICATION DU DNA BACTERIEN 

Le DNA de R.rneZiZoti e t  de E.coZi  a é t é  préparé p a r  l a  

méthode de K I N  I C H I R O  MIURA ( 1 9 6 7 ) .  Ce t t e  méthode permet l ' e x -  l 

t r a c t i o n  de DNA s u r  des  c u l o t s  b a c t é r i e n s  de 3 à 100 grammes ; 

e l l e  a é t é  légèrement modifiée p a r  nous-mêmes. Toutes les va- l 

l e u r s  sont  données pour 6 grammes de c e l l u l e s .  ~ 

Les c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  en mi l ieu  TY pour ~ . ' r n e Z i Z o t i  ou 
1 

mil ieu  63B1 pour E.coZi  s o n t  cen t r i fugées  à 1630 g pendant 15 

minutes à   OC. Pour l e  lavage l e  c u l o t  es t  remis en suspension 

dans du tampon (NaCl 0.15 M ,  EDTA 0.1 M ,  pH 8) pu i s  à nouveau 

soumis à une c e n t r i f u g a t i o n .  Le c u l o t  f i n a l  e s t  r e p r i s  dans 

10 f o i s  son poids du même tampon. 

Pour 6 grammes de c e l l u l e s ,  on d i s s o u t  12 mg de lysozyme 

(Sigma) dans 6 m l  de tampon EDTA 0 . 1  M t  NaCl 0.15 M ,  pH 8 ; l e  

mélange cellules-lysozyme est homogénéisé à 3 7 ' ~  pendant 30 

minutes dans une f i o l e  à c o l  rodé (on prolonge le temps s i  l a  

l y s e  e s t  incomplète) .  Cet te  l y s e  est complétée p a r  des  congé- 

la t ions-décongéla t ions  success ives  : le l y s a t  p lacé  dans un 

po t  en a c i e r  inoxydable e s t  congelé rapidement dans un b a i n  

d ' a z o t e  l i q u i d e ,  il est  décongelé jusqu 'à  l i q u é f a c t i o n  t o t a l e  

dans un bain-marie a 60°C. Ce t t e  opéra t ion  e s t  r épé tée  t r o i s  

f o i s .  

Après l a  d e r n i è r e  décongélat ion,  l e  mélange e s t  complété 

pa r  50 m l  de  tampon "Tris-SDS" (Tris-hydroxyméthyl-aminométhane 

0.1 M ,  SDS 1 p.100, NaCl O . i  M t  pH 9 ) .  Après homogénéisation 



(avec une bague t t e  de v e r r e ) ,  l e  l y s a t  est  p lacé  30 minutes 

à 60°C, s i  l a  l y s e  es t  incomplète une nouvel le  congélation-dé- 

congéla t ion  es t  p ra t iquée .  

L e  mélange, après  a d d i t i o n  d 'un  volume de phénol s a t u r é  

de tampon Tris-SDS (400 m l  de  Tris-SDS dans 1 l i t r e  de phénol 

l i q u é f i é )  est  d é p r o t é i n i s é  p a r  a g i t a t i o n  dans un erlenmeyer,  

fermé p a r  un bouchon rodé,  pendant 20 minutes dans un b a i n  de 

g l ace .  Après une c e n t r i f u g a t i o n  de 15 minutes à 1800 g  t r o i s  

phases ' s o n t  observées  : 

- phase s u p é r i e u r e  aqueuse 

- phase i n t e r m é d i a i r e  

- phase i n f é r i e u r e  organique 

La phase aqueuse es t  récupérée  e t  déba r ra s sée  des  d é b r i s  

r e s t a n t s  pa r  c e n t r i f u g a t i o n  à 16300 g 20 minutes à 4OC. Le 

DNA du surnageant  est  p r é c i p i t é  p a r  deux volumes d ' a l c o o l  éthy- 

l i q u e  pur  (-20°C). L e s  f i b r e s  de DNA récupérées  au tour  d 'une  

t i g e  de v e r r e  s o n t  r e d i s s o u t e s  dans du tampon SSC d i l u é  au 

1/10e (20 à 40 m l  -pour 6 g  de c e l l u l e s )  du ran t  une douzaine 

d 'heu res  à 4 5 ' ~ .  C e t t e  s o l u t i o n  es t  t r a x t é e  37OC p a r  l a  r ibo-  

nuc léase  A (30 yg/ml d i s s o u t e  dans NaCl 0.15M pH 5) pendant 

30 minutes.  Une nouvel le  d é p r o t é i n i s a t i o n  dans un volume de 

phénol es t  e f f e c t u é e  e t ,  comme précédemment, le  su rnagean t  e s t  

récupéré  ap rès  c e n t r i f u g a t i o n .  L e  DNA est  p r é c i p i t é  p a r  deux 

volumes d ' a l c o o l  é thy l ique  p u r  (-20°c) e t  r e d i s s o u s  dans du 

SSC d i l u é  au 1/10e (20 m l  pour 6  g  de c e l l u l e s )  pendant 1 2  

heures  a 45OC. 



La s o l u t i o n  f i n a l e  e s t  jugée d'une' pu re té  s a t i s f a i s a n t e  

s i  les rappor t s  d'absorbante A260nm/A280nm et A260nm/A23~nm 

s o n t  égaux ou supér i eu r s  à 1.8.  L ' échan t i l lon  peu t  é t r e  conser- 

vé p l u s i e u r s  mois à 4OC en présence de quelques gou t t e s  de 

chloroforme. 

V I 1  - PREPARATION DU PLASMIDE 

Cet te  méthode de p répara t ion  a  é t é  d é c r i t e  par  BETLACH 

e t  c o l l .  (1976).  E l l e  e s t  u t i l i s é e  pour p répare r  des plasmides 

de p e t i t e  t a i l l e  ( <  25 k-b.) ampl i f i ab les  chez E . c o Z i  ( P ~ ~ 3 2 2 )  . 
La souche H B l O l  de E .  c o Z i  contenant l e  plasmide PBR322 

à préparer  est  c u l t i v é e  duran t  15 heures  dans 5  m l  de m i l i e u  

de LURIA avec 1' (ou l e s )  a n t i b i o t i q u e  (s)  correspondant à l a  

(aux) r é s i s t a n c e  (s)  con£ é rée  (s) pa r  l e  plasmide. 

1 m l  de c e t t e  p r é c u l t u r e  s e r t  à i nocu le r  200 m l  de mi l i eu  

de LURIA s é l e c t i f  (maint ien de l a  p ress ion  de s é l e c t i o n )  . La 

'c ro issance  de l a  c u l t u r e  bac té r i enne  est  s u i v i e  p a r  mesure de 

l a  d e n s i t é  opt ique (D.O. )  à 600 nm. Lorsqu ' e l l e  a t t e i n t  l a  va- 

l e u r  de 0.8, du chloramphénicol ( s o l u t i o n  mère : 150 mg/ml 

dans l ' é t h a n o l  100 p.100) e s t  a j o u t é  jusqu'à l a  concent ra t ion  

f i n a l e  de 170 à 200 pg/ml. L ' incubat ion dure 12 (ou 15) heures  

à 30°c sous a g i t a t i o n  l e n t e .  L e  chloramphénicol est un a n t i -  1 
b i o t i q u e  q u i  bloque l e s  synthèses  pro té iques  nécessa i res  à l a  

d i v i s i o n  de l a  b a c t é r i e  e t  à l ' i n i t i a t i o n  de l a  r e p l i c a t i o n  

du chromosome (CLEWELL, 1972) . 



L e s  b a c t é r i e s  s o n t  r écupé rées  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  ( 4 O C ,  

8000 t /15  min) e t  remises en suspens ion  dans  3  m l  de tampon ST 

( T r i s - H C 1  50 mM - Saccharose  25 p.100, pH 8 ) .  Pour l a  l y s e  

1 m l  d 'une s o l u t i o n  de  lysozyme à 10 mg/ml dans du T r i s - H C 1  

50 mM, pH 8 est  a j o u t é  ; une a g i t a t i o n  l e n t e  d u r a n t  5  minutes  

dans l a  g l a c e  provoque l ' h y d r o l y s e  de l a  p a r o i  b a c t é r i e n n e .  L a  

l y s e  complète es t  obtenue e n  a j o u t a n t  5  m l  d 'une s o l u t i o n  de  

T r i t o n  X 100 con tenan t  pour 100 m l ,  1 m l  de  T r i t o n  X 100 à 

1 0  p.100, 12 , s  m l  d'EDTA 200 mM;5 m l  de Tris-HC1 l M ,  pH 8. 

Lorsque le l i q u i d e  d e v i e n t  v isqueux l ' o p é r a t i o n  e s t  t e rminée .  

On c e n t r i f u g e  e n s u i t e  (Rotor  Beckman SW50-1, 4OC, 25000 

t/min 1 heure  ou r o t o r  SW27, t u b e s  de po lycarbona te   OC, 22000 

t/min 1 h e u r e ) .  Pour 0.95 m l  de  su rnagean t ,  on a j o u t e  1 g  de  

C s C l  e t  50 p l  d 'une  s o l u t i o n  de bromure d ' é th id ium à 1 mg/ml 

dans l ' e a u .  Après c e n t r i f u g a t i o n  d u r a n t  48 heures  ( r o t o r  50Ti ,  

10°C, 38000 t/min) l a  bande i n f é r i e u r e  de  n a t u r e  plasmidique 

es t  p ré l evée  à l a  p i p e t t e  automat ique a p r è s  é l i m i n a t i o n  de  l a  

bande s u p é r i e u r e .  L e  bromure d ' é t h i d i u m  e s t  - e x t r a i t  e n  a jou-  

t a n t  p l u s i e u r s  f o i s  1 volume d ' i s o p r o p a n o l  s a t u r é  e n  tampon TE 

( T r i s  10 mM - EDTA 1 mM, pH 8)  e t  e n  C s C l  jusqu 'à  d i s p a r i t i o n  

complète de l a  f l u o r e s c e n c e  de  l a  phase aqueuse e n  U.V. (302 nm). 

Après d i a l y s e  d u r a n t  12 heures  c o n t r e  du tampon TES ( T r i s  10 mM, 

EDTA 1 mM, N a C l  5 mM, pH 7.4 à 4OC) on mesure l a  d e n s i t é  o p t i -  

que à 260 nm e t  280 nm pour é v a l u e r  l a  p u r e t é  e t  l a  concent ra -  

t i o n  de  l ' A D N  plasmidique obtenu.  



VI11 - ELECTROPHORESE E N  GEL DIAGAROSE 

L 'é lec t rophorèse  e s t  r é a l i s é e  horizontalement ( l /L/e  : 

10cm/21cm/0.8cm - Biorad e l e c t r o p h o r e s i s  ce11 1415) ou ver t i -  

calement (14cm/16cm/0.3cm - Biorad protean c e l l )  . 
Un g e l  d 'agarose  (Sigma, grade 1 - I B F  indubiose A37NA) 

à 0.8 p.100 e s t  préparé dans l e  tampon d ' é l ec t rophorèse  TBE 

( T r i s  89 mM, EDTA 2.5 mM, Borate 89 mM, pH 8.3) . L a  concentra- 

t i o n  du g e l  u t i l i s é e  par  l e s  au teurs  v a r i e  de 0.7 à 0.9 p.100 

en agarose (CASSE e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 9 ;  JOHNSON e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 7 ;  PARKER 

e t  c o l l . ,  1 9 7 7 )  . Le tampon d ' é l ec t rophorèse  permet d ' o b t e n i r  un 

champ é l e c t r i q u e  é levé  ( j u s q u ' à  1 0  V/cm) sans  provoquer d 'é-  

chauffement e x c e s s i f  ou l 'effondrement  du g e l  (MEYERS e t  c o l l . ,  

1976).  L e s  g e l s  s o n t  néanmoins r é f r i g é r é s  à 18OC pendant l a  

durée de 1' é lec t rophorèse .  

La v i s u a l i s a t i o n  des bandes plasmidiques s ' e f f e c t u e  par  

l e  bromure d 'é thidium s o i t  incorporé  directement  dans le  g e l  

d 'agarose (q.s.p.0.5 vg/ml), s o i t  p l acé  dans un b a i n  (q . s .p .  

0.5 pg/ml) dans l e q u e l  e s t  immergé l e  g e l  après  é l ec t rophorèse  

(45 minutes) .  C e  co lo ran t  e s t  l e  p l u s  u t i l i s é  pour rBvéler  l e s  

ac ides  nucléiques en g r a d i e n t  de C s C l  (CURRIER e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 6 ;  

MEYERS e t  c o l l . ,  1976) a i n s i  qu 'en é lec t rophorèse  (CASSE e t  

~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 9 ;  JOHNSON e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 7 ;  PARKER e t  ~ 0 1 1 . ~ 1 9 7 7 ) .  Le 

bromure d 'é thidium s ' i n t e r c a l e  e n t r e  l e s  p a i r e s  de bases  de 

l ' A D N  e t  donne une f luorescence  en u l t r a v i o l e t  à 302 nm. 

L e s  g e l s  p lacés  s u r  le t r a n s i l l u m i n a t e u r  s o n t  photogra- 

phiés  au moyen d 'un a p p a r e i l  muni d 'une combinaison de f i l t r e s  

couleur  Po la ro ïd  MP10. 



I X  - PREPARATION DES PROTEINES DE TYPE HU 

Les p ro té ines  de type HU s o n t  préparées  à p a r t i r  d 'un 

e x t r a i t  b a c t é r i e n  pa r  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  une co- 

lonne de DNA-cellulose . 
Nous exposerons successivement l a  p répara t ion  de l ' e x -  

t r a i t  b a c t é r i e n  p u i s  l a  méthode de chromatographie s u r  colonne 

de DNA-ce l l u l o s e  , 

I X  - 1 Prépara t ion  de l ' e x t r a i t  b a c t é r i e n  

L e s  b a c t é r i e s  (50 g)  s o n t  homogénéisées pendant 3 minutes 

dans 200 m l  de tampon T-1700 contenant du 2-mercaptoéthanol 1 ra, 

à l ' a i d e  d'un homogénéiseur Waring Blendor. L e  tampon T est un 

tampon Tris/HCl 10 mM (pH 8 . 0 ) ,  EDTA 1 mM, NaCl dont l a  m o l a r i t é  

exprimée en mM est  indiquée pa r  l e  c h i f f r e  q u i  s u i t  l a  l e t t r e  T. 

La p a r o i  bac tér ienne  est  é c l a t é e  pa r  passage dans une p r e s s e  de 

FRENCH avec une p ress ion  de 1100 ba r s  (16.000 p s i )  e t  l e  b roya t  

est cen t r i fugé  à 8000 g pendant 1 heure pour é l iminer  les dé- 

b r i s  membranaires. Le surnageant  e s t  a l o r s  addi t ionné  de  poly- 

é thylène  g lycol  6000 (concent ra t ion  f i n a l e  10 p.100). Après une 

a g i t a t i o n  douce pendant 30 minutes,  l e  mélange est  c e n t r i f u g é  à 

8000 g pendant 1 heure,  L e  sédiment renfermant les a c i d e s  nu- 

c l é iques  est é l iminé .  L e  surnageant  e s t  d i a l y s é  cont re  un tam- 

pon T-50 contenant du 2-mercaptoéthanol 1 mM pour amener l a  

mola r i t é  er, NaCl à 50 mM. 



I X  - 2 chromatographie s u r  colonne de DNA-cellulose 

I X  - 2-1 P répara t ion  de l a  DNA-cellulose 

La DNA-cellulose (DNA b i c a t é n a i r e )  a  é t é  préparée p a r  

l a  méthode de REICHART (1972) . 

IX - 2-1-1 Prépara t ion  de l a  c e l l u l o s e  ........................... 

La c e l l u l o s e  Whatman CF 11 (100 g )  e s t  mise en suspen- 

s i o n  dans deux l i t r e s  d ' eau  d i s t i l l é e .  L e s  p a r t i c u l e s  les p l u s  ~ 
f i n e s  s o n t  é l iminées  pa r  a s p i r a t i o n  du surnageant  après  décan- 

t a t i o n  de l a  suspension de c e l l u l o s e .  Cet te  opéra t ion  e s t  ré-  

pé tée  deux f o i s  ap rès  resuspension de l a  c e l l u l o s e  dans l ' e a u  

d i s t i l l é e  e t  deux f o i s  après  resuspension dans un mélange l 

éthanol-eau (1:1, v/v) . L a  c e l l u l o s e  e s t  e n s u i t e  resuspendue l 
dans l ' é t h a n o l  absolu  que l ' o n  é l imine  e n s u i t e  pa r  f i l t r a t i o n  ~ 
s u r  un Büchner g a r n i  de pap ie r  Whatman 3MM. La c e l l u l o s e  e s t  

lavée  deux f o i s  avec un l i t r e  d ' eau  d i s t i l l é e .  La c e l l u l o s e  

est  t r a i t é e  successivement pa r  de l a  soude 0.5M e t  par  de  l ' a -  

c ide  chlorhydrique 0.5M. Après chaque t r a i t e m e n t ,  l a  c e l l u l o s e  

est lavée avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  les s o l v a n t s  son t  é l iminés  

p a r  f i l t r a t i o n  s u r  un Büchner. Après le t r a i t e m e n t  par  l a  so lu-  

t i o n  ac ide ,  l e  pH de l ' e a u  de lavage d o i t  etre supér i eu r  à 5. 

L a  c e l l u l o s e  e s t  séchée pendant 18 heures  sous courant  d ' a i r  

f r o i d ,  p u i s  l y o p h i l i s é e  pendant 4 8  heures .  



200 mg de DNA de Rhizobium meZiZoti 2011 S t r 3  préparé  

p a r  l a  méthode de K I N  I C H I R O  MIURA (1967) , s o n t  d i s sous  dans 

100 m l  de tampon T r i s - H C 1  10 rnM a j u s t é  à pH 8.0 e t  contenant  

de 1 ' E D T A  1 mM. Pour o b t e n i r  une bonne s o l u b i l i s a t i o n ,  l a  so- 

l u t i o n  de DNA est  maintenue sous a g i t a t i o n  t r è s  douce pendant 

18 heures .  L'absorbante à 260 nm ( ~ 2 ~ ~  ) d 'une  p a r t i e  a l i q u o t e  

de cette s o l u t i o n  d i l u é e  au centième es t  mesurée, ce q u i  per-  

m e t t r a  de c a l c u l e r  l e  rendement du couplage du DNA a l a  c e l l u -  

l o s e .  

On a j o u t e  l a  c e l l u l o s e  p u r i f i é e  p a r  p e t i t e s  q u a n t i t é s  e t  

sous a g i t a t i o n  (1 g de c e l l u l o s e  pour 3 m l  d 'une  s o l u t i o n  de 

DNA à 2 mg/ml) . La " p â t e "  de ENA-cellulose obtenue e s t  séchée 

pendant l a  n u i t  sous un courant  d ' a i r  f r o i d ,  p u i s  e s t  l y o p h i l i -  

s é e  pendant 48 heures .  

La DNA-cellulose es t  t r a i t é e  dans un mor t i e r  a f i n  d ' o b t e -  

n i r  une poudre f i n e ,  p u i s  est resuspendue dans 400 m l  d ' é t h a n o l  

absolu .  La suspension de DNA-cellulose es t  p lacée  p a r  f r a c t i o n s  

de 50 m l  dans un c r i s t a l l i s o i r  don t  l a  base  a  une s u r f a c e  de 

2 125 cm e t  est  maintenue sous a g i t a t i o n  pour ê t re  i r r a d i é e  p a r  

une lampe W avec une éne rg ie  p a r  u n i t é  de s u r f a c e  de 100.000 

La DNA-cellulose est l avée  avec de l ' é t h a n o l  abso lu ,  

p u i s  avec un l i t r e  de tampon T r i s - H C 1  10 mM pH 8.0 contenant  de 

1 'EDTA 1 mM. ~e s o l v a n t  es t  e n s u i t e  é l iminé  s u r  un Büchner. 



L'ausorbance à 260 nm (A:,~) du f i l t r a t  e s t  mesurée. 

La q u a n t i t é  de DNA f i x é  s u r  l a  c e l l u l o s e  e s t  ca lcu lée  à par- 

t i r  de l a  d i f f é r e n c e  x  1 0  - A:,, , sachant  que 1 mg de DNA 

a  une absorbante de 2 . 1 0 - ~  u n i t é  de d e n s i t é  opt ique.  Nous a- 

vons obtenu un rendement de f i x a t i o n  du DNA s u r  l a  c e l l u l o s e  

de 70 p.100. 

IX - 2-1-3 Conditions u t ï l i s é e s  pour l a  ch romatoqgm~Si~  

s u r  colonne de DNA-cellulose ............................ ............................ 

La chromatographie e s t  e f f e c t u é e  à 4OC. Le d i a l y s a +  de 

l ' e x t r a i t  b a c t é r i e n ,  c l a r i f i é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e s t  amené à 

une concent ra t ion  de 1 0  p.100 en g l y c é r o l  avant  d ' ê t r e  déposé 

s u r  l a  colonne de DNA-cellulose. Tous l e s  tampons u t i l i s é s  

pour é q u i l i b r e r  ou é l u e r  l a  colonne cont iennent  1 0  p.100 de 

g lycé ro l .  

La colonne de DNA-cellulose (2 ,5  x  20  cm) e s t  é q u i l i b r é e  

pa r  le tampon T-50. Après l e  dépdt de l ' e x t r a i t  b a c t é r i e n  (en- 

v i ron  600 m l ) ,  l a  colonne est  l avée  par  le tampon d ' é q u i l i b r a -  

t i o n  jusqu'à ce que l a  d e n s i t é  opt ique  de l ' é l u a t  revienne à 

l a  l i g n e  de base.  L a  colonne e s t  e n s u i t e  é luée  p a r  l e  tampon T 

dont on augmente l a  mola r i t é  en N a C l  comme il est indiqué 

dans l ' exposé  des r é s u l t a t s .  



X - TECHNIQUE D'IMMUNODIFFUSION D'OUCHTERLONY 

X - 1 Prépara t ion  de l'immunsérum 

L'immunsérum a é t é  préparé en immunisant un Lapin avec 

0.5 mg de p ro té ine  HRm de Rhi zob ium m e Z i Z o t i .  Chaque i n j e c -  

t i o n ,  r épé tée  t r o i s  f o i s  à une semaine d ' i n t e r v a l l e  puis  à un 

mois d ' i n t e r v a l l e ,  c o n t i e n t  0.1 mg d 'an t igène  d i s sous  dans 

0.1 m l  de N a C l  0.15 M auquel on a j o u t e  0.1 m l  d 'ad juvant  com- 

p l e t  de FREUND (Difco) . Le sang e s t  pré levé  (10 m l )  tous  les 

quinze jours  à p a r t i r  d 'un mois après  l a  première i n j e c t i o n .  

X - 2 Prépara t ion  des  immunoglobulines 

L e s  immunoglobulines G o n t  é t é  préparées  à p a r t i r  de 

l'immunsérum par  l a  technique de WIDE (1969) . A 1 m l  d ' i m u n s é -  

rum on a j o u t e  1 m l  de Na2S04 1 M. Le  mélange est  maintenu sous 

a g i t a t i o n  douce pendant 1 heure à 25OC. Les immunoglobulines 

q u i  o n t  p r é c i p i t é  s o n t  obtenues p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 4000 g 

pendant 20 minutes. Le c u l o t  est  l avé  p a r  du tampon phosphate 

de sodium 10 mM, pH 7.4 contenant du Na2S04 0.5 M. Les immuno- 

g lobul ines  s o n t  d i s s o u t e s  dans l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  d i a l y s é e s  4 

jours  con t re  500 m l  d ' eau  déminéral isée.  Les immunoglobulines M 

q u i  o n t  p r é c i p i t é  s o n t  é l iminées pa r  c e n t r i f u g a t i o n .  Les immu- 

noglobul ines  G s o n t  l y o p h i l i s é e s .  E l l e s  s o n t  r e p r i s e s  (25 mg/ml) 

dans un tampon phosphate de sodium 10 mM de pH 7.4 contenant  

20 p.100 de g lycé ro l .  



X - 3 Prépa ra t ion  du g e l  d ' a g a r  e t  immunodiffusion 

L e  suppor t  est un g e l  d ' a g a r  ( s p é c i a l  Agar noble Difco)  

à 0.9 p.100 en  tampon phosphate de sodium 0.01 M de pH 7 . 4 .  

La c l a r i f i c a t i o n  de ce mélange es t  e f f e c t u é e  au bain-  

m a r i e  b o u i l l a n t .  

3 m l  d ' a g a r  s o n t  coulés  s u r  une lame de v e r r e  de 7 , 5  x 

2 ,5  cm. Un p u i t s  c e n t r a l  de 3 mm de d iamèt re  e t  s i x  p u i t s  pé- 

r i p h é r i q u e s  de 2 mm de d iamèt re  s o n t  p r a t i q u é s  dans le  g e l .  

18 p l  d'immunoglobulines s o n t  déposés dans l e  p u i t s  c e n t r a l  ; 

5 p l  de chacune des  p r o t é i n e s  d i s s o u t e s  dans  de l ' e a u  d i s t i l l é e  

s o n t  déposés dans les p u i t s  pé r iphé r iques .  La plaque es t  l a i s -  

s é e  24 heures  dans une atmosphère s a t u r é e  d ' eau  à t empéra ture  

ambiante. E l l e  es t  e n s u i t e  l avée  dans  du sérum phys io logique ,  

séchée à l ' a i r  ambiant,  p u i s  c o l o r é e  p a r  le b l eu  de ~ o o m a s s i e .  

L a  composition du b a i n  de c o l o r a t i o n  es t  l a  s u i v a n t e  : 

Coomassie B r i l l a n t  b l u e  R-250 5 g 

Ethanol  95 p.100 450 m l  

Acide a c é t i q u e  R.P.  100 m l  

Eau d é s i o n i s é e  450 m l  

L a  plaque est décolorée  p a r  s imple  d i f f u s i o n  dans cn  

mélange é thanol-  a c i d e  acét ique-eau (45/10/45, v/v/v) . 
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