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

MOLECULAIRE

La fixation de l1l'azote atmosphérique, grice d la symbiose
Rhizobiwm - légumineuse, présente un grand intér&t agronomigque
puisqu'elle conduit & la synthése des acides aminés 3 partir de
substances inorganiques provenant de 1l'atmosphére ; de plus,

elle maintient la fertilité du sol grice aux exsudats racinaires.

Le cycle de l'azote est un des cycles les plus complexes
et les plus parfaits a la fois. Malgré le grand nombre et la di-
versité des organismes gqui interviennent, il assure une circula-
tion rapide de l'azote dans les divers écosystémes. La seule
réserve d'azote disponible dans le monde est l'azote contenu
dans l1l'atmosphére. Cette réserve est estimée 3 4xlO15 tonnes.
Le prélévement annuel en azote représente 120 millions de tonnes
comprenant principalement sa fixation par les plantes de la fa-

mille des légumineuses et son utilisation par l'homme pour fa-

briquer des engrais azotés (DE ROSNAY, 1978).

L'importance de la symbiose Rhizobium - légumineuse est
primordiale pour l'avenir de l'agriculture mondiale : elle est
considérée comme responsable de la moitié de l'azote fixé& par
voie biologique, soit 3 peu prés 8xlo7 tonnes par an; ceci
compte tenu de sa répartition géographique. Le reste est effec-
tué par les autres symbioses ainsi que par les microorganismes
fixateurs libres pour lesquels la quantité& de 1l'azote fixé’es;

infime par rapport aux associations symbiotigues.




LIPMAN et CONYBEARE (1936) ont calculé pour la surface
totale cultivée des U.S.A. gue 60 p.l100 de l'azote fixé& par
les plantes provenait des microorganismes : en effet, sur
les 16,45 millions de tonnes d'azote atmosphérique transformées
en matiére biologique, 9,83 millions de tonnes sontdues & l1l'ac-
tion des microorganismes dont 5,46 millions de tonnes attribuées
aux espéces du genre Rhizobium.

L'apport biologique azoté dépasse 1l'apport dont sont res-
ponsables les engrais chimiques et fumures organiques qui n'in-
terviennent respectivement que pour 6,48 et 2,57 millions de
tonnes. Cependant, l'accord est encore loin d'étre fait sur
de tels chiffres et un bon nombre d'auteurs modernes tendent
au contraire a minimiser le réle de la fixation biologique,

tout au moins par les bactéries non symbiotigues.

2 - AMELIORATION DU RENDEMENT AGRONOMIQUE

Les chercheurs depuis longtemps se sont consacrés 3 amé-
liorer ou &largir l'arsenal des techniques agricoles utilisant
la potentialité du E%imﬂﬁum d fixer l'azote atmosphérique.

Une premiére méthode consiste 3 améliorer les symbioses
en sélectionnant des souches de Rhizobium hautement efficaces.

Pour augmenter l'efficacité des souches, il faut en accroftre

l'infectivité ou élargir leur spécificité d'héte.



L'inoculation des souches sélectionnées de Rhizobium est
rarement nécessaire en Europe sauf en cas d'essai de l'implan-
tation de légumineuse non indigéne,comme par exemple le soja
en France,mais dans les pays tropicaux ol le lessivage des
sols est fréquent et ol les pertes d'azote par nitrification
sont importantes par suite de l'alternance de périodes de sé-
cheresse et de pluie, elle est utilis@e efficacement pour la
culture de légumineuses comme l'arachide, le haricot, 1le
"cowpea" et le soja dont le rendement est &troitement dépen-

dant de 1'état de nodulation.

-

Une voie nouvelle qui s'ouvre & l'agronomie cohsiste a
améliorer les souches de Rhizobiwn en intervenant directement
sur leur génome. Cette méthode fait appel aux techniques ré-
centes mais prometteuses du génie génétique. La fixation de
l'azote est commandée par une série de génes nif (Nitrogen
fixation). On peut concevoir par exemple le transfert de ces
génes nif 3 des bactéries qui peuvent normalement infecter
des non-l&gumineuses. Autre méthode &tudiée : le transfert
direct des génes nif des bactéries fixatrices dans les cel-
lules de plantes non-légumineuses qui gseraient ainsi rendues

aptes a fixer l'azote.

L'intéré&t de la recherche dans ce domaine s'est manifes-
té sous diverses formes dans le milieu scientifique. Les con-
séquences pratiques des recherches sur Rhizobium sont déj3 mul-
tiples, et un certain nombre de problémes dans ce domaine sont

en passe d'é&tre résolus.




Un des problémes majeurs. auquel se heurtent les cher-
cheurs travaillant sur les Rhizobiaceae, est l'identification
des espéces et leur rapport phylogénique. En effet, la clas-
sification de la famille de RAZzobiaceae est aujourd'hui en-
core essentiellement basée sur la spécificité d'hdte. Cette
classification présente de tré&s nombreux défauts : en parti-
culier, il semble maintenant démontré que la spécificité peut
étre portée par un plasmide, et il peut arriver que certains
clones perdent leur spécificité et de ce fait deviennent non
identifiables. Cette méthode de classification n'est donc pas
convenable. Elle doit &tre accompagnée de l'étude des carac-
téres phénotypiques, génétiques ou paragénétiques des souches.
Les méthodes classiques utilisées permettent de caractériser
quelques groupes de Rhizobium. Cependant d'autres groupes ne
peuvent étre différenciés par ces techniques et nécessitent
donc la mise en oeuvre de méthodes nouvelles. L'étude de la
structure des protéines de type HU, liées aux chromosomes
bactériens, nous semble susceptible d4'apporter des renseigne-
ments d'ordre phylogéniques intéressants pour ce genre mal
connu. D'autre part, la connaissance de la structure de ces
protéines doit nous permettre d'aborder 1l'étude de leur rela-
tion avec le DNA bactérien. C'est pourquoi dans 1l'étude bi-
bliographique qui suit nous avons envisagé successivement la
famille des RhzZzobiaceae et en particulier sa taxonomie ,
puis les protéines liées au DNA et l'interaction des protéi-

nes de type HU avec le DNA.
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I -1 LA SYMBIOSE Rhizobium-LEGUMINEUSE

L'association entre les Rhizobium et les légumineuses
conduit 3 la formation de nodules sur le systéme radiculaire
des plantes & l'intérieur desquels l'azote atmosphérique est

transformé en azote organigque.

A l1l'état libre, les bactéries du genre Rhizobium ne sont
pas des fixateurs d'azote moléculaire, contrairement 3 celles

des genres Klebsiella pnewmoniae, Azotobacter vinelandii ou (lostridium

pasteurianum. L'association RhiZzobium-légumineuse nécessite un phé-

noméne d'une extréme complexité dans les mécanismes biochimiques

et génétiques entrant en jeu. Les principales propriétés carac-
téristiques du PRhizobium concernent son infectivité qui lui”
permet d'induire la formation des nodosités, son efficience qui
caractérise l'aptitude & fixer l'azote et sa spécificité 4'héte
qui ne permet qu'd certaines souches d'entrer en symbiose avec

une légumineuse donnée.

I - 1-1 Mécanisme symbiotigque

La premiére étape est la préinfection de la racine de la
légumineuse. Elle se traduit par une multiplication des Rhizobium
spécifiques dans la rhizosphére, et une déformation des poils

absorbants. Il semblerait que les bactéries pénétrent dans les




racines par invagihation de 1la paréi du poil absofbant. Les
bactéries, dans un deuxiéme temps, pénétrent dans le tissu
racinaire. Elles subissent plusieurs divisions et cheminent
par la voie du "cordon infectieux" vers les cellules végéta-
les tétraploides constituant le tissu nodulaire. Ces dernié-
res se multiplient: c'est l'infection et la génése du nodule
(FAHRAEUS, 1957) (NUTMAN,1965). Les bactéries sont libérées en
dehors du cordon d'infection et elles se différencient en bac-
téroides (JORDAN, 1962). Il est & noter que ces bactéries ne
sont pas libres dans le cytoplasme mais sont enveloppées d'une
membrane de séquestration d'origine végétale (GOODCHILD et
coll., 1966) (KIJNE, 1975). C'est au cours de cette phase que
la leghémoglobine se forme et que l'azote moléculaire peut
alors &tre fixé. Un tel mécanisme nécessite une spécificité

du Rhizobium vis-d-vis de la plante-hdte.

La réduction de 1l'azote atmosphérique en ammoniac s'ef-
fectuant dans les nodules en anaérobiose est catalysée par le
complexe enzymatique nitrogénase. Les g&nes responsables de la
synthése de la nitrogénase ne s'expriment que lorsque la bacté-
rie a pénétré dans la plante-hdte. La nitrogénase fonctionne
grd3ce 3 l'énergie fournie par la plante qui profite en retour
des produits de la fixation. Le complexe nitrogénase existe
aussi chez de nombreux microorganismes comme les cyanobactéries
ou algues bleues abondantes dans les riziéres, Rhodopseudomonas
capsulata, Azospirillum brasilepnse ou Klebsiella pneumoniae. Sa syn-

thése est gouvernée par des génes appelés génes nif (Nitrogen

fixation). La carte physique de ces génes nif est aujourd'hui




10

parfaitement connue chez Klebsiella pneumoniae : ils sont au
nombre de 17 organisés en 7 unités de transcription. Leur iden-
tification commence seulement chez les Riizobium, ol leur rdle
€tait plus difficile 4 analyser directement du fait qu'ils ne

[

s'expriment qu'd l'intérieur des nodules.

D'autre part, des auteurs (MASTERSON et coll.,1982 ;
ROSENBERG et coll., 1981) ont montré que les génes nif chez
Rhizobium sont localisés sur des plasmides de poids moléculaire

de 180 & plus de 300xlO6 daltons.

En effet, la présence de plasmides de poids moléculaires
variables chez différentes espéces de Rhizobium et Agrobacterium
ont été mis en évidence (BECHET et coll., 1978 ; NUTI et coll.,
1977; ZURKOWSKI et coll.,1976; CURRIER et coll.,1976). Leuf

poids moléculaire s'é&chelonne de 50x106 a plus de 300x106.

En outre, des &tudes récentes ont détecté des plasmides
géants chez plusieurs espéces de Rhizobium (LEDEBOER, 1978 ;
ROSENBERG et éoll., 1981) ; leur poids moléculaire est supérieur
a 3OOx106. Ils pourraient porter prés de 300 génes compte tenu
de leur taille mais jusgu'a présent les plasmides sont considé-

=~

rés comme cryptiques 3 l'exception du caractére nif et nod loca-

lisés sur le mégaplasmide (ROSENBERG et coll., 1981) chez cer-
tains Rhizobium. Les recherches sont facilit@es du fait que les
génes nif semblent avoir peu évolué chez les différentes espéces
fixatrices d'azote, on peut donc les mettre en é&vidence par hy-
bridation a partir des génes nif de Kh%miel&z.tRUVKUN et coll.,
1980) . En effet, ces auteurs ont démontré que certains génes co-

dant pour la synthése de la nitrogénase et des gé&nes contrdlant
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la formation de nodules sont localisés sur les plasmides géants
de R.melilot?i L5-30 et 41 (ROSENBERG et coll., 1981). La perte
du pouvoir infectieux de ces souches pourfait &tre due a une
délétion spontanée sur le plasmide géant de la souche L5-30,

et & une délétion sur le plasmide de la souche 41 3 la suite

d'un traitement par la chaleur.

L'hybridation entre chacun de ces deux plasmides et le
plasmide pSA 30 portant les génes nif D et nif H de Kilebsiella
prneumoniae prouve que des génes rnif sont localisés sur les plas-
mides géants. Cependant par électrophord@se en gel d'agarose
on ne trouve pas de différence de taille entre le plasmide gé-
ant et celui de la souche sauvage L5-30. Par contre, une dif-
férence est constatée dans le cas de la souche 41, 3 la suite
d'une grande dé&létion. L'hybridation de segments de DNA clonés
de R.japonicum avec un plasmide portant des génes nif de X.pneu-
monige montre une homologie entre les g&nes codant pour les deux
nitrogénases. Cette homologie concerne les gé&nes nif H et nif D
(HENNECKE, 1981). Une homologie a été prouvée é&galement entre
les génes nif de K.pneumoniae portés sur le grand plasmide de
R.leguminosarum (KROL et coll., 1980 ; NUTI et coll., 1979) et
R.trifolit.

Enfin le plasmide Ti d'A.tumefaciens a été transmis par
conjugaison 3 une souche de R.trifolii (HOOYKAAS et coll., 1977 ;
PRAKASH et coll., 1980). Cette derniére est capable d'induire
des tumeurs sur des plantes supérieures, mais elle est restée

efficiente sur sa légumineuse~héte. Ceci suggére que les
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plasmides indigénes de la souche réceptrice et de la souche

donatrice n'appartiennent pas au méme groupe d'incompatibilité.

Alors gqu'on a pu penser que les génes nif &taient parta-
gés entre les deux partenaires de la symbiose, les expériences

rapportées ci-dessus montrent qu'il n'en est rien.

I - 1-2 Etude taxonomique générale de la famille de Rhizobiaceae

I - 1-2-1 Etudes taxonomiques du genre de RiZzobium

Le genre Rhizobium appartient & l'ordre des Eubactéries
et fait partie de la famille des Rhizobiaceae. Dans l'arbre
phylogénétique (Figure 1) construit & partir de la structure
des RNA ribosomaux 16 S, FOX et coll. (1980) rattachent le
Rhizobium & 1l'un des groupes des bactéries pourpres et en par-

ticulier a la lignée des Rhodopseudomonae.

Rhizobium est constitué de bactéries aérobies non sporu-
lées, capables d'infecter les racines des légumineuses et de
former des nodules au sein desquels s'effectue la fixation sym-
biotique de l'azote. Cette formation de nodules est la proprié-
té la pius remarquable, permettant de caractériser les bactéries

du genre Rhizobium.

Il est normal que l'identification de ces bactéries ait
été basée sur cette propriété. Cependant il peut arriver que

certains clones perdent cette faculté de noduler d'autant plus
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que nous avons vu que les génes impliqués étaient vraisembla-
blement localisés sur des plasmides ; ces clones de ce fait ne
sont plus identifiables. Ce crit@re d'identification n'est donc
pas convenable : il doit &tre accompagné de l'étude de carac-
téres morphologiques, culturaux et biochimiques, chromosomiques
autant gque faire se peut. (On trouve le méme probléme pour des
bactéries pathogénes pour les animaux dont la virulence n'est

pas chromosomique) .

La dernieére édition du "Bergey's manual" (BUCHANAN et
GIBBONS, 1974) décrit six espéces de Rhizobium. Chaque espéce
est caractérisée par sa capacité d'infecter une plante ou un
groupe de plantes~hdtes : il s'agit d'une classification par
groupe d'inoculatién (Tableau I). En plus de ces six espéces,

il existe de nombreuses souches de Rhizobium encore mal défi-
n;es, capables de noduler de nombreuses légumineuses en parti-
culier des espéces tropicales appartenant aux Mimosaceae, Cesal-
pinaceae ou Papilionaceae. Ces souches sont parfois regroupées

sous le nom de Rhizobium du "Cowpea group".

Cette classification du genre RhZz0bium basée uniguement
sur la spécificité d'hdte présente de trés nombreux défauts

(VINCENT, 1974 ; GRAHAM, 1976) :

- plusieurs plantes-hdtes ne figurent pas dans les groupes
d'inoculation définis

- les groupes d'inoculation ne s'excluent pas mutuellement,
or l'isolement des souches qui nodulent des plantes appartenant

d des groupes différents n'est pas rare (DIXON, 1969).
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Ce mode de classification n'est donc pas satisfaisant
et de nombreux travaux ont été entrepris dans le but de rem-
placer ces groupes d'inoculation par une classification plus
proche de celle utilisée pour les autres groupes bactériens,
essentiellement basée sur 1'@tude de caractéresphénotypiques

ou génétiques.

Les bactéries de genre Rhaizobium sont des batdnnets Gram(-),

aérobies strictes, en général mobiles, possédant soit un fla-
gelle polaire ou subpolaire, soit deux 3 six flagelles péri-

triches (BUCHANAN et coll., 1974).

Ces bactéries sont traditionnellement divisées en deux
groupes distincts : les souches d croissance rapide dont le
temps de génération est de 2-4 heures et qui donnent les colo~
nies visibles sur milieu favorable en 2 & 3 jours d'inocula-
tion & 25-30°C, et les souches 3 croissance lente dont le
temps de génération est de l'ordre de 6 a4 8 heures et dont les
colonies ne sont visibles qu'aprés 5 jours de culture. Parmi

les souches a croissance rapide, R.leguminosarum, R.trifolitz,

R.phaseoli, présentent des relations é&troites.

Les &tudes réalisées en taxonomie numérique (GRAHAM,1964
'T MANNETJE,1967; MOFFETT et COLWELL,1968) ,hybridation (DE LEY
et RASSEL, 1965;DE LEy,1968; HEBERLEIN et c¢oll.,1967; GIBBINS

et GREGORY, 1972; JARVIS et coll.,1977; JARVIS et coll.,1980;

CROWN et coll., 1981) et par l'étude électrophorétique des pro-

téines solubles (ROBERTS et coll., 1980) montrent que :
- R.trifolii et R.leguminosarum ne peuvent &tre distingués,

un seul nom d'espéce doit &tre retenu: R.leguminosarum.

-
14
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~ R.phaseoli est proche de R.leguminosarum mais son hétéro-
généité montre que des études complémentaires doivent lui &tre

consacrées avant de l'inclure dans le groupe R.leguminosarum.
g |

- R.meliloti est voisin de R.leguminosarum mais constitue
un groupe distinct, proche des Agrobacterium. Il est en effet \
trés difficile de différencier un R.meliloti ayant perdu sa fa- }
culté de noduler et un Agrobacterium. Certains auteurs ont
d'ailleurs proposé de rassembler les Agrobacterium et les Rhizo-

bium &8 croissance rapide au sein d'un seul genre (GRAHAM,1964).

Différentes études de la sensibilité aux différentes dro-
gues des Rhizobium et des Agrobacterium ont été réalisées dans |
un but taxonomique (KHANAKA,1980). Une étude récente réalisée
sur la sensibilité aux antibiotiques d'un grand nombre de sou- |

ches de Rhizobium et d'Agrobacterium a permis de distinguer

=

nettement les souches a croissance rapide ,particuli&rement

R.meliloti, R.phaseoli, R.trifolii et les Agrobacterium, de

celles d@ croissance lente R.lupini et R.japonicum (KHANAKA & coll.,

1981) . Les souches 3 croissance rapide capables de noduler cer-

tion intermédiaire entre R.meliloti et R.leguminosarum (JARVIS

taines espéces de Lotus et de Lencaena occuperaient une posi- {
|
\
et coll.,1977). |
\
|

Enfin les souches & croissance lente de R.lupini et R.ja-
ponicum sont nettement différentes des souches 3 croissance ra-
pide. D&s 1964, GRAHAM avait proposé de leur créer un nom de
genre différent : le genre phytomyxa. REcemment, JORDAN (1982)

a proposé d'appeler ce genre nouveau Bradyrhizobium, ce qui a
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l'avantage de conserver pour ces bactéries d'intérét agrono-
mique considérable une terminologie proche de celle largement

utilisée dans la littérature jusqu'alors.

I - 1-2-2 Etudes taxonomiques du genre Agrobacterium

Les Agrobacterium sont des batdnnets Gram(-) aérobies
mobiles, possédant de un & guatre flagelles péritriches usuel-
lement attachés latéralement (DE LEY et coll.,1966; BUCHANAN

et coll.,1974).

La huitiéme édition du Bergey's manual (BUCHANAN et coll.,
1974) distingue au sein du genre Agrobacterium quatre espéces :

A.tumefaciens, A.rubi capables d'induire des proliférations de

nature tumorale nommées "Crown gall" chez les plantes supérieures,

A.rhizogenes et A.radiobacter sont non pathogénes (Tableau II).
Les travaux de DE LEY et co0ll.(1966) portant sur la composition
en bases du DNA, le type de ciliation, la production de 3-ceto-
glycosides et le caractére de phytopathogénécité sur la tomate
et sur Datura permettent de distinguer trois espéces : Agrobage-
terium radiobacter, A.tumefaciens et A.rhizogenes. A.rubi doit

8tre confondu avec A.tumefaciens.

L'étude de KEANE (1970) portant sur une série de carac-
téres biochimiques, comportement &lectrophorétique des protéines
solubles, le test sérologique et le caracté&re de phytopathogé-
nécité de 50 souches d'Agrobacterium met en &vidence deux bio-

types, le biotype 1 réunit des espéces phytopathognes et des




TABLEAU TI

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

BUCHANAN et GIBBONS (1974)

Utilisation de

Espéce Acide aminé sel d'ammonium Nitrate 3-cetolactase Formation des
comme source d'azote tumeurs
A.tumefaciens + + + + +
A.radiobacter + + + + -
A.rhizogeres - - - - -
A.rubi - - - - | +

61



espéces non phytopathogénes. Les résultats des caractéres bio-
chimiques montrent que la division de genre Agrobacterium en
espéces tenant compte de leur phytopathogénécité est donc remi-
se en cause. Cette méme observation est réalisée par WHITE
(1972) puis par KERESTER et coll.(1973). Ce dernier &tudiant

les Agrobacterium par les techniques de la taxonomie numérique

‘met en évidence deux groupes correspondant sensiblement aux

deux biotypes annoncés par KEANE et sans relation avec le ca-
ractére de phytopathogénécité. Cette observation trouvera une
explication lors de la découverte du plasmide Ti responsable
de 1l'induction des tumeurs par ZAENEN et coll.(1974). Le plas-
mide Ti peut &tre facilemegt transféré d'une souche a 1l'autre
et 1l'on comprend dés lors pourquoi ce caractére de phytopatho-

génécité n'a que trés peu d'intérét taxonomique.

La classification de la famille des Rhizobiaceae est
donc en plein remaniement. Il est vrai que la plupart des tra-
vaux réalisés jusqu'a présent portent sur le Riizobium entrant
en symbiose avec les l&gumineuses des pays tempérés qui ne re-
présentent qu'une partie de la famille des légumineuses. Cette
famille comprendrait environ 14.000 espéces, la plupart d'ori-

gine tropicale ou subtropicale. Seule la symbiose de 1.200 es-

péces environ a été étudiée jusqu'd présent : il est évident

dans ces conditions, que la classification des RiZzobiaceae ne
peut &tre que temporaire et qu'elle subira encore dans les an-

nées 3 venir, de profondes modifications.
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I - 1-2-3 Etudes taxonomiques réalisées au laboratoire

L'étude de la sensibilité & 16 antibiotiques de 81 sou-
ches de Rhizobium et de 11 souches d'dgrobacterium nous a
permis de distinguer assez nettement les souches 3 croissance
rapide (en particulier R.meliloti, R.phaseoli, R.trifolii et
les Agrobacterium) de celles a croissance lente (R.lupini et
R.japonicum) . Certains groupes (R.lupini et R.leguminosarum
en particulier) présentent des résistances trés divérses en
fonction des souches et laissent suppﬁser l'existence d'une
grande hétérogénéité au niveau de ces groupes (KHANAKA,1981).
Ces mémes souches de Rhazzobium et d'Agrobacterium ont &té &tu-
diées (CATTEAU et coll.,1984) selon les techniques de taxono-
mie numérique en utilisant 322 caractéres (caractéres biochi-
miques et morphologiques traditionnels, utilisation des subs-

trats carbonés et caractéres enzymatiques).

Le traitement informatique a &té réalisé sur ordinateur
IRIS 80. Un coefficient de corrélation est calculé entre toutes'
les souches prises deux 3 deux. On obtient une matrice de coef-
ficients de corré&lation. Les souches sont alors regroupdes sui-
vant la méthode hiérarchique d'agrégation "Unweighted Pair-
Group Mathematical Average Clustering" (UPGMA) (SOKAL et coll.,
1958) . L'arbre de classification (ou dendrogramme) obtenu
(CATTEAU et coll.,1984) est représenté dans la figure 2. Il
est constitué‘par la liste des souches qui se sont agrégées
pour des niveaux hiérarchiques de plus en plus hauts : entrel00
(similitude compléte) et O p.100 (niveau d'agrégation des |

groupes les plus dissemblables).
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Un dendrogramme n'est pas une présentation figée. Il
faut imaginer le dendrogramme dans un espace tridimensionnel,
semblable &4 un "mobile" dont les axes peuvent pivoter de sorte
que certains groupes puissent &tre rapprochés d'autres groupes
écartés dans la représentation bidimensionnelle. Les points de
raccordement des groupes aux axes verticaux sont d'autant plus
élevés que les groupes sont taxonomiquement hétérogénes, par
exemple les groupes M et A présentent une plus grande homogé-

néité que le groupe T.

L'observation de ce dendrogramme montre une assez grande’
hétérogénéité de l'ensemble de la famille de Riizobiaceae. Les
souches a croissance lente R.japonicum (souches J), R.lupint
(souches K) et certains Rhizobium species R.sp (souches S) sont
hétérogénes et éloignées des autres groupes. R.meliloti (grou-
pe M), Agrobacterium (groupe A) et R.trifolii (groupe T) cons-
tituent les groupes les mieux définis. Le groupe M et le groupe

A sont taxconomiquement proches, ce qui confirme les observations

de GRAHAM (1964) et MOFFETT et co0ll.(1968).

Les souches de R.leguminosarum et R.phaseoli &tudiées ne
constituent pas de groupes homogénes. La majorité des souches
de R.leguminosarum sont incluses dans le groupe T, d'autres
souches sont incluses dans le groupe A et certaines enfin sont‘
encore plus éloignées et disséminées dans le dendrogramme. Dans
un mé&me groupe, il est possible de rencontrer des souches appar-
tenant 3 des groupes d'inoculation différents, par exemple dans

le groupe T on trouve 9 souches de R.trifolii, 5 souches de
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R.leguminosarum, 2 souches de R.phaseoli, 1 souche d'dgrobac-
terium et 1 souche de Rhizobium species (R.sp). Ceci confirme
les observations faites par d'autres auteurs sur l'existence

de relations étroites entre ces trois groupes d'inoculation.

I - 1-2-4 Méthodes d'étude de la phylogénie

De facon & retracer la parenté phylogénique des bactéries,
un certain nombre d'auteurs (VAN BEEUMEN, 1980; FOX et coll.,1980;
DICKERSON, 1980) ont étudié et comparé des macromolécules codées
par le génome et qui en sont la traduction directe. Toute modi-
fication de ces macromolécules refléte donc une modification
du géne correspondant. Chez deux bactéries phylogéniquement
éloignées et possédant l'une et l'autre les mémes voies méta-
boliques, les protéinés enzymatiques, catalysant chagque é&tape
ont des structures différentes bien que fonctionnellement iden-
tiques ou trés voisines. L'é&tude de la structure de ces pro-
téines est donc trés importante pour retracer la phylogénie

des bactéries.

Le moyen le plus précis pour comparer des protéines est
d'étudier leur structure primaire. Chez les animaux et les plan—i
tes, des études de séquence ont &té réalisées pour 1l'hémoglo-
bine et le cytochrome C et ont permis de tracer les arbres phy-
logéniques. Chez les bactéries, les données commencent également

-

d é@tre abondantes. Les travaux les plus nombreux dans ce domaine




ont été effectués sur la structure primaire et tertiaire des
cytochromes et ont permis d'établir des arbres phylogénétiques
de bactéries (VAN BEEUMEN, 1980; TEMPST et co0ll.,1983) et sur la
structure primaire de la fraction 16 S des rRNA (FOX et coll.,
1980). Cependant, l'établissement de relations phylogénétiques
d partir de ces études est parfois rendu délicat par le fait de
l'existence de plusieurs classes de cytochromes qui différent
par la longueur de leur chafne polypeptidique, et surtout leur
fonction. En effet, bien gue tous les cytochromes aient un rdle
dans le transport d'électrons dans les phé&noménes d'oxydation
cellulaire, ils interviennent & des étapes différentes de ce
processus et il est vraisemblable que les contraintes structu-
rales de cytochromes ayant des fonctions différentes ne soient
pas identiques (VAN BEEUMEN,1980). Dans tous les cas une par-
tie de la structure s'est conservée au cours de l'évolution,
mais en proportion variable selon les organismes, une "dis-
tance mutationnelle" peut donc &tre calculée qui traduira la
divergence taxonomique entre les microorganismes étudiés. Ce-
pendant le nombre de molécules 2tudiées dans un but taxonomi-
que est encore faible et il faudra attendre un certain temps
pour que la technologie permette de disposer de données assez
nombreuses pour construire une systématique bactérienne sur la

base des séquences de macromolécules telles que les protéines

et les acides nucléiques.




I - 2 CONDENSATION DU DNA

I - 2-1 Condensation du DNA chez les Eucaryotes

Dans les cellules deés organismes supérieurs, le DNA est
contenu dans le noyau et se trouve impligqué dans une structure
complexe appelée chromatine. La chromatine est constituée de
DNA, de protéines et de RNA dont les pourcentages varient se-

lon le type de cellule.

Parmi les protéines, on trouve les histones dont le rap-
port pondéral histones/DNA est généralement voisin de 1 et les

protéines non-histones dont la guantité wvarie en fonction de

l'espéce animale ou végétale et de la nature du tissu.

Les protéines non-histones sont trés nombreuses et for-
ment un groupe trés hétérogéne tandis que les histones forment
un groupe homogéne constitué dans la plupart des tissus par

cing protéines : les histones H1, H2A, H2B, H3 et HA4.

La chromatine est formée d'unités répétitives composées
d la fois de DNA et d'histone et appelées nucléosomes (KORNBERG,

1977) . Le nucléosome semble constitué d'un fragment de DNA de

200 paires de bases environ et d'un ensemble de 8 molécules
d'histones comprenant deux copies de chacune d'elles H2A, H2B,
H3 et H4. L'histone H1l non nécessaire pour reconstituer un nu-
cléosome pourrait servir de lien entre nucléosomes d'une méme

chaine ou de chaines voisines.




Des protéines non-histones de type HMG (high mobility
group) ont été &galement identifiées dans le nucléosome. Le nu-
cléosome est constitué d'une "core particle" et d'un fragment
de DNA appelé "DNA linker" auquel sont associées une molécule
d'histone H1l et des protéines non-histones de type HMG. La
longueur du "DNA . linker" est généralement variable et comprise
entre 40 et 60 paires de bases suivant l'origine de la cellule.
La "core particle" est un complexe octamérique formé par les
histones H2A, H2B, H3 et H4 autour duguel sont enrouldes 145
paires de bases de DNA. La "core particle" est une unité cons-
tante quels que soient les tissus ou les organismes considérés.
En microscopie é&électronique, l'ensemble des nucléosomes a 1l'ap-~
parence d'un collier de perles (OUDET et coll., 1975); en fait,
cet aépect en collier de perles serait un artefact dl aux mé-
thodes de préparation et les nucléosomes seraient impliqués
dans une structure encore plus compacte dans laquelle inter-
viendraient l'histone H1l et probablement des protéines non-

histones du groupe HMG.

I - 2-2 Condensation du DNA dans la cellule procaryotique

La cellule procaryotique ne contient pas de noyau délimi-
té par une enveloppe nucléaire ; cependant, par 1l'observation
en microscopie é&lectronique, le DNA chromosomique n'est pas
dispersé dans toute la cellule et se trouve localisé dans une

région restreinte appelée "corps nucléaire" (KELLENBERGER et
coll.,1958).




28

Celui-ci est souvent associé 3 la membrane bactérienne soit
directement, soit par l'intermédiaire d'un mésosome (RYTER,
1968) . Le DNA chromosomique d'Escherichia coli, qui est une
molécule gigantesque mesurant 1100 uym de longueur (CAIRNS,
1963) est condensé& dans une structure dont le diamétre est de

l'ordre de 1 um.

Le DNA chromosomique a été isolé d'E.col< en une struc-
ture condensée appelée "génome plié" par STONINGTON et
PETTIJOHN (1971) ou "chromosome bactérien plié" par WORCEL et
BURGI (1972). Ces expressions prétent & confusion et nous re-
tiendrons le terme "nucléolde" qui a été finalement choisi par
PETTIJOHN en 1976. Le nucléoide a &galement été isolé de BageZl-
lus subtilis (DWORSKY;1977 ; GUILLEN et co0ll.,1978), Salmonella
typhimurium (MANIS et coll.,1976) et Azotobacter vinelandit

(SADOFF et coll., 1979).

I - 2-2-1 Préparation du nucléoide

Le nucléoide est difficile 3 isoler en raison de sa fra-
gilité qui s'explique en partie par l'absence de membrane. Il
s'agit de maintenir le DNA dans un état de condensation simi-
laire 3@ celui qui existe dans la cellule. Ceci peut &tre obte-
nu dans une solution de concentration saline élevée (NaCl 1M),
soit en présence de polyamines. Ces conditions ont pour effet

de neutraliser les charges de répulsion des groupes phosphates
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des acides nucléiques dont la densité est trds élevée dans la
structure condensée. Les méthodes de préparation du nucléoide
consistent & lyser par une technique douce la paroi de la cel-
lule bactérienne et le nucléoide qui est un complexe de masse
moléculaire élevée, est isolé des autres constituants cellulai-
res par centrifugation dans un gradient de saccharose. L'obten-
tion d'un matériel non visqueux et sédimentant rapidement in-

dique que dans le nucléoide isolé le DNA est fortement replié.

Dans une solution de concentration saline &levée (NaCl
1IM), deux types de nucléoides ont été isolés selon l'importance
de la lyse de la paroi bactérienne. Si le milieu réactionnel
est maintenu 3@ une température gqui n'excéde pas 10°C, la lyse
est incompléte et on isole un nucléoide "associé aux membranes”
(PETTIJOHN et coll., 1972 ; WORCEL et coll., 1974). Par contre,
d température ambiante, la lyse est presque compléte et on iso-
le un nucléoide "libre de membrane" (STONINGTON et coll., 1971
WORCEL et coll., 1972). L'élimination des membranes peut &tre
€galement obtenue & 10°C, en présence d'un détergent comme le
sarcosyl (WORCEL et coll., 1974). En réalité, il a été démontré
ultérieurement que la lyse n'est jamais compléte et gue ces nu-~

cléoides renferment encore une trés faible quantité de membra-

ne (moins de 1 p.100 de l'enveloppe cellulaire).

Le nucléoide "libre de membrane" a un coefficient de sé-

dimentation de 1600 S. Le coefficient de sédimentation du nu-

-

cléoide "associé aux membranes" est compfis entre 3000 et 4000 S.

Cette hétérogénéité est due 3 la quaﬁtité variable de membrane

qui reste associée au nucléoide.
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Deux méthodes ont &té décrites pour préparer un nu-~
cléoide en milieu de force ionigue beaucoup plus faible. Dans
la méthode de KORNBERG (1974) le nucléolide est préparé dans

une solution de NaCl 0.1M en présence de spermidine (5 mM).

Dans la méthode de DWORSKY (1975), le nucléoide est préparé
dans un milieu NaCl 0.2M en présence de quantité réduite de
détergents et de lysozyme. Ces méthodes plus douces aboutis-
sent & 1l'isolement de nucléoides qui sont toujours associés

aux membranes.

Il n'est pas possible de dissocier les membranes sans
détruire le nucléoide. Il semble donc que les membranes par-
ticipent au maintien de la condensation du DNA dans les nu-
cléoides préparés a faible force ionique. Les nucléoides
préparés par les méthodes de KORNBERG (1974) et de DWORSKY
(1975) n'ont pas le méme coefficient de sédimentation, ni la
méme stabilité : ceci indique qu'ils doivent avoir des struc-
tures différentes. La disparité entre les structures obtenues
par les méthodes décrites jusqu'a présent traduit la difficul-
té de l'isolement du nucléoide. Les méthodes mises en oeuvre
doivent permettre de séparer suffisamment les membranes de 1la
paroi cellulaire mais doivent éviter les techniques trop dras-

tiques qui déplient le DNA.
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I - 2-2-2 Composition du nucléoide

Parmi les nucléoides qui ont pu &tre préparés par diffé-
rentes méthodes, tous renferment la totalité du DNA chromoso-
‘mique dans un état non dégradé. Le nucléoide contient &gale-
ment du RNA, des protéines et des lipides. Le nucléoide "libre
de membrane" est constitué de 60 p.100 de DNA, 30 p.l00 de RNA,
538 10 p.100 de protéines et moins de 1 p.100 de lipides. Dans
les nucléoides "associés aux membranes", les protéines et les
lipides sont nettement plus abondants et leur taux varie avec
la quantité de membrane gqui reste associée au DNA. Le rapport
pondéral protéines/DNA est proche de 1 dans le nucléoide "asso-
cié aux membranes" et isolé en milieu NaCl 1M. Ce rapport est
d'environ 0.8 dans le nucléoide préparé par la méthode de
DWORSKY (1976). Les lipides dont la présence est liée i celle
des membranes peuvent représenter jusqu'a 20 p.100 des compo-
sants de ces nucléoides, selon PETTIJOHN (1976); mais ceci
n'est pas admis par WORCEL (1974) : le taux de RNA est plus
élevé dans le nucléoide "associé aux membranes" que dans le

nucléoide "libre de membranes".

Dans tous les types de nucléoldes, le RNA est en grande
partie représenté par du RNA "naissant" (RNA nouvellement syn-

thétis&) 1ié au DNA par la RNA polymérase.

L'identification des protéines des nucléoides n'a pas
été menée de fagon approfondie. On sait cependant que les
sous-unités o, B, B' de la RNA polymérase représentent le com-

posant protéique majeur dans les deux types de nucléoides
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isolés en milieu NaCl 1M (STONINGTON et COll.,l9§l; WORCEL et
coll.,1974) ainsi que dans le nucléoide préparé par la méthode
de KORNBERG comme l'ont montré PORTALIER et WORCEL (1976). La
plupart des autres protéines des nucléoides associés aux mem-
branes sont des protéines membranaires (PORTALIER et coll.,
1976) . Le nucléoide préparé par la méthode de KORNBERG (1974)
renferme, en plus des protéines déjid citées, deux protéines
chromosomales qui ont &té& identifiées par VARSHAVSKY et coll.
(1977) puis par BAKAYEV et coll. (1981). Ces auteurs ont puri-
fié 3 partir du nucléoide de E.colZ un complexe desoxyribonu-
cléoprotéique par centrifugation en gradient de sucrose ou par
chromatographie de gel filtration sur colonne de Sepharose 2B.
Aprés hydrolyse ménagée a la nucléase micrococcale, ils obtien-
nent des fragments de DNA chromosomiques auxquels sont asso-
ciées les protéines Bl et B2 dont la masse moléculaire respec-
tive est de 17.000 et 10.000. Les plus petits fragments ainsi
obtenus sont constitués de polynucléotides de 100 & 120 paires
de bases et d'une molécule de chacune des deux protéines Bl et
B2. Le rapport protéines/DNA de ces complexes est de 1l'ordre
de 0.2. Il sembierait que ces protéines soient réparties uni-
formément le long du DNA chromosomique. Les proté&ines Bl et B2
correspondent respectivement aux protéines H1l et HU dont nous

reparlerons dans la partie I -~ 2-2-4-3.

La protéine HU a &galement &té mise en évidence par
ROUVIERE-YANIV (1978) dans la fraction des protéines thermos-
tables du nucléoide de E.coli préparé par la méthode de

KORNBERG (1974).




I - 2-2-3 Organisation du DNA dans le nucléoide isolé en

milieu NaCl 1M

Les auteurs qui ont isolé les nucléoides en milieu de
force ionique élevée ont ‘cherché a& déterminer la conformation
du DNA et la nature des interactions qui le maintiennent dans
cette structure. Les méthodes employées & ces fins consistent
a traiter le nucléolide par des agents chimiques ou enzymati-
ques qui en affectent les composants, et & suivre, par des me-

sures de viscosité et de sédimentation, le dépliement du DNA.

Le traitement du nucléoide par la ribénucléase, la tryp-
sine ou le dodécylsulfate de sodium (SDS) provoque le deplie-
ment du DNA. Ces observations suggérent que le RNA et les pro-
téines participent au maintien de la condensation du DNA
(DRLICA et WORCEL,1975). Mais d'autres résultats obtenus
par des études de sédimentation sur le nucléoide déproté&inisé
semblent indiquer que la structure condensée du DNA est stabi-
lisée essentiellement par des interactions RNA-DNA (HECHT et

coll.,1977).

Le DNA circulaire de E.coli présente une structure tor-
sadée. Le degré de superhé&licité du DNA, mesuré en suivant la
modification du comportement du nucléoide en présence de bro-

mure d'éthidium, est de un tour de superhélicité négative pour

200 paires de bases. La structure superhélicoidals du DNA n'est

que partiellement reldchée lorsque le nucléoide est soumis &




une hydrolyse limitée par la DNase. Il faut beaucoup de cou-
pures pour reiacher complétement cette structure dans le nu~
cléoide. Ces observations indiquent que le DNA est divisé en
"domaines". Un "domaine" de DNA superhélicoidal correspond &
une région de DNA liée en deux points & du RNA. Ces deux points

de fixation maintiennent la torsion de la double hélice.

A partir de ces résultats, WORCEL et BURGI (1972) et ul-
térieurement PETTIJOHN (1976) ont proposé& un modéle de l1l'orga-
nisation du DNA dans le nucléoide "libre de membranes". Nous
avons reproduit le modéle de PETTIJOHN dans la figure 3. Dans
ce modéle, le DNA est maintenu (plié&) par des molécules de RNA.
Le DNA est ainsi divisé en "domaines" & l'intérieur desquels
il a une configuration superhélicoidale. Les "domaines"™ sont
indépendants c'est-d-dire que le relidchement de la superhéli-

cité provoqué par une coupure sur un brin de DNA 3 l'intérieur

d'un "domaine" ne se propage pas dans les "domaines" adjacents.

L'observation au microscope é&lectronique des nucléoides
isolés confirme la plupart de leurs caractéristiques détermi-
nées par les méthodes physico-chimiques..Les nucléoides appa-
raissent comme un "core" dense qui renferme la majeure partie
du RNA autour duquel s'é&tendent, tels des rayons, des boucles

de DNA en superhélice (KAVENOFF et RYDER, 1976).

On peut se demander si la structure du nucléoide isolé
en milieu NaCl 1M correspond & celle qui existe imn vivo. Des

artéfacts peuvent, en effet, résulter de l'utilisation de
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FIGURE 3
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MODELE DE L'ORGANISATION DU DNA DANS LE NUCLEQIDE
"LIBRE DE MEMBRANES" D'APRES PETTIJOHN (1976)

A : Le DNA circulaire complétement deplle et reldché
(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 nucléoide en contiendrait une centaine.

C : Le DNA plié et en superhélice dans le nucléoide.

D : DNA partiellement déplié : par action limitée de
Ta 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 partlellement reldché : le reldchement de la
superhélice n'intervient que dans les "domaines" ou
un brin de DNA a été coupé.
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détergents et de sels 3 concentration élevée comme l'a fait
remarquer PETTIJOHN (1976). Par ailleurs RYTER et CHANG (1975)
ont montré par des études en autoradiographie que, dans la
bactérie, la synthése du RNA est localisée dans la zone cyto-
plasmique avoisinant le nucléoide. Or, le RNA "naissant" re-
présente la majeure partie du RNA du nucléotide.In vZvo la
localisation du RNA est inversée par rapport i3 celle visuali-
sée en microscopie é&lectronique et représentée dans le modéle
de PETTIJOHN (Figure 3). Il semble donc qu'au cours de l'iso-
lement du nucléoide en milieu de force ionique élevée des ré-

arrangements structuraux de ces composants se soient produits

(PETTIJOHN,1976 ; KLEPPE et coll., 1979).

Des réserves importantes doivent donc &tre faites sur
la conformité de la structure du DNA dans les nucléotides iso-
lés a3 force ionique élevée avec celle qui existe im vZvo, bien
que ces nucléoides observés en microscopie de fluorescence
aient le méme taux de DNA et les mémes dimensions que les nu-
cléoides <n vivo (HECHT et coll., 1975). Les méthodes d'isole-

ment du nucléoide 3 force ionique é&levée ont cependant permis

de montrer que le DNA chromosomique de la bactérie est condensé

et est associé a du RNA et & des protéines.




I - 2-2-4 Organisation du DNA en milieu de force ionigue

faible

Des informations sur l'organisation du DNA en milieu de
force ionique faible ont été& apportées d'une part par deux
études effectuées sur le nucléoide isolé, d'autre part par une

oBservation directe de la cellule.

I -~ 2-2-4-1 Etudes effectuées sur le nucléoide isolé

T o e e e T e e s S o i i e i T S e e e S e e e e e i e s i i i e e e e e e e e
P e e e e e e e

DWORSKY (1976) a montré que le degré de suéerhélicité
du DNA dans le nucléoide préparé par sa méthode (en milieu
NaCl 0.2M) est semblable a celui du DNA dans le nucléoide
préparé en milieu NaCl 1M. Par contre, le RNA n'est plus ici
un facteur prépondérént dans la condensation du DNA et les

membranes semblent nécessaires 3 la stabilité du nucléoide.

L'organisation du DNA dans le nucléoide isolé par 1la
méthode de KORNBERG a été étudiée par VARSHAVSKY et coll.
(1977) . Une hydrolyse douce par la nucléase staphylococcique
du nucléoide ou de la DNP isolée & partir de ce nuéléoide li-
bére des "fragments" de DNA d'environ 120 paires de bases,
associés aux protéines 1 et 2 que ces auteurs avaient mis en
évidence dans ce nucléoide, comme nous l'avons signalé précé-
demment. Il apparait donc que le DNA est localement protégé.

Toutefois ces "fragments" de DNA sont moins condensés que le




DNA du nucléosome de la chromatine eucaryotique. VARSHAVSKY
et coll.(1977) ne trouvent pas comme dans la chromatine des
Eucaryotes des "fragments" de DNA dont la longueur soit un
multiple entier de celle des plus petits "fragments". Selon
ces auteurs, il n'est donc pas encore possible de conclure

que ces "fragments" correspondent & une structure répé&titive

analogue au nucléosome de la chromatine des Eucaryotes.

I - 2-2-4-2 (Qbservation directe sur la_cellule

e L

Lorsque la cellule de E.coli est lysée par du lysozyme
directement sur la grille d'un microscope électronique en mi-
lieu NaCl 0.15M, GRIFFITH (1976) observe des fibres de DNA de

120 A de diamdtre présentant des sous-structures répétitives
en forme de perles de 130 A de diamétre. Dans cette structure,

le DNA n'est pas superhélicoidal. Ces fibres de DNA ne sont
observées que dans des conditions physiologiques : en milieu
NaCl 1M ou 0.0l1M ou encore en présence de détergent ionique.
GRIFFITH remarque & la place de ces fibres des boucles de DNA
étendues et de section plus fine gqui ressemblent i celles ob-
servées dans le nucléolide isolé en milieu NaCl iM. Dans ces

boucles, le DNA est en superhélice.

Pour caractériser ces fibres, GRIFFITH a examiné le DNA
dans une bactérie lysogéne surinfectée par le phage A. Il ob-
serve un minichromosome de phage A condensé en fibres identi-

ques & celles du DNA de la bactérie et a pu déterminer que




chagque unité& en forme de perle doit contenir environ 250 pai-
res de bases de DNA. Selon GRIFFITH, les fibres de DNA des
Précaryotes ont des paramétres physiques semblables d ceux
des fibres des Eucaryotes complexés avec les histones. Elles
sont cependant beaucoup moins stables que les fibres de DNA

présentes dans la cellule procaryotique.

I - 2-2-4-3 Recherche de protéines_susceptibles_de

condenser le DNA dans la bactérie
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Depuis longtemps on sait que les bactéries sont dépour-
vues d'histones (RAAF et BONNER,1968; TAKEUCHI et TSUGITA,
1970) . On peut donc se demander quel peut &tre le facteur de

la condensation du DNA dans la cellule bactérienne.

Depuis une décennie, des recherches entreprises sur
Escherichia coli ont permis d'isoler et de caractériser les
protéines qui se lient au DNA. Deux revues sur ces protéines
ont été& publiées par COLEMAN et OAKLEY (1980) puis par GEIDRE

et HOFFMANN-BERLING (1981).

Ces études ont conduit d l'isolement chez E.coli de
plusieurs protéines acido-solubles, de faible masse moléculai-
re relative, qui présentent une affinité pour le DNA et qui
pourraient &tre impliquées dans la condensation du chromosome

bactérien.
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Quatre d'entre elles, les protéines HU (ROUVIERE-YANIV,
et GROS ,1975), H1 (SPASSKY et coll.,1977), H (HUBSCHER et
c0ll.,1980) et HLP 1 (LATHE et c0ll.,1980) (Tableau III) ont
en commun les caractéristiques suivantes : elles sont abondan-
tes (20.000 & 100.000 copies par cellule), thermostables et se

comportent comme des diméres en solution.

La protéine HU isolée pour la premiére fois par ROUVIERE-
YANIV et GROS (1975) a également &té isolée dans d'autres labo-
ratoires ol elle a recgu des appellations différentes. BERTHOLD
et GEIDER (1976) l'ont appelée protéine HD , VARSHAVSKY et
coll. (1977) protéine II. Aprés gque la proté@ine HU ait été dé-
montrée comme étant en fait un hétérodimére constitué de deux
chaines polypeptidiques HU~1 et HU-2 ,LAINE et coll.(1978),
SURYANARAYANA et SUBRAMANIAN (1978) ont aussi isolé & partir
de la sous-unité native 30 S du ribosome, les protéines NSI1
et NS2 qui correspondent respectivement aux protéines HU-1 et

HU-2.

Les propriétés de la protéine HU qui a é&té& la mieux ca-
ractérisée parmi les autres protéines citées précédemment, se-

ront présentées ultérieurement.

La protéine Hl est une protéine neutre de masse molécu-
laire 15.500 gqui a une action sur l'initiation de la transcrip-

tion Zn vitro (CUKIER-KAHN,1972).

La protéine H a une masse moléculaire de 28.000. Sa com-
position en acides aminés présente une similitude avec celle
de l'histone H2A ; de plus, elle réagit avec l'anti-sé&rum anti-

histone H2A (HﬁBSCHER et coll.,1980).




TABLEAU III

PROPRIETES DES PROTEINES SE LIANT AU DNA

Effet sur la synthése

Pr?Eelnes ' ¥asse. Nombrg de Dimére Afflnlte pour les des acides nucléiques Acido-soluble Thermostabilité
associées au DNA moléculaire copies acides nucléiques < .
v et des protéines
Protéine HU. DNA bicaténaire
(ROUVIERE~-YANIV 9.500 100.000 + DNA monocaténaire + + +
et GROS, 1975) RNA
Protéine HI - DNA bicaténaire
(SPASSKY et 15.500 17.000 + DNA monocaténaire + + +

coll,,1977)

Pfotéine H
(HUBSCHER et 28.000 30.000 + DNA bicaténaire + + +
coll.,1980) :

Protéine HLPI

(LATHE & coll. 17.000 20.000 + DNA bicaténaire + + +
1980)

Protéine isolée DNA bicaténaire

par KISHI & coll. 22.000 10,000 monomére DNA monocaténaire - + -
1982

1874

+ en fin de phase stationnaire.




La protéine HLP I de masse moléculaire 17.000 interagit
avec la DNA polymérase de E.coli? (LATHE et coll.,1980), elle

est codée par le géne fir A.

Une autre protéine de masse moléculaire 22.000 a &té ré-
cemment caractérisée chez E.colZ. Elle se lie au DNA superhéli-
coidal et au DNA monocaténaire. Cette protéine présente des ca-
ractéristiques différentes de celles des protéines ci-dessus :
elle se comporte comme un monomére en solution, elle est moins
abondante (10.000 copies par cellule), instable & la chaleur
et n'est pas impliquée dans la synthése du DNA; du RNA et des
protéines <n vitro. Toutefois selon KISHI (1982), cette protéi-
ne serait impliquée dans le maintien de la conformation du

nucléoide.

Il faut cependant remarquer que parmi les protéines ci-
tées ci-dessus, seules les protéines HU et H1l ont été identi-~-
fiées dans des complexes desoxyribonucléoprotéiques isolés
dans des conditions douces (VARSHAVSKY et coll.,1977 ; WU et

coll.,1982).

VARSHAVSKY et c0ll.(1977), puis BAKAYEV(1981) ont montré
que les protéines HU et H1l gu'ils appellent respectivement B2
et Bl, sont associées & des fragments de DNA chromosomigques

(Voir partie I - 4-2-2).

D'autre part WU et coll. (1982) ont isolé de E.colZ un
complexe plasmide-protéine en quantité importante. Les pro-
téines HU et H1l représentent avec la DNA polymérase les pro-

-téines les plus abondantes de ce complexe.
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I - 2-2~-5 Interaction de la protéine HU avec les acides

nucléiques

La protéine HU présente une affinité pour le RNA mono-

caténaire et pour le DNA mono- et.bicaténaire (ROUVIERE-YANIV et

GROS,1975; BERTHOLD et -coll.,1976). La protéine HU a été& isolée de

E.coli par chromatographie d'affinité sur une colonne de DNA
monocaténaire (BERTHOLD et GEIDER,1976) ou de DNA bicaténaire
(ROUVIERE-YANIV et GROS,1975). Les interactions de la protéiﬁe
HU avec le DNA monocaté&naire ont &té &tudiées par GEIDER et
coll.(1976), ZENTGRAF et co0ll.(1977), GEIDER(1978), tandis que
les interactions protéines HU-DNA bicaténaire ont &té essentiel-
lement étudiées par ROUVIERE-YANIV et coll. (1975, 1977,1979) et
récemment par LOSSO ét coll. (1982), MIANO et coll.(1982),

IMBER et coll. (1982).

I - 2-2-5-1 Interactions_avec_le DNA monocaténaire

e A 3 AT A Y
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Les interactions de la protéine HU évec le DNA monocaté-
naire ont été analysées au moyen de trois méthodes : la sédi-
mentation (BERTHOLD et co0ll.,1976), l'observation au micros-
cope électronique (ZENTGRAF et coll.,1977) et l'hydrolyse du
complexe DNA-protéine par la DNase I (BERTHOLD et coll.,1976;
GEIDER,1978). Ces études ont permis de comparer les propriétés

de la protéine HU avec celles des protéines destabilisatrices

|

[
i
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de 1'hélice du DNA (HDP). Les études de centrifugation en
gradient dé saccharose ont montré qﬁe la formation du complexe
DNA du phage f£d avec la protéine HU est non coopérative. A
liinverse, la HDP de E.col? se fixe coopérativement sur le DNA
du phage fd. En microscopie électronique, on observe, aprés
addition de protéine HU au DNA monocaténaire et circulaire du
phage fd, la formation d'une structure condensée en spirale.
La conformation de ce complexe est trés différente de celle
des complexes qué forme ce DNA avec les HDP : en effet, loxrs-
qd'il est associé a la HDP de Escherichia coli, le DNA du pha-
ge fd conserve une configuration étendue. Lorsque le DNA est
associé 3 la protéine HU, il est partiellement protégé contre
l'action ménagée de la DNase I. Bien que le complexe protéine
HU—DNA soit plus compact gue le complexe HDP-DNA, le DNA est
moins bien protégé par la protéine HU gque par la HDP. Ces ré-
sultats indiquent que ces deux protéines interagissent diffé-
remment avec le DNA monocaténaire et appartiennent & des famil-

les bien distinctes de proté&ines.

I - 2-2-5-2 Interactions_avec_le DNA bicaténaire
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Quatre voies d'approche différentes ont &té utilisées
pour caractériser les interactions de la protéine HU avec le
DNA bicaténaire du phage A : la rétention sur filtre Millipore,
la centrifugation, la microscopie électronique et la fusion du

DNA.
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La protéine HU forme avec le DNA un complexe stable qui
sédimente en un pic é&troit dans un gradient de glycérol
(ROUVIERE-YANIV et GROS, 1975) comme dans un gradient de sac-
charose (BERTHOLD et GEIDER,1976). Le DNA est saturé lorsque

le rapport pondéral proté&ine HU/DNA est égal 3 deux.

Le DNA “"filtrable" sur membrane de nitrocellulose est
retenu sur le filtre lorsqu'il est associé 3 la protéine HU.
La rétention sur le filtre est quantitative pour un rapport

pondéral prot&ine/DNA de 0.5.

Lorsque la protéine HU est associée & des fragments de
DNA obtenus par hydrolyse du DNA du phage A par l'endonucléase
Eco R I, ROUVIERE-YANIV et GROS (1975) observent au microscope
€lectronique des filaments plus é&pais que ceux du DNA nu. Ces
filaments présentent des conformations en "épingles 3 cheveux"
De plus, la protéine HU se fixe indifféremment sur tous les
fragments de DNA. Il semble donc qu'il n'y ait pas reconnais-
sance sélective de séquences nucléotidiques par la proté&ine HU.
Cette hypothése est en accord avec les résultats obtenus par
VARSHAVSKY et coll. sur la DNP d'E.colz (1977) et qui montrent

que la protéine HU est distribude uniformément le long du DNA.

Par ailleurs, une condensation importante du DNA bicaté-
naire du phage T-7 en présence de la proté&ine HU a &té mise en
évidence par ZENTGRAF et coll. (1977), dans ce cas, le DNA for-
me des boucles "ressemblant 3 des guirlandes”.

Des études sur le DNA circulaire du virus eucaryotique

SV40 ont permis d'approfondir la connaissance des interactions
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entre la protéine HU et le DNA bicaténaire (ROUVIERE-YANIV et
coll., 1979). En présence de "nicking closing enzyme", la pro-
téine HU introduit 18 supertours négatifs dans un DNA relaché.
Dans le complexe protéine HU-DNA, le DNA est condensé par un
facteur{de 2.0 &3 2.4 par rapport au DNA nu et présente des
structures en forme de perles dont le diamétre est de 180 A.
Ces structures sont instables et ne peuvent &tre observées
qu'apreés fixation par la glutaraldéhyde. L'instabilité est la
principale différence que l'on puisse observer entre ce com-
plexe et celui formé par l'association des quatre histones
H2A, H2B, H3 et H4 avec le DNA de SV40. D'autres différences
peuvent &tre relevées : dans le complexe reconstitué <in vitro
avec les histones, 21 supertours d'hélice sont introduits,

les "perles" sont mieux définies, elles sont plus nombreuses
et de diamétre plus petit. Cependant, dans ce complexe, 1le
facteur de condensation du DNA est du méme ordre gque celui ob-

servé dans le complexe proté&ine HU-DNA de SV40.

Cependant cette hypothése a &té controversée par IMBER
et coll. (1982). Ces auteurs ont &tudié l'interaction de 1la
protéine de type HU isolée de Bacillus globigii appelée pro-
téine HB avec le DNA du phage A. La stabilité du complexe

32P a différentes forces

protéine-DNA bicaténaire mérqué au
ioniques est étudiée en mesurant la quantité de DNA marqué
retenu sur un filtre de nitrocellulose. Le compléxe est sta-
ble jusqu'a une molarité en NaCl de 200 mM ou en MgCl2 de

100 mM. Les expériences sont ensuite répétées en présence

d'héparine qui fixe irréversiblement la protéine HB et sert
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ainsi de compétiteur. Dans ce cas le complexe se dissocie

dés que la molarité atteint 100 mM en NaCl ou 10 mM en MgClz.
Etant donné que la force ionique intracellulaire de la bacté-
rie E.coli est de 1l'ordre de 600 mM en NaCl et 100 mM en
MgCl2 (MONCANY, 1982) IMBER et collaborateurs en déduisent que
les protéines de type HU ne peuvent &tre associées au DNA in
vivo. Or, pour leurs expériences, IMBER et coll.(1982) utili-
sent une concentration en protéine HB égale 3 0.2 ug/ml et un
rapport protéine/DNA égal & 0.06. De plus la quantité de pro-
téine disponible diminue rapidement lorsqu'elle est irréver-
siblement liée & 1l'héparine. Les conditions expérimentales ne
sont probablement pas bien choisies pour é&tudier une protéine
qui interagirait avec le DNA d'une manié&re similaire 3 celle
des histones. En effet, pour reconstituer le nucléosome avec
les histones, la concentration des histones doit atteindre
une valeur suffisante pour former le "core" nucléosomal au-

tour duquel s'enroule le DNA.

Pour é&tudier la stabilité des complexes protéines de ty-
pe HU~DNA, il aurait donc fallu choisir d'une part une concen-
tration en protéine suffisante pour que la protéine puisse
former des té&traméres ou des octaméres ; d'autre part, un rap-
port protéine/DNA au moins &gal &4 celui observé par VARSHAVSKY

(1976) dans la DNP de E.coli (rapport égal 3 0.2).

Nous discuterons d'une fagon plus approfondie de cette
question lorsque nous étudierons l'interaction des protéines
HU et HRm avec le DNA dans la partie "Interactions DNA-pro-

téines HRm et HU".
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I - 2-2-5-3 Effet de_la protéine HU sur la stabilité
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ROUVIERE-YANIV (1977) a dé&jia montré que la protéine HU
a un rdle important dans la stabilisation du DNA contre la

dénaturation thermique.

La protéine HTa isolée de Thermoplasma actidophilum pré-

sente cette méme propriété (STEIN et coll.,1978).

Récemment, MIANO et coll.(1982) ont &tudié 1l'effet des
protéines NS1 et NS2 et de leur dimére NS de E.colZ sur la
dénaturation et la renaturation du DNA de E.coliZ ou de thymus
de Veau.

L'addition de ces protéines au DNA, dans un rapport pro-
téine/DNA de 1 & 2, cause une augmentation significative de 1la
température de transition. La rapidité et 1l'importance de la
renaturation du DNA sont également accrues. Par rapport & NS1,
NS2 présente cependant une plus grande efficacité dans la rena-

turation du DNA.

Les auteurs ont montré que les effets observés sont plus
importants qualitativement et quantitativement lorsque les pro-

-~

téines NS1 et NS2 sont associées a leur DNA homologue.
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I - 2-2-5-4 Effet de_la protéine HU sur la synthése et la
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La protéine HU stimule in vitro la transcription du DNA
du phage A par la RNA polymérase d'E.col? (ROUVIERE-YANIV et
GROS,1975) . Elle inhibe la synthé&se du DNA par les DNA poly-
mérases I,II et III d'F.col: (BERTHOLD et GEIDER, 1976).

L'effet de la protéine HU sur la transcription du DNA a
été étudié par de nombreux auteurs, mais les résultats obtenus
sont divergents. En effet, certains auteurs disent gqu'elle sti-
mule fortement la transcription du DNA du phage XA (ROUVIERE-
YANIV et coll.,1975), d'autres disent gqu'elle stimule la trans-
cription du DNA du phage T-7 (BERTHOLD et coll., 1976) et le
rapport le plus récent montre que la transcription du DNA du
phage A est inhib&e par la protéine NS (HU) isolée de Pseudo-

monas et de E.coli (HAWKINS et coll.,1981).

LOSSO et co0l11.(1982) ont montré que le mélanée des pro-
téines NS1 et NS2 dans un rapport 1/1 inhibe la transcription
de différentes matrices de DNA & divers degrés, l'effet le plus
important &tant observé avec le DNA du phage A et le DNA de
E.col7i, et le plus faible avec du poly 4 (A+T). Ils ont &gale-
ment remarqué qu'au cours de cette &tude, il n'y avait pas de
dégradation du DNA (ou d'autres produits) lors de 1l'incubation
avec la protéine. Ces résultats suggérent que l'inhibition de
la transcription du DNA n'est due ni & NS1 ni & NS2 seule, mais
que les deux protéines considérées isolément ont essentiellement

le méme effet que leur mélange.
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I - 3 OBJECTIF DE NOS RECHERCHES ET CHOIX DES SOUCHES

I - 3~1 Objectif de nos recherches

Ayant mis en &vidence une grande hé&térogénéité de la

famille des Rhizobiaceae, il nous a semblé intéressant d4d'a-

border la phylogénie de ces bactéries. Celles-ci ont é&té
préalablement classées en différents groupes d'inoculation.
Cependant la localisation des génes responsables de la nodu-

lation (génes nod) et de la fixation de l'azote (génes nif

et fix) chez Rhizobium constitue un probléme tout & fait fon-
damental. En effet, ces génes sont portés principalement par
des plasmides de haut poids moléculaire (voir précédemment).
Si le support de ces déterminants génétiques est stable, il ne
devrait pas y avoir de contradiction entre les résultats don-
nés par les analyses phylogéniques classiques et les affinités
entre les différents RhaZzobium découlant de leur spécificité

d'hoéte.

Par contre si ces é€léments extrachromosomiques sont ac-
quis de fagon transitoire, les relations entre la phylogénie
et la spécificité d'hbéte ne pourront pas se vérifier. Si cette
deuxiéme hypothése s'avérait exacte, l'origine de 1'élément

extrachromosomique impliqué serait mise en question.

Pour essayer de résoudre ce probléme, nous nous sommes in-—

-

téressés 3 1l'étude d'une protéine particuliére, la protéine HU.
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Cette protéine a été initialement isoclée de E.col? (ROUVIERE-
YANTIV et GROS, 1975). lLa é;otéine HU est une protéine légére-
ment basique, de masse moléculaire relative 9.500 (90 résidus
d'acides aminés) qui se lie au DNA et intervient probablement
dans sa condensation. De ce fait, elle joue peut-&tre un rdle
analogue & celui des histones identifiées chez les Eucaryotes.
Dans la chromatine des Eucaryotes, le DNA est compacté dans
une structure formée de sous-unités répétitives appelées nu-
cléosomes. Chague nucléosome contient un octamé@re d'histones
autour duguel s'enroule un segment de 165 paires de bases de
DNA. Les histones ont &té remarquablement conservées au cours
de l'évolution. On peut par conséquent supposer que la protéine
HU des Procaryotes 3 l'image des histones a subi au cours de
1'&volution une certaine stabilité de sa structure primaire.
C'est pourquoi il nous a paru intéressant d'isoler et d'étu-
dier la protéine de type HU de plusiéurs "espéces" de Rhizo-
biaceae et d'en dégager les caractéres structuraux constants

ou variables.

D'autre part, des protéines de type HU ont été isolées
d'espéces bactériennes diverses telles que des bactéries
gram(-) Eschgrichia coli (ROUVIERE-YANIV et coll., 1975),
Pseudomonas aerugionsa (HAWKINS et coll.,1981), Salmonella
typhitmurium (ROUVIERE-~YANIV, 1978), Rhizobium meliloti (LAINE
et coll.,1982), Haemophilus influenzae (SUTRINA et coll.,1983);
de deux espéces de cyanobactéries : Anabaena et Aphanocapsa

(HASELKORN et coll.,1976), des bactéries gram(+) : Bacillus




subtilis (NAKAYAMA, 1980), Bactllus globigii (IMBER et coll.,
1982) et Bacillus stearothermophilus (DIJK et coll., 1983)
ainsi que dans une Archaebactérie, Thermoplasma acidophilum

(SEARCY,1975) .

Puisque la protéine de type HU semble répandue dans
toutes les espéces bactériennes, la comparaison de sa struc-
ture primaire devrait permettre de relier entre eux un grand

nombre de microorganismes.

I - 3-2 Choix des souches

Nous avons dans un premier temps commencé 1l'étude d'une
souche du genre R.meliloti (groupe M), R.meliloti 2011 Str3.
Cette souche a fait l'objet de nombreuses recherches dans le
laboratoire de Microbiologie de l1l'Université des Sciences et
Techniques de Lille. Ces recherches ont permis de déterminer
certains aspects‘de son métabolisme hydrocarboné, son contenu
plasmidique ainsi que la sensibilité 3 différents bactério-

phages et antibiotiques.

L'isolement et la caractérisation de la protéine de type
HU de cette souche ont &té entrepris dés 1980. Elle a abouti 3 1la

détermination de sa séquence compl&te (LAINE et coll.,1983).

- Dans un deuxiéme temps, ncus nous sommes intéréssé 3 la
protéine de type HU d'une bactérie du genre Agrobacterium
(groupe A) qui est taxonomiquement proche du groupe M. Nous

avons donc choisi la souche AB6 d'Agrobacterium tumefaciens.




L'hétérogénéité des souches de R.leguminosarum nous a
incité & comparer les protéineé de type HU de deux souches
appartenant & deux groupes différents : la souche de R.legu-
minosarum L18 incluse dans le groupe A (dans lequel se situe
Agrobacterium) et la souche de R.leguminosarum L53 incluse
dans le groupe T représenté essentiellement par R.trifolit.
Nous avons vérifié la spécificité d'infectivité des clones de
Rhizobium leguminosarum que nous avons utilis@&s pour extraire
la protéine HU. Les résultats sont donnés dans le tableau IV;

ils prouvent que les clones appartiennent bien au méme groupe

d'inoculation.

Enfin notre attention s'est porté sur la protéine de ty-
pe HU isolée d'une souche de R.japonicum J5 qui est trés éloi-

gnée des souches précédentes.
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ETUDE COMPARATIVE DES PROTEINES DE TYPE HU ISOLEES DE

DIFFERENTES ESPECES DE RHIZOBIACEAE

35




56

PLAN DU CHAPITRE II

ETUDE COMPARATIVE DES PROTEINES DE TYPE HU ISOLEES DE
DIFFERENTES ESPECES DE Rhizobiaceae

IT - 1 NOMENCLATURE DES PROTEINES

II - 2 ISOLEMENT DES PROTEINES DE TYPE HU

IT - 2-1 Préparation des protéines de type HU
II - 2-2 Purification des protéines de type HU
IT - 2-3 Séparation des protéines HRj;l et HRj-2

de R.japonicum

II - 3 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PROTEINES DE TYPE HU

IT - 3-1 Comportement électrophorétique sur gel de
polyacrylamide

II - 3-2 Propriétés immunologiques

IT - 3-3 Composition en acides aminés

II - 3-4 Discussion




57

IT - 1 NOMENCLATURE DES PROTEINES

Les protéines de type HU ont été nommées par des lettres
qui rappelenﬁ le nom des souches gque nous avons choisies pour
notre étude. La position de ces souches bactériennes dans le
dendrogramme des Rhizobiacege est montrée dans la figure 2
(page 22) et l1l'origine des souches est indiquée dans le ta-

bleau viri(Partie technique, page 194).

La nomenclature des protéines de type HU est présentée

dans le tableau V.

TABLEAU V

NOMENCLATURE DES PROTEINES DE TYPE HU ETUDIEES

Nom des souches Nom des protéines
Rhizobium meliloti 2011 Str3 HRm
Rhizobium leguminosarum L18 HR1-18
Rhizobium leguminosarum L53 HR1-53
Rhizobium japonicum J5 HRjJ

Agrobacterium tumefaciens AB6 HAt




58

II - 2 ISOLEMENT DES PROTEINES DE TYPE HU

IT - 2-1 Préparation des protéines de type HU

IT - 2-1-1 Principe de la méthode

La préparation des protéines de type HU s'inspire d'un
procédé général décrit par ALBERTS et HERRICK (1971) pour
isoler des protéines ayant une affinité pour le DNA. Ce pro-
cédé utilise la chromatographie d'affinité& sur colonne de
DNA-cellulose. Cette méthode nécessite 1l'élimination préala-
ble du DNA contenu dans la cellule bactérienne par précipi-
tation avec le polyéthyléne glycol aprés dissociation du
complexe nucléoprotéique 3 force ionique élevée (NaCl 1.5M).
Ensuite, les protéines qui ont une affinité pour le DNA sont
fixées sur une colonne de DNA-cellulose d'ol elles sont.dé-

sorbées par un gradient de force ionique croissante.

La molarité en NaCl (exprimée en mmol) des tampons uti-
lisés lors de la chromatographie est indiquée dans notre expo-
sé& par un chiffre qui suit la leftre T. Les conditions expéri-
mentales utilis@es pour préparer les proté€ines de type HU sont

présentées dans la partie technique (page 213)..
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II - 2-1-2 Résultats

IT - 2-1-2-1 Préparation de_la protéine HRm de R.melilotr

Le diagramme d'élution obtenu lors de la séparation des
protéines se liant au DNA de R.meliloti par chromatographie
d'affinité sur colonne de DNA-cellulose est présenté dans la
figure 4-A. La figure 4-B présente le diagramme &lectrophoré-

tique des fractions &luées de cette chromatographie.

La fraction 1 (non analysée en électrophoré&se) corres-
pond aux constituants qui n'ont pas d'affinité pour le DNA

et qui par conséquent, n'ont pas été retenus sur la colonne.

La fraction 2 élude 3 une molarité de 100 mM en NacCl

est trés hétérogéne.

La protéine HRm est éluée dans les fractions 3 et 4 par
une molarité en NaCl comprise entre 120 mM et 180 mM ; elle

représente le constituant majeur de ces deux fractions.

La fraction 5 &luée 3 une molarité en NaCl de 2M ne ren-

ferme que des traces de protéines et n'a pas été é&tudiée.

II - 2-1-2-2 Préparation_de_la protéine HAt d'A.tumefaciens

e airrn s S o2 s e T o e e Sy

Le diagramme d'élution obtenu lors de la séparation des
protéines se liant au DNA d'Agrobacterium tumefaciens par chro-
matographie d'affinité sur colonne de DNA-cellulose est présen-

tée dans la fiéure 5-A.




FIGURE 4-A FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE Rhtzobium

¢

FIGURE 4-B

melilott PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE
DNA-CELLULOSE

La colonne (2.5x20cm) de DNA de R.meliloti couplé a
la cellulose est équilibrée avec le tampon T-50.

La fraction 1 correspond au matériel non retenu sur
la colonne.

La fraction 2 est éluée par le tampon T-100.

Les fractions 3 et 4 sont éluées par un gradient li-
néaire de molarité en NaCl (100 mM - 200 mM) obtenu
avec les tampons T-100 et T-200 (2 x 125 ml).

La fraction 5 est éluée par le tampon T-2000.

Des fractions de 5.8 ml ont été collectées & un débit
de 44 ml/heure.

ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS DE LA FIGURE
4-A (PROTEINES DE R.melilotz) SUR GEL DE POLYACRYLA-
MIDE EN MILIEU DODECYLSULFATE DE SODIUM.

M = témoins de masse molaire connue : phosphorylase b
(94.000), albumine sérique de Boeuf (67.000), ovalbu-
mine (43.000), anhydrase carbonique (30.000), inhibi-
teur trypsique de soja (20.000) et a~lactalbumine
(14.400).

Les couloirs 2,3 et 4 correspondent respectivement
aux fractions 2,3 et 4 de la figure 4-A.

Les échantillons (7 pg) sont traités avec 5 p.100 de
SDS, 2 p.100 de 2Z2-mercaptoéthanol pendant 2 minutes a
100°C. L'électrophorése est effectuée sous une inten-
sité de 40 mA pendant 150 minutes sur une plaque de
gel de polyacrylamide (120x70x1 mm). La concentration
d'acrylamide dans le gel varie linéairement de 5 &
30 p.100. Le tampon d'électrode (Tris 16 mM/glycine
128 mM ajusté & pH 8.3 avec HCl) et le tampon de gel
(Tris 0.75 M/HC1l, pH 8.9) contiennent 0.1 p.1l00 de
SDS. Le gel est coloré pendant 15 heures par une so-
lution &8 0.5 p.100 de bleu de Coomassie R250 dans le
mélange acide acétique-éthanol-eau (1:2:7, v/v/v) et
décoloré par simple diffusion dans le mélange acide
acétique-éthanol-eau (4:5:31, v/v/v).
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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 (2.5x20cm) de DNA de R.meliloti couplé &
la cellulose est- éguilibrée avec le tampon T-50.

La fraction 1 correspond au matériel non retenu sur
la colonne.

La fraction 2 est &luée par le tampon T-100.

Les fractions 3 et 4 sont &luées par un gradient li-
néaire de molarité& en NaCl (100 mM - 300 mM) obtenu
avec les tampons T-100 et T-300 (2x150 ml).

La fraction 5 est &luée par le tampon T-2000.

Le débit de la colonne est de 40 ml/heure et des
fractions de 5.3 ml sont collectées.

FIGURE 5-B ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTiONS DE LA FIGURE
5-A (PROTEINES D'Agrobacterium tumefaciens) SUR GEL
DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU DODECYLSULFATE DE SODIUM

L'électrophorése a &té& effectuée sur plaque de gel
de polyacrylamide en milieu dodécylsulfate de sodium
dans les conditions décrites dans la lé&gende de la
figure 4-B.

Les couloirs 2,3,4 et 5 correspondent respectivement
aux fractions 2,3,4 et 5 de la figure 5-A.
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L'analyse électrophorétique des fractions é&luées au
cours de cette chromatographie est présentée dans la figure
5-B. La protéine HAt est éluée dans la fraction 4 avec une
molarité en NaCl de l'ordre de 200 mM. Les principaux conta-
minants de la protéine HAt ont une masse moléculaire comprise
entre 24.000 et 28.000. La fraction 5 &luée 3 une molarité en
NaCl de 2M est trés hétérogéne. Notons la présence dans cette
fraction d'une protéine de masse moléculaire 16.000 dont nous

reparlerons plus loin.

e e g

IT - 2-1-2-3 Préparation de la protéine HR1-18 de

¢ B.leguminosarum L18

Le diagramme d'é&lution obtenu lors de la préparation
des protéines de Rhizobium leguminosarum L18 par chromatogra-
phie d'affinité sur colonne de DNA-cellulose est présenté
dans la figure 6-A.

L'analyse électrophorétique des fractions &luées lors
de cette chromatographie est présentée dans la figure 6-B. La
protéine HR1-18 est &luée dans les fractions 4 et 5 avec une
molarité en NaCl comprise entre 150 et 200 mM. Dans la frac-
tion 4 la protéine HR1-18 représente le constituant majeur,
tandis que dans la fraction 5 elle est &luée avec une protéine
de masse moléculaire d'environ 24.000. Dans la fraction 6
€luée par NaCl 2M, nous retrouvons essentiellement trois prd—

téines de masse moléculaire 16.000, 40.000 et 42.000.




FIGURE 6-A

FIGURE 6-B

FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R.legu-
minosarum L18 PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE
DE DNA-CELLULOSE

-~

La colonne (2.5x20cm) de DNA de R.meliloti couplé a la
cellulose est équilibré&e avec le tampon T-50.

La fraction 1 correspond au matériel non retenu sur la
colonne.

Les fractions 2 et 3 sont &luées par le tampon T-100.

Les fractions 4 et 5 sont &luées par un gradient liné-
aire de molarité en NaCl (100-300 mM) obtenu avec les
tampons T-100 et T-300 (2 x 125 ml).

La fraction 6 est &luée par le tampon T-2000.

Le débit de la colonne est de 44 ml/heure et des frac-
tions de 5.8 ml sont collectées.

ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS DE LA FIGURE
6~-A (PROTEINES DE R.leguminogarum L18)

L'électrophorése est effectuée sur plaque de gel de
polyacrylamide en milieu dodécylsulfate de sodium dans
les conditions décrites dans la légende de la figure
4-B -

Les couloirs 2,3,4,5 et 6 correspondent respectivement
aux fractions 2,3,4,5 et 6 de la figure 6-A
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Le diagramme d'&lution obtenu lors de la préparation
des protéines de ﬁhizobium leguminosarum L53 par chromato-
graphie d'affinité sur colonne de DNA-cellulose est présenté
dans la figure 7-A. Le contrdle électrophorétique des frac-
tions &luées au cours de cette chromatographie est présen;é

dans la figure 7-B.

La protéine HR1-53 est &luée dans les fractions 3 et 4
par une molarité en NaCl de l'ordre de 170 mM. Dans ces frac-
tions la protéine HR1-53 est contaminée par des protéines de
masse mol&culaire de l'ordre de 25.000. Les fractions 2 et 6
sont trés hétérogénes. Une protéine de masse moléculaire
16.000 est é&luée dans la fraction 5 par NaCl 0.5 M. Nous avons
obtenu une gquantité insuffisante de matériel pour purifier et
analyser cette protéine. Il aurait été intéressant de voir si
cette protéine correspond & la protéine chromosomale H1 de
E.coli (voir tableau III, page 41) dont la masse moléculaire
est égale 3 16.000 et qui est &luée de la colonne de DNA-cel-

lulose par NaCl 0.5 M.

Lors de la chromatographie des protéines de A.tumefaciens
et de R.leguminosarum L18 l'étape d'élution & 0.5 M NaCl a été
omise et nous retrouvons dans la fraction élude par NaCl 2M
une protéine de taille moléculaire égale & 16.000. La caracté-
risation de la protéine de masse molééulaire 16.000 isolée

d'Agrobacterium tumefaciens est actuellement en cours.




FIGURE 7-A FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE Rhizo0-

FIGURE 7-B

bium leguminosarum L53 PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE
SUR COLONNE DE DNA-CELLULOSE

La colonne (2.5x20cm) de DNA de R.meliloti couplé 3 la
cellulose est égquilibrée avec le tampon T-50.

La fraction 1 correspond au matériel non retenu sur la
colonne.

La fraction 2 est &luée par le tampon T-100.

Les fractions 3 et 4 sont éluées par un gradient liné-
aire de molarité en NaCl (100 mM - 300 mM) obtenu avec
les tampons T-100 et T-300 (2 x 150 ml).

La fraction 5 est éluée par le tampon T-500.
La fraction 6 est é&luée par le tampon T-2000.

Le débit de la colonne est de 44 ml/heure et des frac-
tions de 5.8 ml sont collectées.

ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FPRACTIONS DE LA FIGURE
7-A (PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R.leguminosarum L53)

L'é&lectrophorése est effectuée sur plagque de gel de
polyacrylamide en milieu dodécylsulfate de sodium
dans les conditions décrites dans la légende de la
figure 4-B.

Les couloirs 2,3,4,5 et 6 correspondent respective-
ment aux fractions 2,3,4,5 et 6 de la figure 7-A.
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II - 2-1-2-5 Préparation de_ la _protéine HRJ de R.japontcum

.

Le diagramme d'élution obtenu lors de la séparation des
protéines se liant au DNA de RAZzobium japonicum JI5 par chro-
matographie d'affinité sur colonne de DNA-cellulose est pré-

senté dans la figure 8-A.

L'analyse électrophorétique des fractions &luées au
cours de. cette chromatographie est présentée dans la figure
8-B. La majeure partie de la protéine HRj est &luée dans la

fraction 5 par une molarité en NaCl de 250 mM.

Dans les fractions 4 et 6, la protéine HRj est contaminée
par des protéines de masse moléculaire supérieure ou &gale &

18.000.

IT -~ 2-2 Purification des protéines de type HU

Les protéines HRm, HAt, HR1-18, HR1-53 et HRj éluées de
la colonne de DNA-cellulose sont contamindes par des compo-
sants de taille moléculaire &levée. Nous avons &liminé ces
composants par chromatographie de gel filtration sur une co-

lonne de Sephadex G-100 &luée par HCl 0.01 M.

Le diagramme d'é&lution obtenu lors de la purification

de la protéine HRm est présenté dans la figure '9-A.




FIGURE 8-A

FIGURE 8-B

FRACTIONNEMENT DES PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R.japo-
nicum PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE
DNA-CELLULOSE

La colonne (2.5x20cm) de DNA de R.meliloti couplé a
la cellulose est égquilibrée avec le tampon T-50.

La fraction 1 correspond au matériel non retenu sur la
colonne.

La fraction 2 est &luée par le tampon T-100.

Les fractions 3,4,5 et 6 sont éluées par un gradient
linéaire de molarité en NaCl (100 mM - 400 mM) obtenu
avec les tampons T-100 et T-400 (2 x 250 ml).

Le débit de la colonne est de 41 ml/heure et des frac-
tions de 5.5 ml sont collectées.

ANALYSE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS DE LA FIGURE
8-A (PROTEINES SE LIANT AU DNA DE R.japonicum)

L'électrophorése est effectuée sur gel de polyacryla-
mide en milieu dodécylsulfate de sodium dans les con-
ditions décrites dans la légende de la figure 4-B.

Les couloirs 2,3,4,5 et 6 correspondent respectivement
aux fractions 2,3,4,5 et 6 de la figure 8-A.
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FIGURE 9 PURIFICATION DE LA PROTEINE HRm PAR CHROMATOGRAPHIE DE

GEL

FILTRATION

A -

C -

Chromatographie : la protéine HRm dissoute dans un
tampon Tris-HC1l 0.1 M,. pH 8.0, GuCl 6M, 2-mercap-
toéthanol 5 p.100 (7 mg/0.7 ml) est laissée 48 heu-
res 4 température ambiante. Aprés addition de 0.3 ml
d'HC1 0.01 M et centrifugation & 4000 g pendant 10
minutes, la solution de protéine est déposée sur une
colonne (90xl.6cm) de Sephadex G-100. La colonne est
équilibrée et &luée avec HCl 0.01 N saturé de chlo-
roforme. Le débit est de 4 ml/heure et des fractions
de 3 ml sont collectées.

Analyse électrophorétique sur gel de polyacrylamide
en milieu dodécylsulfate de sodium de la fraction 1
(Figure 9-A). Les conditions d'é&lectrophor&se sont
indiquées dans la figure 4-B.

Analyse électrophorétique de la fraction 1 (figure
9-A) sur gel de polyacrylamide en milieu acide acé-
tique 0.9 M et en présence d'urée 2.5 M. Les condi-
tions sont indiquées dans la figure 12 page 73.
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La protéine HRm, &luée dans la fraction 1 apparait pure
en électrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu dodécyl-
sulfate de sodium (Figure 9-B) et en milieu acide acétique

0.9 M en présence d'urée 2.5 M (Figure 9-C).

Des résultats identiques ont &té obtenus lors de la pu-
rification des protéines HAt, HR1-18, HR1-53 et HRj et nous
n'avons pas jugé utile de présenter les diagrammes d'é&lution

de ces protéines.

ITI - 2-3 ©Séparation des protéines HRj-1 et HRj-2 de Rhizobium

Jjaponicum

La protéine HRj purifiée par chromatographie de gel fil-
tration apparait homogé&ne aprés électrophorése sur gel de
polyacrylamide en milieu dodécylsulfate de sodium. Par contre
sur gel de polyacrylamide en milieu urée 2.5 M,acide acétique
0.9 M on observe pour cette protéine deux bandes distinctes
(Figure 10-B, couloir 1) qui correspondent 3 deux variants
HRj-1 et HRj-2. Les protéines HRj-1 et HRj-2 ont été séparées
par chromatographie d'échange d'ions sur colonne de carboxy-
méthyl-cellulose en utilisant un gradient linéaire croissant
de molérité en NaCl dans un tampon acétate de sodium 0.01 M de
PH 5.6 et en présence d'urée 6M.

Les protéines HRj-1 et HRj-2 sont respectivement &luées
dans les fractions 1 et 2 (Figure 10-A). Elles apparaissent

homog&nes aprds électrophorése sur gel de polyacrylamide en

milieu urée 2.5 M, acide acétique 0.9 M (Figure 10-B),
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SEPARATION DES PROTEINES HRj-1 ET HRj-2 PAR CHROMATO-
GRAPHIE SUR COLONNE DE CARBOXYMETHYL~CELLULOSE

La protéine HRj (8 mg) est dissoute dans 1 ml d'acétate
de sodium 0.1 M, pH 5.6 contenant de l'urée 8M et 5 p.100
de 2-mercaptoéthanol. Aprés 48 heures, elle est déposée
sur une colonne de carboxyméthyl-cellulose (22xl.2cm)
8quilibrée en milieu acétate de sodium 0.01 M, pH 5.6,

contenant de l'urée 6M. Les protéines sont éluées par un ,

gradient linéaire de NaCl (0 - 140 mM) (2 x 300 ml) dans
le tampon d'équilibration. Le débit de la colonne est de
13 ml/heure. Des fractions de 4,3 ml sont collectées.

CONTROLE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS OBTENUES LORS
DE LA SEPARATION DES PROTEINES HRj~-1 et HRj-2

1, protéine HRj ; 2, protéine HRj-1 ; 3, protéine HRj-2.
Les conditions d'électrophorése effectuée sur gel de po-
lyacrylamide en milieu acide acétique 0.9 M - urée 2.5 M

sont indiquées dans la légende de la figure 12.
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IT - 3 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PROTEINES DE TYPE HU

L'étude des propriétés physico-chimiques des protéines
de type HU isolées de différentes souches de RhiZzobiaceae est

présentée dans les publications 1 et 2 pages 84 et 107.

Nous en rappelerons les principaux résultats.

IT - 3-1 Comportement €lectrophorétique sur gel de polyacry-

- lamide

Le comportement électrophorétique sur gel de polyacry-
lamide des protéines de type HU isolées des Rhizobiaceae a

&té étudiée dans trois systémes différents :

A - en présence de dodécylsulfate de sodium

B - en milieu acide acétique 0.9 M et en présence d'urée
2.5 M

C - en milieu acide acétique 0.9 M et en présence d'urée

6M et de triton X-100.

Les diagrammes é&lectrophorétiques dans les systémes A,
B et C sont présentés respectivement dans les figures 11, 12

et 13.

Dans le systéme A toutes les protéines donnent une seule
bande et ont une migration identique & l'exception de la pro-

téine HRj qui migre légérement moins vite que les autres. A
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COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES DE

TYPE HU SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN PRESENCE DE

DODECYLSULFATE DE SODIUM

o W N~ 3R
(1]

témoins de masse moléculaire (voir figure 5)

protéine
protéine
protéine
protéine
protéine

HRm
HR1-18
HR1-53
HAt
HRJ



FIGURE 12
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COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES DE

TYPE HU SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU ACI-

DE ACETIQUE 0.9 M ET EN PRESENCE D'UREE 2.5 M

1l , protéine HRm ; 2, protéine HAt ; 3, protéine
HR1-18 ; 4, protéine HR1-53 ; 5, protéine HRj ;
6, protéine HRj-1 ; 7, protéine HRj-2.

L'électrophorése est effectuée sur une plague de
gel (150x140x75 mm) contenant 17 p.100 d'acryla-
mide. Les échantillons sont dissous dans HCl 0.01M,
contenant de 1l'urée 8M et du 2-mercaptoéthanol 0.5M.
L'électrophorése est effectuée sous une intensité

de 22 mA pendant 3 heures. Les gels sont colorés et
décolorés suivant le protocole décrit dans la 1lé-
gende de la figure 4-B pour les gels contenant du
SDS.
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FIGURE 13 COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE DES PROTEINES DE

TYPE HU SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU ACID

E

ACETIQUE 0.9 M ET EN PRESENCE D'UREE 6M ET DE
TRITON X-100

l, protéine HRm ; 2, protéine HAt ; 3, protéine
HR1-18 ; 4, protéine HR1-53 ; 5, protéine HU ;
6, protéine HR]J ; 7, protéine HRj-1 ; 8, pro-
téine HRj-2.

Les conditions d'électrophorése ne différent de
celles présentées dans la figure 12 que par la

présence d'une quantité supérieure d'urée et la
présence de triton X-100 dans le gel. Les condi-

tions de coloration et de décoloration sont iden-

-

tiques a celles indiquées dans la figure 5.
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partir de leur migration sur ce gel la masse molaire rela-
tive (Mr) de ces protéines est estimée 3 10.000. Ce résul-
tat est en accord avec la masse molaire relative calculée
soit & partir de la composition en acides aminés (voir para-

graphe II - 3-3), soit & partir des données structurales ob-

tenues sur ces protéines (voir chapitre III).

En milieu acide (systémes B et C) la protéine HR1-18
a une migration électrophorétique identique & celle de la
protéine HAt tandis que la protéine HR1-53 a une migration
nettement plus cathodique. Les protéines HRm, HAt, HR1-18
et HR1-53 ne donnent qu'une seule bande en présence d'urée
6M et de triton X-100. Ce résultat indique que chacune de ces
quatre protéines est constituée d'une seule chaine polypep-
tidique. Ceci a été& confirmé par les études structurales

présentées dans le chapitre III (publications 2 et 3).

La protéine HRj donne dans les deux systémes é&lectropho-
rétiques en milieu acide deux bandes qui correspondent aux
protéines HRj-1 et HRj-2. En présence d'urée 2.5 M, la pro-
téine HRj-2 a une migration supérieure 3 celle de la protéine
HRj-1 qui elle-m@éme migre comme la protéine HRm. Les protéines
HRj-1 et HRJj-2 se différencient nettement des protéines homo-
logues isolées des autres bactéries par leur comportement en
présence d'urée 6M et de triton X-100. Leur migration &lec-
trophorétique dans ce systéme est en effet tré&s inférieure &

celles des autres protéines de type HU.
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II - 3-2 Propriétés immunologiques

Nous avons recherché si les protéines de type HU iso-
lées des différentes souches de Rhizobiaceae présentent avec
la protéine HRm une communauté antigénique. Cette recherche
a été effectuée en utilisant le test d'immunodiffusion en
gel d'agar selon la méthode de OUCHTERLONY. Les résultats
obtenus sont présentés dans la figure 14. Les protéines HAt
et HR1-18 réagissent trés bien contre les immunoglobulines
anti-protéine HRm tandis que la protéine HR1-53 donne un arc
de précipitation beaucoup plus faible contre ces mémes anti-
corps. Ces résultats'indiquent que les protéines HAt et
HR1-18 ont des sites antigéniques trés peu différents sinon
identiques & ceux de la protéine HRm. Ils suggérent en outre
que les protéines HRm, HAt et HR1-18 présentent de grandes
homologies. Par contre la faible réaction d'immunoprécipita-
tion entre la protéine HR1-53 et les immunog}obulines anti-
protéine HRm suggére des différences structurales importantes,
au moins au niveau des sites antigéniques, entre la protéine
HR1-53 et la protéine HRm.L'étude structurale de la protéine

HR1-53 a permis de confirmer cette hypothése (chapitre III).

La protéine HRj réagit trés faiblement contre les immﬁ-
noglobulines anti-prot&ine HRm. Aucun arc de précipitation n'a
&té observé avec la protéine HRj lorsque celle-ci est déposée
d 8 mm du puits central contenant les immunoglobulines anti-

protéine HRm comme cela a été effectué pour les autres pro-

téines de type HU. Pour obtenir avec la protéine HRj l'arc de
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FIGURE 14 PROPRIETEé IMMUNOLOGIQUES DES PROTEINES HRm, HAt, HR1-18,

HR1-53 ET HRj

Le test de OUCHTERLONY est effectué sur gel d'agar i
0.9 p.100 en tampon phosphate, pH 7.4.

Les puits centraux contiennent 450 pg d'immunoglobulines
anti-protéine HRm.

Les puits périphériques distants de 8 mm du pults central
contiennent 5 pl des solutions protéiques.

Les chiffres placés entre parenthéses indiquent les quan-
tités en pg des protéines déposées.

Les puits périphériques contenant la protelne HRj sont
distants de 7 mm du puits central.

Aprés 15 heures de diffusion & température du laboratoire
et en atmosphére saturée d'eau, le gel est coloré par le
bleu de Coomassie R250 & 5 p.100 (p:v) dans le mélange
éthanol-acide acétique-eau (9:2:9, v/v/v) puis décoloré

par le mélange de solvant utilisé pour la coloration.
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précipitation présenté dans la figure 14 nous avons réduit

d 7 mm la distance entre les puits périphériques et le puits

central et nous avons doublé& la quantité de protéine HRj.

Ces résultats indiquent que les sites antigé&niques de
la protéine HRj sont trés différents de ceux de la protéine
HRm. La protéine HRj apparait &tre encore plus différente
des protéines HRm, HAt et HR1-18 que ne l'est la protéine

HR1-53.

II - 3-3 Composition en acides aminés

Les compositions en acides aminés des protéines HRm,
HAt, HR1-18, HR1-53, HRj-1 et HRj-2 sont présentées dans le

tableau VI.

La protéine HRm a 90 résidus tandis gque les protéines
HAt, HR1-18 et HR1-53 ont chacune 91 résidus. Les protéines
HRj-1 et HRj-2 possédent 92 résidus. Les masses moléculaires
relatives de ces protéines déterminées 3 partir de leurs com-
 positions en acides aminés sont trés voisines et sont compri-
ses entre 9.311 et 9.818. Ces résultats confirment les données
de l'électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de
SDS. |

La comparaison. des compositions de ces protéines fait

ressortir les caractéristiques générales suivantes :
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COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES DES PROTEINES DE TYPE HU DES
DIFFERENTES SOUCHES DE RhAtizobiaceae

HRm HAt HR1-18 HR1-53 HRj-1  HRj-2
Acide aspartique 13 11 11 12 11 11
Thréonine 3- 3 3 5 4 4
Sérine 7 10 10 6 3 3
Acide glutamique 6 7 7 5 10 10
Proline 3 3 3 4 3 3
Glycine 10 9 9 9 7 7
Alanine 13 14 14 14 15 15
Cystéine/2 0 0 0 9 0 0
Valine 9 9 9 10 7 7
M&thionine 1 1 1 1 1 1
Isoleucine 3 2 2 2 5 5
Leucine 5 5 5 5. 6 6
Tyrosine 0 0 0 0 0 0
Phénylalanine 4 4 4 4 4 4
Histidine 0 0 0 1 0 0
Lysine 8 8 8 9 12 12
Arginine 5 5 5 4 4 4
Tryptophane 0 0 0 0 0 0
Total 90 91 91 91 92 92
Mr calculée 9311 9372 9372 9388 9818 98i8

Les résultats sont exprimés en nombre de résidus par mole de pro-
téine. Le nombre de résidus a &té& calculé sur la base de guatre
résidus de phénylalanine et les valeurs obtenues ont é&té& arron-

dies 3 l'entier le plus proche.
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- Elles sont dépourvues de cystéine, tyrosine, histidine

et tryptophane & l'exception de la protéine HR1-53 qui posséde

un résidu d'histidine.

- Elles sont riches en résidus hydrophobes dont le nombre
varie de 35 pour la protéine HRm a4 38 pour la protéine HRJ.
L'alanine est le résidu le plus abondant dans toutes les pro-
téines.

- Le nombre de certains résidus est invariable ou wvarie
trés peu tandis que celui d'autres résidus varie beaucoup
d'une protéine a& l'autre. Ainsi le nombre de résidus de mé-
thionine et de phénylalanine est identique dans toutes les pro-
téines et celui des résidus de proline, alanine, leucine et
arginine est peu variable. Par contre le nombre de résidus de
sérine, d'acide glutamique et d'isoleucine est trés différent

d'une protéine & l'autre.

La comparaison de la composition en acides aminés de ces

protéines permet également de faire les remarques suivantes :

- Les protéines HAt et HR1-18 ont une composition en acides
aminés identique. La composition de ces deux protéines présente
une forte similitude avec celle de la protéine HRm notamment au
niveau des résidus basiques et hydrophobes. Les différences les
plus marquées entre la protéine HRm et les deux autres protéi-
nes sont observées au niveau de la sé&rine et de l'acide aspar-
tique.

- A l'inverse la composition en acides amiﬁés de la protéine
HR1-53 différe'davantage de celle des protéines HRm, HAt et

HR1-18. Nous remarquons surtout entre les protéines HR1-18 et
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HR1-53 des variations significatives du nombre de résidus
d'acides aminés hydroxylés (thréonine et sérine) ainsi que
des résidus d'acide glutamique. De plus la présence d'un ré-
sidu d'histidine et de quatre résidus de proline distingue
nettement la protéine HR1-53, de ses homologues. En effet,
des changements au niveau de ces deux acides aminés sont trés
significétifs dans la mesure ol le taux de proline des pro-
téines de type HU est tré@s peu variable et la présence d'un
résidu d'histidine n'est que rarement rencontrée dans cette
famille de protéines comme nous le verrons ultérieurement

(chapitre III),

- Les compositions en acides aminés des protéines HRj-1
et HRj-2 sont identiques. Elles se différencient nettement de
celles des protéines HRm, HAt, HR1-18 et HR1-53 par des va-
'riations importantes du ﬁombre_de résidus de sérine, acide
glutamique, valine, isoleucine et lysine. En effet, par rap-
port aux autres protéines les protéines HRj-1 et HRj-2 sont
plus riches en acide glutamique, isoleucine et lysine, et le

nombre de résidus de sérine et de valine est plus faible.
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II - 3-4 Discussion

L'étude de la mobilité é&lectrophorétique sur gel de po-
lyacrylamide en milieu acide, de la réactivité immunologique
vis-d-vis des immunoglobulines anti-protéine HRm et de la com-
position en acides aminés des protéines HRm, HAt, HR1-18,
HR1-53, HRj—-1 et HRj-2 a permis de faire ressortir les carac-

téristiques suivantes :

- Les protéines HR1-18 et HAt présentent entre elles une
trés étroite similitude. En effet sur la base des critéres
étudiés aucune différence n'a é€té observée entre ces deux pro-
téines. Celles-ci présentent une ressemblance marquée avec la
protéine HRm : elles réagissent trés bien avec les immunoglo-
bulines anti-protéine HRm et leur composition en acides aminés
ne montrent que des différences mineures avec celle de la pro-

téine HRn.

- Par contre la protéine HR1-53 différe significativement
des protéines citées ci-dessus en particulier par ses proprié-
tés immunologiques et sa composition en acides aminés.

- Les protéines HRj-1 et HRj-2 se différencient encore plus
nettement des protéines isolées des souches 3 croissance rapide.
Par rapport 3@ ces derniéres leur migration électrophorétique
sur gel de polyacrylamide en présence de triton X-100 est beau-
coup plus faible, elles présentent de nombreusés différences
dans leur composition en acides aminés. Enfin, la protéine HRj

réagit beaucoup plus faiblement que ses homologues contre les

immunoglobulines anti-protéine HRm.
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Les propriétés physico-chimiques des protéines de type
- HU isolées des bactéries qui ont fait l'objet de notre é&tude
reflétent parfaitement la position de ces microorganismes

dans le dendrogramme é&établi & partir des études de taxonomie

numérique réalisées au laboratoire et pr&senté dans la figure 2.
Nos résultats confirment notamment que :

- Agrobacterium tumefaciens est étroitement abparenté aux
Rhizobilaceae et en particulier au groupe auquel appartient

Rhizobium leguminosarum L18.

- Le taxon Rhizobium leguminosarum est hétérogéne et les
espéces Rhizobium leguminosarum L18 et Rhizobium leguminosarum

L53 appartiennent & deux groupes distincts.

- Les Rhizobium & croissance lente sont tré@s &loignés des

Rhizobium & croissance rapide.

Les conclusions que nous avons tirées de la comparaison
des propriétés physico-chimiques des protéines de type HU de
Rhizobiaceae seront confirmées par les propriétés structurales
de ces mblécules. Nous développerons dans le chapitre III la
discussion abordée ici en l'étendant 3 des considérations d'or-

dre phylogénétique que nous pourrons établir 3 partir des ca-

ractéristiques structurales de ces protéines.
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SUMMARY .- The DNA-binding HU-type proteins have been isolated from two very dif-
ferent strains of Rhizobiaceae : Agrobacterium tumefacdiens and Rhizobium faponi-
cum. These proteins have been called HAt and HRj respectively. Their electropho-
retic mobility on polyacrylamide gel, amino acid composition and crossed immuno-
reactivity have been compared to that of the homologous protein isolated from
Rhizobium meliloti : the protein HRm. The proteins HAt and HRm show close simi-
larities whereas the protein HRj differs markedly from the two others. The physi-
co-chemical characteristics of the HU-type proteins from these Rhizobiaceae are
in good agreement with the respective position of these bacteria in the taxonomy.

The E. coli DNA-binding protein HU (1) is associated with the chromosomal
and extrachromosomal DNA (2, 3) and is assumed to be involved in the condensation
of the DNA (4). The protein HU consists of two closely related polypeptide chains
termed HU-1 and HU-2 of 90 residues each (5-7). HU-type proteins have been isola-
ted from different bacteria (8-14). We have previously isolated the HU-type pro-
tein from Rhizobium mefiloti (14) and have determined its primary structure (15).
The Rhizobiaceae constitute a heterologous family and are traditionally divided
into two main groups : the fast growing Rhizobia in which the genus Agrobacterium
is included because of their close taxonomical relationships, and the slow growing
Rhizobia which are biochemically very different from the former group (for recent
review, see ref. 16). This paper deals with the comparison of the physico-chemical
characteristics of HU-type proteins isolated from two fast growing strains Rhizo-
bium meliloti, Agrobacterium tumefaciens and from a slow growing strain Rhizobium
faponicum,

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms and nomenclature of proteins.- Agrobacterdium tumegaciens
strain B6 was provided from Rijksuniversiteit Gent (Belgium) ; RAlzobium fapo-

0006-291X/84 $1.50
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nicum strain J5 was supplied from Faculté des Sciences Agronomiques, Gembloux

(Belgium). The bacteria were grown as described in (17). HU-type proteins from
Riizobium meliloti, Rhizobium japonicum and Agrobacterdium tumefaciens are res-
pectively named HRm, HRj and HAt.

Preparation of proteins.- The proteins were prepared by affinity chromatogra-
phy on DNA-cellulose column as described in (14) with the following modifica-
tion : Rhizobium meliloti DNA, purified as in (18), was coupled to the cellu-
Tose. The HU-type proteins were purified by gel filtration chromatography as
in (14). Separation of proteins HRj-1 and HRj-2 was performed by chromatogra-
phy on carboxymethyl-cellulose column as in (7).

Analytical gel electrophoreses were perfor-

Analytical gel electrophoreses.-
A, in SDS using the Laemmii buffer system

med in three different systems :

(19) on a slab gel (120 x 80 x 1 mm) (20) ; B, in 0.9 M acetic acid, 2.5 M urea

(21) and C, in 0.9 M acetic acid, 6 M urea and 0.38 % Triton X-100 (22). Elec-
trophoreses at acidic pH (systems B and C) were performed on slab gels
(150 x 140 x 0.75 mm) using a 17 % acrylamide concentration.

Amino acid analyses were performed as in (7).

Immunodiffusion.- Rabbit antiserum against R. mefiloti protein HRm was prepa-
red as in (23). The immunoglobulins were prepared according to (24) and redis-
solved in 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4, 20 % glycerol. Ouchterlony
immunodiffusion tests were performed on 0.9 % agar gel in 0.01 M sodium phos-
phate buffer pH 7.4,

RESULTS AND DISCUSSION
The DNA-binding proteins from R. japonicum and from A. tumefaciens were
prepared by affinity chromatography on R. mefiloti DNA coupled to cellulose ;

their elution patterns are presented in fig. 1 in comparison to that of R. me-
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FIGURE 1.- Elution patterns of R, meliloti, R. japonicum and A. tumefaciens
proteins (patterns A, B and C, respectively) fractionated on a column of R.
melilotl ONA coupled to cellulose, Bacterial extracts cleared of membrane
fragments and nucleic acids were applied to the column (15 x 2.5 cm) equili-
brated with 50 mM NaCl in 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM Na, EDTA, glycerol

10 % (v:v). The column was eluted at 40 mi/h with a gradient of NaCl in the
same buffer as indicated by (---). The effluent was monitored at 220 nm (—)
and fractions of 5 ml were collected. Proteins HRm, HRj and HAt were eluted
in the hatched fractions. In Fig. 1-A the elution pattern of R. melifoti pro-
teins on a chicken erythrocyte DNA (14) is given (eee) for comparison.
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Liloti proteins. The protein HRj is desorbed from the DNA-cellulose column at
a molarity in NaCl comprised between 0.21 and 0.27 M while the protein HAt is
eluted between 0.18 and 0.24 M NaCl. Both proteins bind more tightly to the
DNA than protein HRm which is eluted from the same column between 0.12 and
0.18 M NaC1. Identical chromatographic patterns were obtained when the protein
HRm was prepared either on E.cof{ DNA-cellulose or on R. meliloti DNA-cellulo-
se column (data not shown). From previous experiments performed with DNA-
cellulose support prepared with chicken erythrocyte DNA (14) it appears that
protein HRm Binds more tightly to prokaryotic ONA than to eukaryotic DNA
(Fig. 1A).

The protein HAt appears, in the three electrophoretic systems'(Fig. 2,

A, B and C, lane c¢), as a single band with a mobility slightly inferior to

A B C
+ +
-
L -
-~ - HRj1 o e -
- - - 20 100 -~ “Ri'z_, Fora o
—— 3 -~ - - ) —; HU-t
L - 4_14 400 - - gz ::“u.z
- -
+ — —
mab cam abbib2c a a bbib2c a d

FIGURE 2.- Polyacrylamide gel electrophoresis of purified HU-type proteins :
HRm {a), HRj (b), HRj-1(b-1), HRj-2 (b-2), HAt (c) and HYU (d). 2-A, in the
presence of SDS on a 5-30 % polvacrylamide gradient gel ; 2-B, in 0.9 M acetic
acid-2.5 M urea on a gel containing 17 % acrylamide ; 2-C, in 0.9 M acetic
acid-6 M urea and 0.38 % Triton X-100 on a gel containing 17 % acrylamide.

In the case of Fig. 2-A, sampies (7 ug) were treated with 5 % SDS, 2 % 2-mer-
captoethanol for 2 min at 100°C and run at 40 mA for 150 min. Electrode buf-
fer (Tris-glycine, pH 8.6) and gel buffer (Tris-HCl, pH 8.9) were made 0.1 %
in SDS. m, molecular mass markers : Phosphorylase b (94,000), Bovine serum
albumin (67,000), Ovalbumin (43,000), Carbonic anhydrase (30,000), Soybean
trypsin inhibitor (20,100), a-Lactaibumin (14,400). In the case of Fig. 2-B
and 2-C, samples (3 ug) were dissolved in 0.01 M HC1, 8 M urea, 0.5 M 2-mer-
captoethanol and were run at 22 mA for 3 h. The gels were stained with 0.5 %
Coomassie blue R-250 in acetic acid/ethanol/water (1:2:7, by vol.) for 15 h
and were destained by diffusion in acetic acid/ethancl/water (4:5:31, by vol.).
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that of protein HRm. The obtention of only one band in the presence of Triton
X-100 which allows the separation of the E. cofi proteins HU-1 and HU-2

{Fig. 2, C lane d), indicates that the protein HAt consists of a single poly-
peptide chain. With 91 amino acid residues as calculated from its amino acid
composition (Table I), the protein HAt has an additional residue with respect
to protein HRm. Despite this difference the proteins HAt and HRm appear to be
closely related. Their amino acid compositions are very similar : the number

of basic and hydrophobic residues (with the exception of isoleucine) are strict-
1y identical and only slight differences are seen for the other residues. More-

over the protein HAt reacts strongly against the anti-protein HRm immunoglobu-

TABLE 1.- AMINO ACID COMPOSITIONS OF PROTEINS HAt, HRj-1 AND HRj-2

Agnobacterium Riizobium Rhizob.ium Rhizoblum
Ltume faciens faponicum Japonicum melilats
HAt HRj-1 HRj~2 HRm
Mol % Residues? Mol % Residues® Mol % Residues® Residues?
Aspartic acid 11.6 10.6 (11)>  12.2 11.2 (11) 12.1 11.1 (11) 13
Threonine® 3.0 2.8 (3) 4.6 4.2 (4) .6 4.2 (4)
Serine® 10.8 9.9 (10) 3.5 3.2 (3) 3.5 3.2 (3)
Glutamic acid 7.7 7.0 (7) 11.1  10.1 (10) 11.1 10.1 (10)
Proline 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 1.3 () 10
Alanine ~15.4 14.0 (14) 16.1 14.8 (15) 16.1 14.8. (15) 13
Valine 9.9 9.0 (9) 7.5 6.9 (7) 7.4 6.7 (7) 9
Methionine 1.0 0.9 (1) 0.6 0.6 (1) 0.5 6.5 (1) 1
Iscleucined 2.3 2.1 (2) 50 4.6 (5) 50 4.6 (5) 3
Leucine 5.8 5.2 (5) 6.5 6.0 (6) 6.4 5.8 (6) 5
Phenylalanine 4.4 4.0 (8) 4.3 4.0 (8 4.4 4.0 (4) 4
Lysine 9.2 8.3 (8) 12.9 11.8 (12) 12.7  11.6 (12) 8
Arginine 5.6 5.1 (5) 4.4 4.1 (4) 4.4 4.1 (4) 5
Tryptophan® - - - - - - -
TOTAL 99.8 91 99.8 92 99.4 92 90

AThe results are expressed in number of residues pér mole of protein.

bNumbers in parentheses are the nearest integers.

cyvalues for threonine and serine were obtained by linear extrapolation to zero
hydrolysis time.

972 h hydrolysis values.

eDetermined spectrophotometrically.

The amino acid composition of R. melifoti protein HRm (14) is given for comparison.
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lins which demonstrates that both proteins have common antigenic sites. These
data suggest a strong amino acid sequence homology between these two proteins.

The protein HRj is a hetérocomp1ex constituted of two polypeptide chains
named HRj-1 and HRj-2 which were separated by chromatography on carboxymethyl-
cellulose column. The proteins HRj-1 and HRj-2 comigrate on polyacrylamide
gel electrophoresis in the presence of SDS but have a different electrophore-
tic migration at acidic pH (Fig. 2, B and C). The minor band of higher ca-
thodic migration observed on the gel in the presence of Triton X-100 (lanes b1
and b2 of figure ?-C) could be likely due to methionine oxidation during the
separation of the two proteins since they appear pure on the two other electro-
phoretic systems. The proteins HRj-1 and HRj-2 have an identical amino acid
composition (Table I). Their different behavior in gel electrophoresis at
acidic pH and during ion exchange chromatography suggest that they have a
distinct net charge which could be due to post-synthetic modifications such
as acetylation.

The proteins HRj-1 and HRj-2 are guite distinct from the proteins HRm
and HAt. On polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of Triton X-100
they migrate much slower than other HU-type proteins. As proteins HRm and HAt,
the proteins HRj-1 and HRj-2 Tack cysteine, tyrosine, histidine and tryptophan
and have a high amount of hydrophobic residues which are the main characteris-
tics of the amino acid composition of HU-type proteins. But by comparison with
the proteins HRm and HAt, important differences can be observed in the amino
acid compositions of proteins HRj-1 and HRj-2, particularly in the amount of
serine, glutamic acid, isoleucine and lysine. Furthermore the protein HRj reacts
very weakly against anti-protein HRm immunoglobulins,

On the basis of electrophoretic mobility on polyacrylamide gel, amino
acid composition and crossed immunoreactivity the proteins HRm and HAt show clo-
se similarities whereas the protein HRj differs markedly from those mentioned
above. Our results substantiate that Agrobactenium tumefaciens and the fast
growing Rhizobia are taxoncmically closely related and that the slow growing

Rhizobium japonicum is very remote from the fast growing strains of Rhizobium.
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Therefore the physico-chemical characteristics of the HU-type proteins isolated
from these Rhizobiaceae are in good agreement with the respective position of
these bacteria in the taxonomy.

It must be emphasized that the protein HRm exhibits a lower amount of ba-
sic residues and a weaker affinity for the DNA-cellulose column than does pro-
tein HRj. A weaker affinity has also been found for the HU-type proteins from
two species of fast growing Rhizobium Leguminosarum (personal communication).
These data may be related with the difference in the morphological nucleoid
modifications which have been observed between fast growing and slow growing
Rhizobia during the symbiotic process with the legumes. The mature bacteroid
of slow growing Rhizobia retained discrete and fibrillar nucleoid structures
while in effective mature bacteroids of fast growing strains there is a mor-
phological alteration of the nucleoid which appears diffused or dispersed
(25, 26). These structural changes do not correspond either to nucleoid de-
generation or to a decreased nucleic acid content (27) but are 1ikely due to
unfolding of the chromosomal apparatus. As HU-type proteins are assumed to be
involved in the condensation of DNA, one can therefore speculate that during
maturation of bacteroids the HU-type protein of slow growing Rhizobia is more
efficient than.that of fast growing strains to maintain the conformation of

the nucleoid.
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ETUDES STRUCTURALES DES PROTEINES DE TYPE HU
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Au chapitre II nous avons comparé les propriétés
physico-chimiques et la réactivité immunologique vis a
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 apparentédes et différent peu de la protéine
HRm. La protéine HR153 différe significativement des
protéines citées précédemment. Enfin la p;otéine HRj présente
des différences beaucoup plus marquées. Les propriétés de
ces protéines reflétent parfaitement la position des bac-
téries d'ol elles sont isolées dans le dendrogramme établi

sur des études de taxonomie numérique.

Il nous a semblé particuliérement intéressant de
poursuivre ce travail par une étude comparée de la struc-
ture primaire de ces protéines afin de déterminer de fagon
précise la parenté phylogéﬁétique 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 proté@ine permet de relier des espé&ces génétigque-
ment trés différentes. La distance phylogénétique traduira
donc la divergence taxonomique entre les bactéries étudiées.
L'épport de renseignements d'ordre phylogénétique apparait
donc trés intéressant pour relier des espéces de la famille

Rhizobiaceae qui demeure encore mal connue.

D'autre part la détermination de la strucure primaire

d'une protéine est nécessaire a l'étude de sa conformation
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secondaire et tertiaire et constitue &galement une é&tape
indispensable pour déterminer les mécanismes moléculaires

impliqués dans son activité biologique.

Dans un premier temps, nous avons déterminé la
séquence compléte de la protéine HRm. Une fois établie,
cette séquence nous a servi de référence pour 1l'étude
comparée des protéines de type HU des-autres Rhizobiaceae.
Les stratégies de détermination de séquence en acides
aminés utilisées pour la protéine HRm et pour les proté&ines
homologues des autres Rhizobiaceae sont donc fondamenta-

lement différentes.

IIT - 1 ETUDE DE LA PROTEINE HRm

La stratégie utilisée pour 1'étude de la protéine HRm

est présentée dans le schéma suivant :

44 54 56 74 75 90
Dégradation automatique 4'Edman Coupure & Arg
-=- 55
Met Asn (OH)
(1) (90)
Coupure & Asp
v

27 40 42 69 71 86

- La séquence amino-terminale 55 résidus a &té déterminée
par la méthode automatique de dégradation d'Edman sur la

protéine native. Ensuite pour établir la séquence de la
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moitié carboxy-terminale, nous avons cherché & obtenir un
nombre restreint de grands fragments peptidiques qui se pré-
tent & la méthode automatique de dégradation d'EDMAN. Ces
fragments ont été obtenus par coupure de la protéine au ni-

veau des résidus d'arginine et d'acide aspartique.

III - 2 ETUDE COMPAREE DES PROTEINES DE TYPE HU DE Rhizobiaceae

-

Dans ce cas nous avons cherché a obtenir de petits pep-
tides. Ce choix a é&té guidé par deux raisons : d'une part il
est plus facile de détecter une substitution dans un court
fragment peptidique, d'autre part ces petits peptides ont pu
étre séquencés par la méthode manuelle de dégradation d'EDMAN.
Les protéines ont été hydrolysées par la trypsihe et les pep-
tides libé&rés ont été alignés par comparaison avec la struc-
ture primaire de la protéine HRm. Toutefois pour la protéine
HR153 qui présente davantage de différences, il a &té néces-
saire de compléter 1'étude de 1l'hydrolysat trypsique par celle
de longs fragments libérés par coupure de la molécule au niveau

des résidus d'acide aspartique.

Par ailleurs au cours de l'hydrolyse trypsique des pro-
téines HRj-1 et HRj-2 de R.japonicum, nous avons observé un
précipité important : ce phénoméne est sans doute 1lié 3 la
présence dans la molécule protéigque d'un "core insoluble"

résistant & l'action de la trypsine, et il a été la cause d'un
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trés faible rendement dans l'obtention des peptides. Il ne
nous a donc pas €té possible d'exploiter de fagon satisfai-

sante les résultats de cette é&tude structurale.

Les résultats obtenus sur la protéine HRm sont présen-

tés dans la publication 2:

Bernard LAINE, Denise BELAICHE, Hussain KHANAKA and
Pierre SAUTIERE - Primary structure of the DNA-binding protein

HRm from Rhizobium meliloti, Eur.J.Biochem. 131, 325-331 (1983)

La comparaison des protéines HAt, HR118 et HR153 avec

la protéine HRm est présentée dans la publication 3 :

Hussain KHANAKA, Bernard LAINE, Pierre SAUTIERE and
Jean GUILLAUME - Biochemical characteristics of DNA-binding
HU type proteins from Rhizobiaceae, Eur.J.Biochem., (soumis

pour publication).
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IIT - 3 DISCUSSION

Les caractéristiques de la sé&quence en acides aminés des
protéines HRm, HAt, HR118 et HR153 ont &té présentées dans la
discussion des publications 2 et 3. Nous souhaitons n'en déve-

lopper ici que deux aspects :

1 - Relation entre la parenté phylogénétique et la taxonomie

numérique.

2 - Relation entre la structure primaire et la fonction biolo-

gique de ces protéines.

III - 3-1 Relation entre la taxonomie numérique et la phylo-

génie

La comparaison de la séquence en acides aminés des pro-
téines de type HU, HRm, HAt, HR118 et HR153 isolées de diffé-

rentes Rhizobiaceae nous a permis de déterminer le pourcentage

d'homologie structurale existant entre ces protéines (Figure 15).

Nous avons également schématisé dans la figure 16 la distance

phylogénétique entre les quatre protéines qui ont fait l'objet

de notre étude. La distance phylogénétique entre plusieurs pro-

téines correspond au nombre de substitutions existant entre

elles ; ce nombre est représenté par une longueur mesurée en cm.




FIGURE 15
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POURCENTAGE D'HOMOLOGIE DE SEQUENCE ENTRE LES PROTEINES DE TYPE HU

ISOLEES DE DIFFERENTES RHIZOBIACEAE.

86



HRm HAt, HR118 HR153

"o
2

7em 1gecm

FIGURE 16 REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA DISTANCE PHYLOGENETIQUE ENTRE LES PROTEINES

HRm, HAt, HR118 ET HR153.

Le nombre de substitutions entre les différentes protéines est représenté
par une longueur mesurée en cm.
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La relation phylogénétique entre les protéines HRm, HAt, HR118
et HR153 confirme les résultats présentés au chapitre II con-

cernant la comparaison des proprié&tés physico-chimiques et im-
munologiques de ces protéines. De plus la parenté phylogénéti-
que de ces protéines refléte parfaitement la position des bac-
téries dans le dendrogramme établi 3 partir des études'de taxo-

nomie numérigue. Soulignons en effet que :

~ Agrobacterium tumefaciens et Rhizobium leguminosarum L18,
d partir desquelles sont isolées les protéines HAt et HR118
qui présentent 100 p.100 d'homologie, appartiennent & un méme

groupe (groupe A de la figure 2 page 22).

- Agrobacterium tumefaciens présente des relations taxono-
miques étroites avec RhZzobium meliloti. Pour notre part, nous

observons entre les protéines HAt et HRm 91 p.100 d'homologie.

- Les protéines HR118 et HR153 sont donc trés différentes
ce qui confirme que le tgxon Rhizobitum leguminosarum est hété-
rogéne comme l'avaient montré les &tudes de taﬁonomie numéri-
que : les souches L18 et L53 sont situées dans deux groupes dis-

tincts (groupes A et T de la figure 2).

- Par contre les protéines HR118 et HR153 de Riizobium legu-
minosarum L18 et L5353 sont plus éloignées l'une de l'autre phylo-
génétiquement que les protéines HAt et HRm. En effet les pro-
téines HR118 et HR153 présentent 86 p.100 d'homologie de séquen-
ce. Ce pourcentage d'homologie entre deux protéines de deux

souches appartenant & une méme espdce définie par la spécificité

d'hdte est plus faible que celui observé entre les protéines HAt
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et HRm isolées de deux groupes distincts. Par ailleurs le cal-
cul d'homologie de séquence ne tient pas compte de la nature
des substitutions. Or entre les protéines HAt et HRm on observe
une seule substitution non conservative tandis qu'entre les
protéines HR118 et HR153 le nombre de substitutions non conser-

vatives s‘'éléve a 4.

Nos travaux de comparaison de séquence confirment que la
classification basée sur la spécificité d'hdte n'est pas sa-
tisfaisante. Sachant que la souche L53 de R.leguminosarum est
placée dans le groupe des R.trifoliiZ du dendrogramme (Figure 2)
il serait intéressant de caractériser la protéine de type HU
d'une souche de R.trifolii et de déterminer si elle présente

une parenté phylogénétique étroite avec la protéine HR153.

III - 3-2 Relation entre la structure primaire et la fonction

biologique des proté&ines de type HU

Dans cette partie nous montrerons quelle peut &tre 1l'im-
portance de la conservation ou de la variation de la structure
primaire d'une protéine sur sa structure secondaire et sa fonc-
tion biologique.Connaissant la séquence en acides aminés des
protéines HU-1, HU-2 et HRm , nous avons tracé leur diagramme
d(hydrophobicité (Figure 17). Pour tracer ces diagrammes on
reporte en ordonnée un coefficient d'hydrophobicité affecté a

chaque acide aminé dont la position est indiquée en abscisse.
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Les diagrammes d'hydrophobicité des trois protéines sont fort
similaires. Pourtant, par comparaison avec la protéine HU-1

prise comme référence, la protéine HU-2 présente 28 substitutions
dont 17 sont non conservatives et la protéine HRm présente 43
substitutions dont 26 sont non conservatives. Il apparait donc
que les différences observées au niveau de la structure primai-
re ne modifient pas profondément 1l'hydrophobicité le long de la
chaine polypeptidique. Ceci est particulié&rement remarquable
dans le tiers amino-terminal de ces protéines (résidus 1-30)

ol interviennent la plupart des substitutions (voir cadre{::::zl
de la figure 17). Selon CID (1982) l'hydrophobicité refléte la
structure secondaire des protéines : la similitude des diagram-
mes d'hydrophobicité des protéines HU-1, HU-2 et HRm suggére

que la structure secondaire de ces protéines est peu différente.

Les résultats obtenus au chapitre IV confirment cette hypothése.

La plupart des substitutions observées entre les protéines
HRm, HAt et HRliS sont conservatives et ne modifient pas de fa-
gon significative 1'hydrophobicité des résidus d'acides aminés,
pour cette raison nous n'avons pas jugé utile de montrer le
diagramme d'hydrophobicité de ces protéines. Par contre, certai-
nes substitutions observées dans la protéine HR153 modifient la
structure secondaire de la chaine polypeptidique et méritent
d'étre soulignées. La glycine en position 39 strictement conser-
vée dans toutes les protéines de type HU étudiées jusqu'd pré-
sent (voir figure 5 de la publication 2) et responsable de la
formation d'un coude 8, est remplacée dans la protéine HR153

par une lysine. Cette substitution modifie donc & la fois la




conformation et la charge de cette région de la protéine. De
méme avec la substitution Ala + Pro en position 81 le seg-
ment compris entre les résidus 72 et 81 contient trois résidus
de proline ce qui lui confére une configuration fortement re-
pliée.

D'autres substitutions observées entre la protéine HRm
et la protéine HR153 ont une importance sur l'interaction de
ces protéines avec le DNA : la perte d'une fonction basique
forte consécutive 3 la substitution Arg + His en position 54
est compensée par la substitution Glu -+ Ala en position 56,
ce qui rétablit & + 3 la charge nette de la région 54-62 de
caractére hydrophile. Selon LAMMI et coll. (1984) cette région
constituerait un site majeur d'interaction DNA-protéine :
l'interaction DNA-protéine mettant en jeu des liaisons &lec-
trostatiques entre les acides aminés chargés positivement et
les groupes phosphate du DNA. Ainsi pourrait s'expliquer gque
les protéines HRm et HR153, qui ont une charge nette respecti-
vement é€gale & + 2 et + 3 aient une affinité similaire pour
le DNA : elles sont &luées de la colonne de DNA-cellulose par
une molarité en NaCl de 150 et 170 mM respectivement (Voir

chapitre II).

Nous avons é&galement présenté dans la figure 18-A la sé-
quence de la région 54-62 des protéines HU-1 et HU-2 d'E.colz.
Dans ces protéines la charge nette du site d'interaction DNA-

protéine est plus faible que celle de la séquence homologue

de la protéine HRm (+ 2 et + 3 respectivement pour les protéines

HU et HRm); il apparait donc surprenant que la protéine HU ait

une affinité plus forte que la protéine HRm pour le DNA (Voir
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chapitre V). En réalité si cette séquence prend une conforma-
tion o hélicoidale les résidus d'arginine, en position 55, 58
et 61 des protéines HU-1 et HU-2 se trouvent du méme cdté de
1'hélice o (Figure 18-B): cette disposition est favorable a
1'établissement d'une interaction DNA-protéine. Dans la pro-
téine HU-1 1'hélice o est stabilis&e malgré la présence de la
glycine en position 60 grdce & l'attraction des résidus Glu

et Arg en position 54 et 61. Notons que la glycine connue pour
&tre "destructeur" d'hélice o est rencontrée dans les hélices
02 - a3 du répresseur cIX et aE - oF de la protéine CAP, comme
l'ont montré sans ambiguité les &tudes de diffraction des ra-
yons X (OHLENDORF et coll.,1982). Par contre dans la protéine
HRm la répulsion entre les résidus d'arginine en position 54 et
6l, s'ajoute & l'effet de la glycine pour destabiliser 1l'hélice
o et seuls les résidus d'arginine (position 55) et de lysine
(position 59) seraient inclus dans le segment en conformation o
hélicoidale. La disposition des résidus basigues ne serait pas
aussi favorab;e que celle observée dans les protéines HU-1 et

HU-2 pour 1l'établissement de l'interaction avec le DNA.

En conclusion les &tudes comparatives des séquences des
protéines HRm, HR118, 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 hypothése
expliquant leur affinité respective pour le DNA. On voit ainsi
que la comparaison de ségquence 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

54 62
HRL His- Arg -Ala-Ala-Thr- Lés Gly- ArgAsn +3

HRm gg-A@[‘g-Gelu-Ala -Ser-Lés-Gly-Aegg-Asn +3
HU~T Gelu- Aegg-Ala—Ala 'Ae';g'Th nGly-Ac_gg-Asfn +2

HU~2 His'—Aé*g-Ala-Géu-Aegg-Thr-Gly.AGgg.Asn Y

Ala INE

EIGURE 18

A - STRUCTURE PRIMAIRE DE LA REGION 54-62 DES PROTEINES HRm,
. HR153, HU-1 ET HU-2

B - DISPOSITION DES ACIDES AMINES DE CETTE REGION DES PROTEINES
HRm ET HU-1 DANS UNE HELICE o
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Primary Structure of the DNA-Binding Protein HRm from Rhizobium meliloti

Bernard LAINE, Denise BELAICHE, Hussain KHANAKA, and Pierre SAUTIERE

Unité 124 de I'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Lille; and -
Laboratoire de Microbiologie Université des Sciences et Techniques de Lille, Villeneuve d’Ascq

(Received October 5, 1982) — EJB 6072

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
[1—4] could play a role in the condensation of the chromo-
somal 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 [1], is a hetero-
complex constituted of two polypeptide chains termed HU-1
and HU-2, of 90 residues each [7—9]. Closely related proteins
have been isolated from different species widely remote in the
bacterial kingdom including Eubacteria (Safmonella typhi-
murium [10], Pseudomonas aeruginosa [11), Bacillus subtilis
[12) and Bacillus globigii [13}), Cyanobacteria (4Anabaena 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. acidophifum. 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
[11] 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 meliloti; PAMeSO,F, phenylmethylsulfonyl fluoride.

Enzymes. Carboxypeptidase A (EC 3.4.17.1); endoproteinase Arg-C
(EC34.--).

derived from cleavage of the protein at arginine and aspartic
acid residues.

MATERIALS AND METHODS
Materials

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 PhMeSO,F) was ob-
tained from Worthington. The protease from submaxillary
gland of mouse (endoproteinase Arg-C) was from Boehringer.

Trifluoroacetic acid, dimethyl allylamine, propan-1-ol 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 Carlo
Erba. All 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°C with carboxypeptidase A (15 pg,
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 at Arginyl Residues. Protein HRm (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 (w/w).
The digestion was stopped by lowering the pH at 3.0 with
glacial acetic acid.

Cleavage at Asparty! Residues. Protein HRm (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.
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RP-2 RP-3 RP-4
44 54 56 \ 74 75 90
Cleavage at Arg
(HyMet Asn ¢ OH)
1 90
54
Cleavage at Asp
Ac-4 Ac-5 Ac-6
27 a0 42 69 71 86
Fig. 1. Strategy used for the determination of the amino acid sequence of protein HRm. (-~~-) Automated Edman degradation of protein HRm
Table 1. Automated Edman degradation of protein HRm Table 1 (continued)
In this table and in Tables 3—6, HPLC = identification and quantifi-
cation of phenylthiohydantoins of amino acids by high-pressure liquid  Cycle Residue Residue Yield Identification
chromatography [22,25]; GC = identification by gas chromatography = number number
[26]; — = not quantified
42 42 Ile 19 HPLC, GC
Cycle Residue Residue Yield Identification 43 43 Arg 22 HPLC, GC
number number 44 44 Leu 8 HPLC, GC
45 45 Val - HPLC, GC
nmol 46 46 Gly 28 HPLC, GC
| . Met 4 HPLC, GC 47 47 Phe 17 HPLC, GC
48 48 Gly 27 HPLC, GC
2 2 Asn 222 HPLC
49 49 Asn 13 HPLC, GC
3 3 Lys 264 HPLC
50 50 Phe 8 HPLC
4 4 Asn 220 HPLC
51 51 Ser 1 HPLC
5 5 Glu 195 HPLC
52 52 Val - HPLC, GC
6 6 Leu 251 HPLC
~ 53 53 Ser 1 HPLC
7 7 Val - HPLC, GC 54 54 A HPLC
8 8 Ala 244 HPLC T8 ~
9 9 Ala 268 HPLC
10 10 Val - HPLC, GC
1 1 Ala 210 HPLC o
12 12 Asp - HPLC Fractionation of Peptides. The enzymatic digest and the
13 13 Lys 114 HPLC acid hydrolysate were freeze-dried and submitted to fractiona-
14 14 Ala 174 HPLC tion by reverse-phase high-pressure liquid chromatography.
15 15 Gly 143 HPLC The separation of peptides was performed with a Waters
ig 1_6, é‘e“ 153 gg}:g Associates ALC/GPC 244 apparatus equipped with a U 6 K
er sample injector and a Cecil 212 variable-wavelength ultra-
18 18 Lys 86 HPLC . . . R o .
19 19 Ala 127 HPLC violet monitor. The samples were dissolved in 0.05% (v/V)
20 20 Asp 84 HPLC trifluoroacetic acid in distilled water, centrifuged at 4000 x g
21 21 Ala 118 HPLC for 5 min and loaded on a st uBondz}pak colum_n (9 pm,
22 2 Ser 22 HPLC 0.39 x30 cm) (Waters Associates) equilibrated with 109/
23 23 Ser 26 HPLC (v/v) acetonitrile in 0.05 %, trifluoroacetic acid. Peptides were
24 24 Ala %0 HPLC eluted with a linear gradient of acetonitrile in 0.05% tri-
25 25 Val - HPLC, GC fluoroacetic acid as indicated in Fig.2 and 3. All runs were
gg gg QISP ‘7‘;’ gptc carried out at room temperature at a constant flow rate of
58 58 V:; o Hng Ge 2 ml/min. The solvents were degassed for 20 min by sonication
’ and for 1 min under vacuum with stirring.
29 29 Phe 49 HPLC, GC L d d .
30 30 Glu 20 HPLC, GC Sequencg Determination. Automate: Edman degradation
31 3 Thr 12 HPLC of the protein HRm and of large peptides was performed as
32 32 Ile a5 HPLC, GC indicated in [22]. Manual Edman degradation of peptides was
33 33 Gln 15 HPLC carried out as in [24]. The phenylthiohydantoin derivatives of
34 34 Gly 37 HPLC, GC amino acids were identified by high-pressure liquid chromatog-
35 35 Glu 15 HPLC, GC raphy as indicated in [22].
gg 36 Leu 18 HPLC, GC Nomenclature of Peptides. Peptides obtained by cleavage
37 Lys 29 HPLC of the protein at arginyl residues with the protease from sub-
38 38 Asn 17 HPLC, GC . . .
39 39 Gly 3 HPLC maxillary gland of mouse are designated by RP-. Peptides
40 40 Gly 38 HPLC derived from cleavage at aspartyl residues are designated by
41 41 Asp 19 HPLC, GC Ac-. The peptides are numbered according to their position

in the sequence of the protein.




\

\
A

10 % CHyCN

—

AR RN (RARRAA LR R A A L T e

ANNENEEREANIANA AR e

109

50 % cﬂ,cu

-]

20 40

U

60 Effluent (mi)

Fig.2. Elution pattern of peptides generated by cleavage at arginyl residues with the protease from submaxillary gland of mouse and fractionared by reverse-
phase HPLC. The digest (130 nmol) was loaded on a column of C;s microBondapak (0.39 x 30 ¢cm) equilibrated with 109 (v/v) acetonitrile in 0.05 %
trifluoroacetic acid. The column was eluted with a linear gradient (~——-) from 10 %, to 50 %, acetonitrile in 0.05 9 trifluoroacetic acid. Fractions of 0.8 mi
were collected at a flow rate of 2 ml/min. The elution of peptides was monitored at 210 nm. The fractions used for sequence determination were numbered

by order of elution from 1 to 5

Table 2. Amino acid composition of peptides used for 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 t0 90 27 to 40 42 to 69 71 to 86
Aspartic acid 7.08 (7 1.25 (D) 203 (0 3.05(3) 1.14 (1) 1.83(2) .29 (1) 13
Threonine 0.90 (1) 0.99 (1) 0.99 (1) 0.81 (1) 0.88 (1) 0.95 (1) 3
Serine 2.30(3) 1.42 (2) 1.38 (2) 3.14 (9) 7
Glutamic acid 4.47 (4 2,11 () 2.67 (3) 2.13(2) 6
Proline 1.96 (2) 1.03 (1) 0.81 (1) 1.73(2) 3
Glycine 3.66 14) 1.83(2) 1.82(2) 1.77 (2) 2.67 (3) 4.05 (4) 1.89(2) 10
Alanine 7.91(8) 291 (3) 1.89 (2) 1.32(1) 2.21(2) 2.34(2) 13
Valine 4.06 (4) 2.06 (2) 1.02 (1) 2.12(2) 1.06 (1) 2.70 (3) 1.30(D) 9
Methionine 0.94 (1) 1
Isoleucine 2.102) 1.03 (1) 0.90 (1) 1.05(1) 0.89 (1) 3
Leucine 3.00 (3) 1.13 (1) 1.13(1) 1.10 (1) 1.40 (1) 1.05 (1) 5
Phenylalanine 1.07 () 2.01 (2) 1.10 (1) 0.99 (1) 1.87(2) 0.97 (1) 4
Lysine 394 (4) 1.12(1) 2.92(3) 1.18 (1) 1.49(1) 2.75(3) '8
Arginine 1.28 (1) 112 (1) 2.29(2) 4154 0.85 (1) 5
Number

of residues 43 1 19 16 14 28 16 90

No. fraction Fig.2 Fig.3

4--5 3 1 2 3 4 1
RESULTS only the peptides which allowed us to determine the sequence

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 Edman degradation of the protein. The sequence
of the carboxy-terminal half of the molecule was established
from structural data provided by large peptides generated by
highly specific cleavages of the protein. The protein HRm
was successively cleaved at arginyl and aspartyl residues and

are presented.

Automated Edman Degradation of the Protein HRm

Automated Edman degradation of the protein HRm was
performed in two different runs, with samples of 260 nmol and
420 nmol, respectively. The repetitive yield calculated from
alanine residues at positions 8 and 24 was 949, in both ex-
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Table 3. Automated Edman degradation of peptide RP-2 Table 5. Automated Edman degradation 0§ peptide RP-4
Cycle Residue Residue Yield ldentification Cycle Residue Residue vietd Ldentification
number number nmol number number nmo
. " Lew 6 wLe 1 75 Asn 7 HPLC, GC
2 a5 val - HPLC, GC 2 7 vai - #PLC. GC
3 as Gly 20 HPLE 3 7 Pro 83 HPLC
4 47 Phe 52 HPLC, GC 4 78 Lys 86 RPLC. 6C
s " ey . WL 5 79 Phe 66 HPLC, GC
6 a9 Asn 36 HPLC 8 80 Thr % HPLL
7 50 Phe 33 HPLC, 6C 7 81 Ala 40 HPLC
8 51 Ser 7 WPLC 8 82 Gy - HpLe
9 52 val . HPLC, GC ? 83 Ly 3 HeLC
10 53 ser 2 HPLC 10 84 81y - HeL
1 54 Arg 3 HeLC 1 85 Leu 2 HPL
12 86 Lys 22 HPLC, GC
13 87 Asp 3 HPLC
14 88 Ala 13 HPLC, GC
15 88 val - HPLC, GC
16 90 Asn 6 HPLC
Table 4. Automated Edman degnadation of peptide RP-3 Table 6. Automated Edman degradation of peptide Ac-5
Cycle Residue Residue Yield Identification Cycle Residue Residue Yield Identification
number number nmol number number nmo1l
1 56 Glu 138 HPLE . a2 e 127 wpLe
2 57 Ala 86 HPLE : 2 arg 50 wpLe
3 58 Ser 20 HPLE 3 a4 Leu §7 HPLC, GC
4 59 Lys 86 HPLC [ 45 val 121 HPLC, GC
5 60 Gly 38 HPLE 5 46 aly 59 HPLC, GC
6 61 Arg - HPLC 47 Phe 51 HPLC, 6C
7 62 Asn 26 HPLC ; . sy 2 wrLe
8 63 Pro 36 HPLC, GC 8 10 asn . wpLc, oc
L 64 Ser - WPLC, Gc 9 56 Phe 23 HPLC, 6C
10 65 The 7 HPLC 10 51 ser 5 HPLC, GC
1 86 Gly 16 HPLC 1 52 vai a5 HPLC, GC
12 7 Ala 14 HPLC 12 53 ser . wrLe
13 68 6lu 2 HPLC, 6C 1 s ars s woLe
14 69 val - HPLC, &C 14 s Arg . oy
15 70 Asp 12 HPLC, 6C 5 5 el s apLe
16 7 1le 2 WPLC, GC 1 s Ala . WpLe
17 72 " Pro 10 HPLC 17 58 ser ) woLe
18 73 Ala 7 HPLC 18 50 Lys N wpLe
19 60 aly 1 HPLC
20 61 Arg - HPLC
21 62 ) Asn - HPLC
22 63 Pro - HPLC

periments. Positive identifications were achieved through
step 54 (Table 1) {22].

Cleavage at Arginyl Residues

The peptides derived from cleavage of the protein HRm
at arginyl residues by digestion with the proteasc from sub-
maxillary gland of mouse were fractionated by reverse-phase
high-pressure liquid chromatography (Fig. 2). The five hatched

fractions correspond to pure peptides. Their amino acid
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 asparagine and glutamine residues which
makes the peptide more hydrophilic. The peptides RP-2,
RP-3 and RP-4 were obtained in fractions 3, 1 and-2 respec-
tively. The peptide RP-2 (residues 44 —54), RP-3 (residues
56—74) and RP-4 (residues 75—90) were completely se-
quenced by automated Edman degradation (Table 3, 4 and §
and Fig.4).
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Fig.3. Elution pattern of peptides generated by cleavage at’aspartyl residues with 0.25 M acetic acid and fractionated by reverse-phase HPLC. The
hydrolysate (70 nmol) was loaded on a column of C;s microBondapak (0.39 x 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
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Fig.4. Complete amino acid sequence of protein HRm. Methods used for determination of the sequence are indicated as following: ———, automated

Edman degradation of the protein HRm; —, automated Edman degradation of peptides; —, manual Edman degradation of peptides; —, carboxy-

peptidase hydrolysis

The protease from submaxillary gland of mouse failed to
cleave the susceptible bond Argf!-Asn®2. This bond was also
resistant to trypsin and a tryptic peptide which covers the
sequence 60—74 was therefore obtained in the tryptic
hydrolysate of protein HRm (data not shown). The resistance
of this bond to proteolytic cleavage for 4 h cannot be related
to the nature of the residues adjacent to this bond (glycine and
proline at positions 60 and 63 respectively) since in the

identical sequence Gly®*-Arg-Asn-Pro®® of proteins HU-1
and HU-2 from Escherichia coli, the arginyl bond was cleaved
by trypsin [9].

Cleavage at Aspartyl Residues

" The peptides derived from hydrolysis of protein HRm
with 0.25 M acetic acid were fractionated by reverse-phase

3
|
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1 5 10

Hl-2 Thr val Glu-Lys

112

15 20 s 30
Glu-Leu Thr-Gln Lys-Ala Glu-Ser-Thr-Leu

HU-1 (H)Met -Asn-Lys-Ser-GIn-Leu-11e-Asp-Lys-Ile-Ala-Ala-Gly-Ala-Asp-1le-Ser-Lys-Ala-Ala-Ala-Gly-Arg-Ala-Leu-Asp-Ala-Ile-1le-Ala-

HPa Ala Ser val Lys val Glu
HRm 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-GlIn-Lys-Val Arg-Thr-Val-Ile-Lys-Ser-Phe-Leu-Asp
s Gly-Glu  Val  Ala-ValMet  Lys  APval-The  Lys-Gln Asp-Ala-ylo-lle-Leu
+ o+ o+ » + » + »

35 40 45 50 55 60
HU=-2 Ala-1le Ala Gln Lys Asn-His Glu
HU-1 Ser-Val-Thr-Glu-Ser-Leu-Lys-Glu-Gly-Asp-Asp-Val-Alafleu-Val-Gly-Phe-Gly-Thr-PhetAla-Val -Lys-Glu-Arg-f\Ia-Ala-Arg-Thr Gly-

.~ HPa Gly-Ala Ala
HRm Thr-1le-G1n-Gly-Glu Asn Gly Ile-Arg Asn Ser Ser-Arg Glu Ser-Lys
HTa Glu-1le-Val-Ser-Glu-Ala-Asn-Gly Gin-Lys-Ile-Asn Ala Tle Glu-Arg-Arg-Thr-Gln-Gly-Pro LystAla-
+ + ] + + +

65 70 75 80 85 90
HU-2 E— Lys Asn Ala Val-Ser Lys
HU-1 Arg-Asn-Pro-GIn-Thr{Gly-Lys-Glu-Ile-Thr-1le-Ala-Al a-Ala-Lys-Val-Pro-Ser-Phe-Arg-Ala-Gly-Lys-Ala-Leu-Lys-Asp~Ala-Val -Asn{0OH)
HPa
HRm Ser Ala Val-Asp Pro Arg-Asn Lys Thr Gly
HTa Lys val Glu-Val-Pro-Ser-Lys Lys-Phe-Val Ser-Ser-Lys-Ile Tyr-Gin-GIn(0H)
HS BV — Leu le Ala

+ o+ o+ o+ + + + o+ ™ + o+ o+ + o+ o+ +

Fig.5. Comparison of the amino acid sequences of DNA-binding HU-type proteins from different bacteria. Proteins: HU-1 and HU-2 from £. coli [9],
HPa from P. aeruginosa [11], HRm from R. meliloti, HTa from T. acidophilum [20] and HS from the cyanobacterium Synechocystis [21]. 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 conserved residues and + indicates positions where only one change is observed when all 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 429 of the total amino acids. These hydro-
phobic residues are distributed throughout the polypeptide
chain. They are probably involved in strong interactions to
form homopolymers 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 Lys*°-Gly-Arg®' 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 regionis +5, +35
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 observed 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 Syrechocystis, of
" which the complete primary structure remains to be estab-
lished, only two microheterogeneities have been observed 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 f-turn conformation:
glycine residues at positions 46, 48, 60 and proline residue at
position 63. Indeed a f-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 conserved in all se-
quences of HU-type proteins determined up to now. We must
also emphasize that changes observed 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 observed when comparing all 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 stability 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.
(30].
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SUMMARY

The physico-chemical and structural properties of
DNA-binding HU-type proteins from several species of
Rhizobiaceae were compared. These include RhZzobium
meliloti, two strains of Rhizobium leguminosarum dis-
playing highly different phenotypic characters and

Agrobacterium tumefaciens.

HU-type proteins isolated from R. leguminosarum L18
and A. tumefaciens are identical and show slight diffe-
rences with the R. meliloti HU-type protein. On the
other hand the R. leguminosarum L53 HU-type protein is
quite different from the proteins cited above ; éeveral
amino acid substitutions encountered in this protein
result in significant changes in the folding of the poly-

peptide chain.

The biochemical characteristics of these proteins are
in good agreement with the respective position of these

bacteria in the phylogeny determined by numerical taxonomy.

Abbreviations :

PhMeSOzF, phenylmethylsulfonyl fluoride ;

TosPheCHZCl, N-tosylphenylalanyl chloromethane

Enzymes :
Carboxypeptidase A (E.C. 3.4.17.1) ;

Trypsin (E.C. 3.4.21.4)
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INTRODUCTION

The E. coli DNA~-binding protein HU [1] is a
heterotypic dimer which consists of two polypeptides
of 90 residues each [2] displaying closed sequence
homology [3, 4]. Protein HU protects DNA from thermal
denaturation [5] and can fold up circular double stran-
ded DNA into nucleosome ;ike structure [6]. This protein
which is associated with the chromosomal and extrachro-
mosomal DNA [7, 8] 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. coliZ [9] and modulates transcription [1, 10].
HU-type proteins have been isclated from a variety of
bacterial families [11 -17] and amino-acid sequence
‘data show for these proteins a good degree of structural
stability [18, 19] when compared to that of other
prokaryotic proteins such as cytochromes [20]. 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
recognizes six species which are distributed into two
biochemically very different groups : the slow growing
Rhizobia and the fast growing Rhizobia in which the
genus Agrobacterium 1is included because of their close
taxonomic relatibnship. A previous work showed that the

physico-chemical properties of the HU-type protein
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isolated from the slow growing R. japonicum differ
markedly from those of homologous proteins from fast
growing Rhizobia [22]. This paper deals with the compa-
rison of the physico-chemical and structural properties
of HU-type proteins from fast growing Rhizobia. On the
basis of phenotypic characters, several species, such as
Rhizobium meliloti and Agrobacterium, appear homogeneous
whereas others are heterogeneous [23]. One strain of

R. meliloti and Agrobacterium tumefaciens and two
strains of R. leguminosarum displaying highly different

phenotypic characters were choosen for our study.

'MATERIALS AND METHODS

Matenials

Rhizobium meliloti strain 2011 str. 3 (from Institut
National de la Recherche Agronomique, Versailles, FRANCE),
Agrobacterium tumefaciens strain B 6 (from Rijksuniver-
siteit, Gent, BELGIUM), Rhizobium leguminosarum strains
L18 and L53 (from Research Institute of Ontario, CANADA)

were grown as described in [24].

Carboxypeptidase A (treated with PhMeSOzF) was
obtained from Worthington. Acetonitrile for reverse
phase high pressure liquid chromatography was from
Carlo Exba. All solvents and reagents for sequence deter-

mination were as indicated in [18].

Nomenclaturne of protedns
HU-type proteins from Rhizobium meliloti, Agrobac-

terium tumefaciens, Rhizobium leguminodsarum L18 and L53

- were respectively named HRm, HAt, HR118 and HR153.
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Tsolation of protedins
- HU-type proteins were prepared by affinity chro-
‘matography on a DNA-cellulose column and purified by

gel filtration chromatography as in [22].

Analytical gel electrophonresdis

Anaiytical gel electrophoresis was performed on
polyacrylamide slab gel (150 x 140 x 0.75 mm) in 0.9 M
acetic acid, 2.5 M urea [25] using a 17 % acrylamide

concentration.

Genenation of peptides

Proteins were digested with TosPheCH2C1—trypsin
in 0.1 M N-methylmorpholine acetate at pH 8.0 and 37°C
for 4 h wusing an enzyme?to—substrate ratio of 1:50.
Cleavage of protein HR153 at aspartyl residues was
performed with 0.25 M acefic acid (10 mg of protein/ml
of acetic acid) in an evacuated sealed tube for 15 h

at 105°C.

Fractionation of pepitides

The tryptic digests and the acid hydrolysate were
freeze-dried and submitted to fractionation by revérse-
phase high-pressure liquid chrdmatography as in [18] on
a C,g micro-Bondapak column. Alternatively peptides were
separated by chromatography or electrophoresis on thin
layer sheets (Polygram cel 300 from Macherey-Nagel,
'Germany) using solvent or buffer systems'described in [26].
Amino acid analyses of proteins and peptides were

performed as in [18].
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Sequence deteamination

Automated Edman degradation was carried out in
a Beckman 890 C sequencer ; in the presence of poly-
brene [27], and using 0.33 M quédrol as coupling
buffer for the native protein HAt, and using 0.1 M
quadrol for large peptides. Manual Edman degradation
of small peptides was performed as in [28]. The phenyl-
thiohydantoin derivatives of amino acids were identi-
fied and quantified by high-pressure liquid chromato-

graphy as indicated in [16].

Canboxy-terminal analysdis

The HU-type proteins (30 nmol) dissolved in 1.0 ml
of 0.2 M N-methyl-morpholine acetate pH 8.0, were
digested at 37°C with carboxypeptidase A (5 ug, 0.2 unit).
At 1 h and 2 h, aliquots were taken off, acidified with
glacial acetic acid and freeze-dried. The released amino

acids were analysed on an amino acid analyser.

Nomenclatune of pepitides

Peptides derived from cleavage at aspartyl residues
and tryptic peptides were designated by Ac- and T-
respectively. The peptides were numbered according to

their position in the sequence of the proteins.
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RESULTS

Proteins HR118 and HR153 were prepared by a proce-
dure already used for the isolation of proteins HRm and
HAt [16,22]. This procedure consists of affinity chroma-
tography on a DNA-cellulose column followed by gel filtra-
tion chromatography. The purity of the proteins was asses-
sed by polyacrylamide gel electrophoresis (Fig.l). In aci-
dic medium and in the presence of 2.5 M urea, proteins HR118
and HAt have an identical migration whereas protein HR153
exhibits a higher cathodic migration. On the other hand, by
comparison with protein HRm taken as reference, the migra-
tion of proteins HR118 and HAt is slower and that of pro-
tein HR153 is faster. Similar electrophoretic behaviours
were observed in the presence of 6 M urea and 0.38 % Triton
X-100 (data not shown).

The amino acid compositions of proteins HRm, HAt,
HR118 and HR153 are presented in Table 1. The amino acid
compositions of proteins HAt and HR118 are strictly iden-
tical and appear closely related to that of protein HRm,
particularly in their number of hydrophobic and basic re-
sidues. On the other hand protein HR153 differs significan-
tly from proteins HR118 and HAt by an additional residue'
of proline and one residue of histidine, and also by its

content in threonine, serine and glutamic acid.
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Fig. 1 : Polyacrylamide gel electrophoresis of purified
HU-type proteins : HRm (1), HAt (2), HR1l18 (3) and
HR153 (4). 3 ug samples in 0.01 M HCl, 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 gel containing

17 % acrylamide. The gel was stained overnight with

0,5 % Coomassie blue R~250 in acetic acid/ethanol/water
(1 : 2 : 7, by vol.) and destained by diffusion in

acetic acid/ethanol/water (4 : 5 : 31, by vol.).
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TABLE 1 AMINO ACID COMPQOSITIONS OF HU~TYPL PROTEINS FROM
R.MELILOTI {(HRm), A.TUMEFACIENS (HAt), R.LEGUMINOSARUM L18 (HR118)
AND R.LEGUMINOSARUM L53 (HR153)

Amino acids HRm [161] HAt [22] HRL18 HRLS53
Aspartic acid 13 1 10.7 (1n? 1.8 a)?
Threonine b A 3 3 3.1 (3) 4.8 (5)
Serine © 7 10 9.5 (10) 6.0 (6)
Glutamic acid 6 7 7.1 (7) 5.2 (5)
Proline 3 3 3.0 (3) 3.9 (4)
Glycine 10 9 8.9 (9) 3.0 (9)
Alanine 13 14 13.7 (14) 14.1 (14)
Cysteine - - 0 - 0 -
Valine 9 9 9.0 (9) 9.8 (10)
Methionine 1 ‘ | 1.1 (1) 1.0 (1)
Isoleucine © 3 2 2.1 () 2.0 (2)
Leucine 5 5 5.1 (5) 5.0 (3)
Tyrosine - - 0 - o -
Phenylalanine 4 4 3.9 (&) 4.0 (4)
Histidine ‘ - - 0o - 1.0 (1)
Lysine 8 8 8.0 (8) 8.8 (9)
Arginine 5 5 4.8 (5) 3.9 (4)
TOTAL 90 91 91 91

The results are expressed in number of residues per mole of protein
a Number in parentheses is the nearest integer

b Values for threonine and serinme were obtained by Linear extrapolation to zero
hydrolysis time

¢ 72 h hydrolysis values
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Strnategy used fon the determination 0§ the amino acdid

sequence of proteins HAt, HRE1& and HRLS53

The tryptic peptides generated from each protein
were characterized by their elution volume from the
C18 micro-Bondapak column on which they were fractio-
nated, their amino acid composition and amino acid
sequence. As they were identical or showed véry slight
differences with those of protein HRm, they were
aligned by comparison with the amino acid sequence of
protein HRm which has been completely determined [18].
- 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 HRm,
was established from additional data provided by large
overlapping peptides generated by cleavage at aspartyl

residues.

Amino acdid sequence of protein HAL

The elution pattern of protein HAt tryptic peptides
separated by reverse~phase HPLC is presented in Fig. 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.

All the protein HAt peptides Qere obtained pure except

peptide.T-6 eluted in fraction 1 together with free



Fig. 2 : Elﬁtion patterns of tryptic peptides from
proteins HRm, HAt, HR118 and HR153 fractionated by
reverse-phase high pressure liquid chromatography.

The hydrolysates were loaded on a C;g micro Bondapak:
column (0.39 x 30 cm) equilibrated with 0,05 %
trifluoroacetic acid. Peptides were eluted with a
linear gradient (=----) from O to 30 % of acetonitrile
in 0,05 % trifluorocacetic acid. Fractioﬁs of 0.8 ml
were collected at a flow rate of 2 ml/min. The elution
of peptides was monitored at 210 nm. The fractions

used for sequence determination were numbered by order
of elution. The hatched fractions correspond to peptides
common to the four proteins. The unnumbered fractions
correspond to peptides generated by partial cleavage bf
susceptible bonds and which were not used for the

sequence analysis of the proteins.
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arginine from which it was separated by thin-layer
chromatography. Their amino acid composition are givén
in Table 2 and their aligment in comparison with the
primary structure of protein HRm is given in Fig. 3.

The incomplete cleavage of the Lys;-Asn, bond yielded
the peptides T-1 and T-l-a. The amino terminal amino
acid sequence of protein HAt determined by the struc-
tural study of peptides T-1, T-1l-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 Argei1-Asngz is cleaved with a low yield
and the peptide T-7 covering the seguence 60-74 was
obtained predominantly to the peptide which covers the
sequence 62-74. In protein HRm [18] 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
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TABLE 2 AMINO ACID COMPOSITION OF TRYPTIC PEPTIDES FROM AGROBACTERIUM TUMEFACIENS PROTEIN HAt

Amino acids T-1 T-2 -3 T-4 T-5 T-6 T-7 -8 T-9 T-10 -1 Protein HAt
-esidues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues
1-13 14-18 19-37 38-43 46-54 56-59 60-74 75-78 79-83 84~86 87-91

Aspartic acid  2,0(2) 2,1(2)  2,2(2) 1,9(2)  1,0(1) 2,0(2) 11
Threonine 1,0(1) 0,9(1) 1.0(1) 3
Serine 1,1(1) 2,0(2) 2,8(3)  0,9(1) 1,2(1) 1,0(1) 1,10 10
Glutamic acid  2,1(2) 2,9(3) 1,0()  1,0(1) ‘ 7
Protine 1,9(2)  1,0(1) 3
Glycine 1,0(1) 2,3(2)  2,4(2) - 2,2(2) 1,1 1,1 9
Alanine 2,1(2)  1,1(1)  4,8(5) 1,2(1)  1,0(1)  2,2(2) B SN ¢Y) 1,0(1) 14
Valine 1,9(2) 2,8(3) 1,0(1) 1,0(1) 1,0(1) 1,0(1) 9
Methionine 0,5(1) 1
Isoleucine 0,9(1) 0,8(1) 2
Leucine 1,0(1) 1,0(1) 1,0(1) 1,2(1) 1,0(1) 5
Phenylalanine 1,0(1) 1,8(2) ' 0,9(1) 4
Lysine 1,8(2) 0,9(1) 0,9(1) 1,0(1) 1,0(1)  0,9(1) ©0,9(1) 8
Arginine 1,0(1)  1,0(1) 1,8(2) 5
Number of

residues 13 5 19 6 11 4 15 4 5 3 5 91
F'af‘z;gzr 9 6 11 5 10 1 8 4 7 2 3

Results are expressed as the number of residues/mol. peptide.Values in parentheses are residues/mol. derived from the final sequence

9¢1



Fig. 3 : Amino acid sequences of proteins HAt and
HR118, +—— and +--4 correspond to tryptic peptides
from proteins HAt and HR118 respectively. The peptides
of both proteins were aligned by compariscn with the
primary structure of protein HRm [18]. Methods used
for determination of the sequence are indicated as
follows : (+) ,automated Edman degrédation (AED) of
protein HAt; —=>, manual Edman degradation; <—— .

carboxypeptidase hydrolysis of proteins.
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structural data obtained from peptide T-1l.

The tryptic peptides account for 90 of the 91
residues present in the protein (Table 2). The miésing
residue corresponds to freerarginine eluted in fraction
1 (Fig. 2) and which is released by cleavage of the

Arg,,-Arg;; bond.

Amino acdd sequence of protein HRL1G

The elution pattern of the tryptic peptides from
protein HR118 is almost identical to that of tryptic
peptides from protein HAt (Fig. 2). It differs only
from the latter by the presence of an additional
fraction (fraction 7a) which corresponds to the peptide
T-10 a (residues 84 to 91) (Fig. 3), generated by the
incomplete cleavage of the bond Lyss¢-Asps;. Peptide T-6"
eluted in fraction 1 was separated from free arginine

by thin-layer chromatography.

The amino acid compositions of the tryptic peptides
from protein HR118 are given in table 3. The comparison
of these peptides with the homologous peptides from .
protein HAt shows a complete identity between the two
sets of péptides with respect to elution volumes,
amino acid compositions and amino terminal sequences.

It can bé assumed therefore that the primary structure
of protein HR118 is ‘identical to that of protein HAt

(Fig. 3).



TABLE 3

AMINO ACID COMPOSITION OF TRYPTIC PEPTIDES FROM RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM L18 PROTEIN HR118

Amino acids T-1 1-2 1-3 T-4 T-5 - T-6 T-7 T7-8 T-9 7-10 T-11 Protein
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

Aspartic acid 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) 10
Glutamic acid 1,9(2) 3,2(3) L 1,1 7
Proline 2,0(2) 1,0(1) 3
Glycine 1,7(1) 2,4(2)  2,1(2) 2,0(2) 1,2(1)  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) 1,0(1) 14
Valine 1,9(2) 2,8(3) 1,0(1) 1,1(1) 1,0(1) 1,1(1) 9
Methionine 0,2(1) 1
Isoleucine 0,7(1) 1,0(1) 2
Leucine 1,0(1) 1,0(1) 1,1(1) 1,0(1} 1,0(1) 5
Phenylalanine | 1,1(1) 1,9(2) 0,9(1) 4
Lysine 1,7(2) 1,0(1) 0,8(1) 1,0(1) 1,0(1) 0,9(1) 1,0(1) 8
Arginine 0,7(1) 1,0(1) - 1,8(2) 5
Number of

residues 13 5 19 6 11 4 15 4 5 3 5 91
Fra;s;g:r 9 6 1 5 10 1 8 4 7 2 3

6C1
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The tryptic peptides T-11 and T-10a which are de-
voided of basic residues are placed at the carboxy-
terminus of protein HR118 from the specificity of the
trypsin. Their sequence fit the carboxy-terminal sequen-
ce of protein HR118 established as Ala-Val-Asn-Ser

after digestion of the protein with carboxypeptidase A.

Amino acid sequence 04 protein HRLE53

The peptides derived from protein HR153 by tryptic
digestion and cleavage at aspartyl residues were frac-
tionated by reverse-phase high-pressure liquid chromato-
graphy : their elution patterns are presented in figures
2 and 4 respectively. Peptides T-4 and T-7 which coelu-
ted in fraction 1 were separated by thin-layer electro-
phoresis and peptides T-5 and T-9 which coeluted in
fraction 4 were purified by thin-layer chromatography.
All others peptides were obtained pure directly. The
amino acid compositions and the alignment of tryptic
and acetic peptides from protein HR153 are presented in

table 4 and figure 5 respectively.

The amino-terminal sequence of protein HR153
(residues 1-19) was determined from-data provided by
peptides T-1, T-1-b, T-2 and Ac-1. The alignment
T-2 - T-3 was established with peptide Ac-1 since only
peptide T-3 has a serine residue at its amino-terminus.
The amino-terminal sequence of peptide T-3 was determi-

ned by manual Edman degradation up to residue 32.

~
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Fig. 4 : Elution pattefn of peptides generated by
cleavéée 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 C,g micro Bondapak (0,39 x 30 cm)

equilibrated with 5 % acetonitrile in 0.05 % trifluoro-

acetic acid. The column was eluted with a linear

o.

gradient (----) from 5 to 25 % acetonitrile 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

AMINO ACID COMPOSITION OF TRYPTIC PEPTIDES AND OF LARGE ACETIC ACID

FRAGMENTS FROM RHIZOBIUM LEGUMINOSARUM L53 PROTEIN HR153

Amino acids T-1 T-2 7-3 1-4 T-5 1-6 -7 -8 -9 T-10 T-1 T-12 Ac-1 Ac-4 Ac~5 Ac~6 Protein
residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues residues HRL53
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

Aspartic acid 2,2(2) 3,0(3) 1,0(1) 1,1(1) 2,0(2) 1,1(1) 1,9(2) 2,2(2) 1,1(1) 1,4(1) 1,2Q1) 12
Threonine 0,9(1) 1,0(1) 1,0(1) 1,0(1) 1,0(1) 1,2(1) 2,9(3) 1,0(1) 5
Serine 1,1(1) 2,0(2) 2,0(2) 1,0(1) 1,9(2) 2,8(3) 6
Glutamic acid 2,1(2) 2,2(2) 1,1(1) 2,0(2) 2,1(2) 1,4(1) S
Proline 1,9(2) 1,0(1) 1,0(1) 0,9(1) 2,9(3) 4
Glycine 1,0(1) 1,2(1) 2,2(2) 2,0(2) 1,0(1) 1,0(1) 1,0(1) 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) 2,0(2) 2,0(2) 0,9(1) 3,2(3) 1,1(1) 4,1(4) 1,1(1) 14
Valine 2,4(2) 3,6(4) 1,4(1) 1,2(1) 1,0(1) 1,2(1) 2,0(2) 1,8(2) 2,1(2) 1,1(1) 10
Methionine 0,3(1) 0,5(1) ) 1
Isoleucine 0,9(1) ©0,9(1) 0,9t 1,0(1) 2
Leucine 1,0(1) 1,0(1) 1,1() 1,11 1,0(1) 1,9(2) 1,1(1) 1,3(1) 1,0(1) 5
Phenylalanine 1,1(1) 2,1(2) 1,0(1) 1,9(2) 1,0(1) 4
I'.ysine 1,7(2) 1,0(1) 0,8(1) 1,0(1) 1,0(1) 0,9(1) 1,0(1) 0,9(1) 2,7(3) 2,0(2) 1,3(1) 3,0(3) 9
Histidine 1,0(1) 0,9(1) 1
Arginine 0,9(1) 1,1(1) 1,9(2) 2,7(3) 1,1(1) 4
Nurber of

residues 13 5 19 2 4 12 4 15 4 5 3 S 19 10 28 16 91
F'ai:;gzr 9 5 12 1 4 10 1 7 4 6 2 3 ) 2 6 5

AN
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Fig. 5 : Complete amino acid sequence of protein HR153. Methods used for determination of
the sequence are indicated as follows :—-~ , manual Edman degradation of peptides ;

’

+, automated Edman degradation of pepii:ides ; ——— , carboxypeptidase hydro'lysis of protein.
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Peptide T-3 was then submitted to acetic acid hydro-
lysis and the sequence of the carboxy-terminal fragment
(residues 31-37) was completely determined by manual
Edman degradation. Peptide Ac-4 overlaps peptides T-3,
T-4 and T-5 ; although Ac-4 covers only the amino-
terminus of peptide T-5, the alignment T-4 - T-5 is the
unique one fitting with the remainder of the sequence

of protein HR153.

The sequence 42 to 74 was determined from data
provided by peptides T-5, T-6, T-7, T-8 and Ac-5. This
sequence was brought up to residue 86 by peptide Ac-6
which overlaps peptides T-8,/T—9, T-10 and T-11. No
overlap of peptides T-11 and T-12 was provided but
peptide T-12 which lacks basic_residues, was assigned
to the carboxy terminus of protein HR153. Furthermore,
the data provided from digestion of protein with carboxy-
peptidase A are in good agreement with the carboxy-
terminal position of peptide T-12, in the sequence of

the protein.
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DISCUSSION

The proteins HAt and HR118 exhibit identical electro-
phoretic mobilities, have identical amino_acid compositions
and the structural studies indicate that both proteins have
the same amino acid sequence. On the other hand protein
HR153 differs from proteins HAt and HR118 by its higher
electrophoretic mobility in acidic medium, its amino acid
composition and by 12 substitutions. The substitutions
Thr + Val and Ser - Ala observed at positions 31 and 34
respectively, modify the hydrophobicity of this ségment.

As a result of the substitution Ala - Pro at position 81
the carboxy-terminal sequence of protein HR153 contains
three residues of proline which gives to this region (re-
sidues 72-81) a highly folded conformation. Furthermore
this substitution is of importance in an evolutionary poiﬁt
of view since the number and the position of the residues

of proline are very well conserved in HU-type proteins se-

quences [18,19]. However, a proline residue has been observed

at position 81 in HU-type protein from B.stearothermophilus
[191. The change Gly + Lys at position 39 must be emphasized
since Gly is strictly cbnserved at this position in all se-
quences of HU-type proteins determined up to now [18,19].
This residue is located in a B—-turn between helix Gy (resi-
dues 21-37) and B pleated sheet strand 1 (residues 40-44)
and plays a crucial role in the tertiary structure of the
molecule [29] . Protein HR153 contains a residue of histi-
dine at position 54 ; the presence of histidine is seldom

observed in HU-type proteins, but the change Arg + His



136

has also been encountered in protein HU-2 from

E. colz [3, 4]. In protein HR153, the loss of a

positive charge induced by the substitution Arg + His

is balanced by the change Glu +~ Ala at position 56.

Thus the net charge of the hydrophilic domain (residues
54-62) is identical in the proteins HAt, HR118 and

HR153. According to TANAKA [29] and LAMMI [30] this hydro-
philic domain is presumably involved in the binding of the
protein to the DNA whereas the hydrophilic region located
between residues 37 and 43, would not interact with the
DNA. This could therefore explain why the substitution

Gly - Lys at position 39 in protein HR153 which has a

net charge of + 3, does not increase the affinity of the
protein for the DNA-cellulose as compared to proteins

HAt and HR118, the net charge of which is + 2. Indeed
each of the three proteins is adsorbed on the DNA-cellu-
lose column at 50 mM NaCl, and is eluted by increasing

the salt molarity to 170 mM.

The strains of Raizobium leguminosarum exhibiﬁ a
large diversity and are scattered in several groups
presenting different phenotypic characters [23]. Our
results substantiate the heterogeneity of the species-
R. leguminosarum since the HU-type proteins isolated
from the strains L18 and L53, which are placed in two
different groups, appear quite different from each
other, On the other hand proteins HR118.and HAt
isolated from strains which are found in the same group

show identical biochemical properties and amino acid



Fig. 6 : Comparison of the amino acid sequences of
HU-type proteins from different Rhizobiaceae. Protein
HRm is given in full ; for the other proteins, only the
residues which differ from protein HRm sequence are
mentioned. + and % correspond respectively to conser-
vative and non conservative substitﬁtions between

protein HRm and proteins HAt, HR118 and HR153.
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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 séquence of protein HRm (Fig. 6), proteins ﬁAt and
HR118 present eight conservative and ‘one non conserva-
tive substitutions whereas protein HR153 shows 17
substitutions, five 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 through 39
and 51 thréugh 58 where most of the.differences between

protein HR153 and proteins HAt or HR118 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 [22]. 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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La structure secondaire des protéines HRm et HU a été
étudiée par dichroIsme circulaire : cette méthode permet es-
sentiellement de déterminer le taux de conformation o héli-
coidale des protéines. Ce taux varie en fonction de la tem-
pérature et de la force ionique. Les informations acquises
sur la conformation des protéines seront utilisées lors de
1'étude des interactions protéine HRm~DNA et protéine HU-DNA.
En effet, des résultats obtenus sur les protéines cro et CAP
et le fragment amino-terminal du répresseur c¢I montrent que
la structure secondaire de ces protéines a un effet impor-
tant dans leurs interactions avec le DNA (OHLENDORF et coll.,

1982).

Les études en dichroisme circulaire ont été& réalisées
en collaboration avec le Dr.J.P.AUBERT dans le Service de

Biophysique de Madame M-H.LOUCHEUX (U.124 INSERM).

IV - 1 MATERIEL ET METHODES

Les protéines HRm et HU (4 mg) sont dissoutes dans 0.25
ml de tampon Tris 0.1M - HCl pH 8.0 en présence de chlorhydra-
te de guanidine 6M. Les solutions sont laissées 3 4°C pendant
72 heures. Les éventuels agrégats de protéines qui pourraient

Subsister aprés ce traitement dénaturant sont &éliminés par
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chromatographie de gel filtration sur une colonne de Sephadex
G-100 (Superfine) 1,6x30cm équilibrée et &luée & 4°C par le

=

tampon Tris 10 mM, NaCl 20 mM ajusté a pH 7.4.

La composition en protéine des échantillons a été déter-
minée par analyse des acides aminés effectuée aprés hydrolyse
acide totale : des concentrations variant de 0.1 a 0.5 mg de

protéine/ml ont été utilisées.

Les mesures ont &té effectuées avec un dichrégraphe
Jobin-Yvon (R.J.Mark III) qui permet des mesures de spectre
dans un domaine de longueurs d'onde compris entre 180 et 800
nm. L'informatisation de cet appareil permet le calcul des
spectres expérimentaux avec toute la précision nécessaire.

L'épaisseur de la cellule de mesure est de 1 cm.

L'éllipticité molaire 6 a &t& calculée a partir du
spectre expérimental par la formule :

8 = 3300 EME- . As en deg. dmol™! cm?

M : Masse moléculaire moyenne des résidus d'acides aminés

c : Concentration en g/1

Q

Epaisseur de la cuve
A : Intensité du signal obtenu mesurée en mm

S : Sensibilité de l'appareil

Le pourcentage d'hélicité o des protéines HU et HRm a
été estimé par la méthode de CHEN et co0ll.(1974). On considére
qu'il existe une relation linéaire entre 1'éllipticité & 222
nm et le pourcentage d'hé&licité o des protéines : 1'é&llipticité
de la structure totalement inorganisée est de -1000 deg.dmol_l
cm2 et celle de la strﬁcture 100 p.100 hélicolidale est de

-30000 deg. dmol™! cm®.
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IV - 2 RESULTATS ET DISCUSSION

IV - 2-1 Etude en fonction de la température

L'étude dichroique a été menée dans le domaine spectral
250-190 nm. Cette région permet la visualisation de la struc-
ture secondaire des protéines. Le spectre dichroique des pro-
téines HU et HRm & 18°C (Figures 19 et 20) est caractérisé
par une éllipticité élevée a 222 nm. Ceci indigque que ces ma-
cromolécules possédent dans leur structure secondaire beaucoup
d'hélice a. Le taux d'hélice a calculé pour les protéines‘HU

et HRm est de l'ordre de 37 p.100.

Bien que les protéines HU-1, HU-2 et HRm présentent de
nombreuses différences dans leur séquence en acides aminés
(par exemple le taux d'homologie de séquence entre les pro-
téines HU-1 et HRm est de 52 p.100) leur courbe d'hydrophobi-
cité présente une remarquable similitude (voir chapitre III).
Ceci explique que les protéines HU et HRm aient un taux d'hé-

lice o semblable.

Lorsqu'on augmente progressivement la température, la
structure secondaire de la protéine HU est instable (Fig.l9,
A et B ). Dés 30°C on peut observer une perte de 1'hélicité.
Cette perte s'accentue au fur et 3 mesure que l'on chauffe et

la température de demi-transition se situe vers 40°C. Cette
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diminution du taux d'hélice a s'accompagne d'une augmentation de
structure inorganisée et non pas d'une augmentation de struc-
ture B8 qui aurait pu conduire & la formation d'agrégats. Ce
phénoméne explique la possibilité de renaturation de la pro-
téine HU lorsque l'on baisse a nouveau la température. Le

méme phénoméne est observé pour la protéine HRm (Fig. 20, A

et B).

La protéine HU a été décrite par ROUVIERE-YANIV et GROS
(1975) comme une protéine thermostable ce qui apparait &tre
en contradiction avec nos résultats. En fait, ces auteurs ont
étudié l'effet de la température sur la fonction de la pro-
téine : aprés avoir été chauffée & 100°C pendant 15 minutes
et refroidie, l'effet de la protéine HU sur la transcription
.du DNA n'est pas altérée. Il est donc probable gu'aprés re-
froidissement, la protéine se soit suffisamment bien réorga-
nisge pour conserver ses propriétés biologiques vis-d-vis de

la transcription.

IV - 2-2 Etude en fonction de la force ionique

Les variations de la structure secondaire de la protéine
HU (0.1 mg/ml) ont &té étudiées en fonction d'une concentra-
tion croissante en NaCl de 20 mM & 1500 mM (Figure 21).

On pbserve une variation monotone du pourcentage d'hé-
lice a caractérisée par l'augmentation de la valeur de 1'éllip-

ticité 34 222 nm. L'effet de NaCl atteint son maximum vers 600 mM,
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Pour la protéine HRm 1l'é&tude des spectres dichrbiques
én fonction de la force ionique, a été réalisée a deux concen-
trations en protéines (0.1 et 0.5 mg/ml) (Figure 22). A la con-
centration de 0.1 mg/ml, la protéine HRm se comporte comme la
protéine HU et on observe é&galement une variation monotone de
1'hélicité a. Par contre 3 la concentration de 0.5 mg/ml la
variation de [8] 222 nm est différente : la courbe présente un
maxima & 110 mM NaCl puis un minima & 250 mM NaCl. Ensuite
1'éllipticité & 222 nm réaugmente pour atteindre les valeurs
obtenues avec une concentration en protéine de 0.1 mg/ml.L'aug-
mentation importante du taux d'hélicité de la protéine HRm ob-
servée &4 110 mM NaCl pourrait &tre due 3 de fortes interactions
intermoléculaires qui n'interviennent gque si la concentration
en protéine est suffisante. Un phénomé&ne analogue est observé
pour les histones. En effet lors d'expériences de reconstitu-
tion de la "core particle" sous-unité élémentaire d'organisa-
tion de la chromatine formée de deux molécules de chacune des
histones H2A, H2B, H3 et H4 et de 146 paires de bases de DNA,
la concentration de la solution d'histones doit &tre au moins

égale a3 1 mg/ml.



153

IV - 2-3 Conclusion

L'étude de la structure secondaire des protéines HU et

HRm a permis de montrer les caractéristiques suivantes :

- Les protéines HU et HRm ne sont pas thermostables du

point de vue physico-chimique.

- Le taux d'hélice a de ces deux molécules est relative-
ment élevé ; pour les deux protéines il est de l'ordre de

37 p.100.

- Les deux protéines acquiérent une conformation plus héli-

coidale lorsque la force ionique augmente.

- La concentration en protéine a un effet trés important
sur ce phénoméne ce qui suggére qu'il y a formation de poly-

méres protéiques.
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CHAPITRE V

INTERACTION DU DNA AveEc LES PROTEINES HRM ET HU
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L'interaction de la protéine HU avec le DNA a été étudiée
par plusieurs auteurs en utilisant différentes méthodes. Les
principaux résultats ont été présentés dans le chapitre I. Mais
ces travaux ayant été effectués avec des DNA d'origine eucaryo-
tigque, nous avons recherché si les protéines HRm et HU présen-
tent une spécificité vis-3a-vis d'un DNA d'origine donnée. Les
résultats obtenus au cours de ce travail nous ont amenés ensuite
d approfondir l1'étude de l'interaction de ces protéines avec le

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 travaux les protéines de type HU
étaient préparées uniquement sur des DNA d'origine eucaryoti-
que couplés 3 la cellulose. Il nous a semblé intéressant d4'é-
tudier 1'affinité des protéines HRm €t HU pour un DNA d'origine
procaryotique, et de comparer les résultats avec ceux obtenus
sur un DNA eucaryotique. Pour cela nbus avons choisi le DNA de
Rhizobium meliloti, A'Escherichia coli et d'érythrocyte de

Poulet.
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V - 1-1 Méthode

L'étude de l'interactiop des protéines HRm et HU avec
le DNA est effectuée par chromatographie d'affinité 3 la tem-
pérature de 4°C sur du DNA bicaténaire couplé & la cellulose.
La méthode de préparation du DNA d'origine bactérienne et la
la méthode de cﬂromatographie d'affinité sont présentées dans
. la partie technique.

L'affinité des protéines HRm et HU pour le DNA est dé-

terminée par la force ionique nécessaire pour désorber les

protéines fixées sur la colonne de DNA-cellulose.

V - 1-2 Résultats et discussion

Protéine HRm de Rhizobium meliloti

Les diagrammes d'élution sur colonne de DNA de R.melilotz
et de DNA d'érythrocyte de Poulet sont présentés dans la figure
23 . La protéine HRm est désorbée de la colonne de DNA de
R.meliloti entre 120 et 175 mM NaCl. Au maximum du pic dans
lequel est éluée la protéine HRm lé force ionique est de 150 mM
en NacCl.

Avec une colonne de DNA d'E.coli nous avons obtenu un
diagramme identique. Par contre sur une colonne de DNA d4'éry-
throcyte de Poulet la protéine HRm commence d &tre é€luée a une

force ionique plus faible. Dans ce cas le maximum du pic est

a 125 mM NacCl.
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Protéine HU d'Escherichia coli

Le diagramﬁe d'élution de la protéine HU de la colonne
de DNA de R.melzloti couplé & la cellulose est présenté' dans
la figure 24, La protéine HU est désorbée & 300 mM NaCl. Sur
une colonne de DNA d'E.col7i ou d'érythrocyte de Poulet il

faut une force ionique identique pour éluer la protéine HU.

Discussion

Les résultats obtenus sur l'étude de la spécificité des
protéines HRm et HU pour le DNA d'origines différentes sont

résumés dans le tableau yrr . Ils montrent que :

- La protéine HRm a la méme affinité pour les deux DNA
d'origine procaryotique, mais présente une affinité légére-

ment plus faible pour le DNA d'origine eucaryotique.

- La protéine HU par contre présente une affinité identi-

que pour les trois types de DNA.

- L'affinité pour le DNA de R.melilotZ ou d'E.coli de la
protéine HRm est deux fois plus faible que celle de la pro-
téine HU. Dans le chapitre III nous avons tenté de donner une
explication & cette différence observée entre les deux pro-

téines.

} -
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V - 2 INTERACTION DES PROTEINES HRm ET HU AVEC LE PLASMIDE

PBR322

V - 2-1 Objectif

L'observation de la différence d'affinité des protéines
HU et HRm pour un méme DNA nous a conduit a approfondir l'é-
tude de l'interaction de ces protéines avec le DNA. En effet,
ces résultats ne donnent qu'une indication de la force d'asso-
ciation avec un DNA. De plus la conformation du DNA utilisé
dans ces expériences est forcément trés différente de celle du
DNA natif puisqu'il a été fixé& sur la cellulose. Nous avons
donc utilisé une méthode qui donne des indications 3 la fois sur
la stabilité des complexes que forment les protéines avec un
DNA natif et sur l'efficacité des protéines 3 modifier la con-
formation du DNA. En effet, il est vraisemblable que les pro-
téines HU et HRm qﬁi jouent le méme r8le ont une efficacité
fonctionnelle similaire, laquelle n'est pas forcément directe-

ment proportionnelle & la constante d'association protéine-DNA.

D'autre part, il nous semble intéressant de comparer
l'interaction de ces protéines pour un DNA liné&aire et pour
un DNA circulaire superhé&licoidal. En effet, 3 l'exception
des travaux de ROUVIERE-YANIV et coll.(1979) sur le plasmide
SV40 toutes les études d'interaction DNA—proﬁéine de type HU
ont été& réalisées sur du DNA linéaire. Pourtant dans les bac-
téries le DNA chromosomal ou extrachromosomal est circulaire

et superhélicoidal.
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vV - 2-2 Matériel et Mé&thodes

La concentration en protéine a été déterminée par ana-
lyse d'acides aminés apré&s hydrolyse acide totale. Celle du
DNA a &té mesurée par spectroscopie d'absorption a 254 nm en
considérant gu'une solution & 50 ug/ml a une absorbance égale
3 1.0. Nous avons étudié l'interaction 3 la température am-
biante des protéines HRm et HU avec le plasmide pBR322 circu-
laire superhélicoidal et avec le pBR322 linéarisé éar l'enzyme

de restriction Hind III.

Cette étude a été effectuée par dichroisme circulaire de
la méme maniére que dans le chapitre IV. L'interaction entre
deux molécules est analysée de la fagon suivante : on enregis-
tre les spectres de chacune des deux molécules. On appellera
spectre théorique la somme des spectres des molécules mises en
présence. On enregistre le spectre obtenu lorsque les deux molé-
cules sont mélangées (spectre expérimental). Le spectre diffé;
rentiel est la différence entre le spectre théorigue calculé
et le spectre expérimental. Lorsque deux molécules n'ont aucune
interaction les effets dichrolIques sont purement additifs et le
spectre différentiel est nul. Par contre si une interaction
existe le spectre différentiel ne sera plus nul et celui-ci me-
surera directement l'interaction. Dans le cas de deux molécules
de méme nature ce calcul peut &tre effectué directement sur la
valeur de l'ellipticité molaire. Dans le cés présent le DNA et

une protéine sont deux espéces -moléculaires différentes et par



164

conséquent seules les valeurs en mm peuvent &tre utilisées.

"Cependant &étant donné que le spectre dichroique des protéines

dans le domaine 350-250 nm est nul ou négligeable, on pourra

utiliser les valeurs de 1'€llipticité molaire dans ce domaine.

Pour l'étude de l'interaction DNA-protéine nous avons
procédé de la maniére suivantel: le DNA et la protéine en solu-
tion dans un tampon Tris 10 mM NaCl 20 mM de pH 7.4 sont mélan-
gés. La concentration en NaCl est augmentée progressivement et
nous avons suivi les variations du spectre différentiel. Nous
avons tracé en fonction de la force ionique la variation de

1'éllipticité & 275 nm.

Le signal dichroique a8 275 nm est caractéristique du DNA
(Figure 25) et permet de mettre en évidence les changements de

conformation du DNA. Signalons que l'ellipticité 3 275 nm ne

varie pas avec la force ionique entre 20 et 600 mM en NacCl.

V - 2=-3 Résultats

V - 2-3-1 Etudes préliminaires

Des études préliminaires ont é&té effectuées sur le DNA
circulaire superhélicoidal pour déterminer les conditions op-
timales dans lesquelles seront analysées les interactions du

DNA avec les protéines HRm et HU.
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FIGURE 25 SPECTRE DICHROIQUE DU PLASMIDE pBR322
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V - 2-3-1-1 Etude_de_la cinétique de_ complexation
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Différents temps de mélange DNA-protéine ont été étudiés
(5 minutes, 15 minutes, 30 minutes, 1 heure, 2 heures,8 heu;es,
24 heures). Aucune évolution de l'interaction au cours du temps
n'a pu 8tre mise en évidence. Ceci indigque que l'interaction
entre ces deux molécules s'établit trés rapidement et reste

stable au cours du temps.

V - 2-3-1-2 Etude du rapport protéine-~DNA_(exprimé_en_poids)

N e e S oo s e e e S e o e ot e e e Py e )

A une solution contenant 20 ug de DNA nous av&ns ajouté
progressivement de la protéine HRm pour faire varier le rapport
pondéral protéine/DNA entre 0.1 et 1. Nous avons alors suivi la
variation de 1'é&llipticité a4 275 nm. Pour la protéine HRm ces
8tudes ont été effectuées dans trois conditions de force ionique:
20, 30 et 50 mM NacCl. Quelle que soit la force ionique on observe

un plateau d'interaction pour un rapport HRm-DNA compris entre

0.2 et 0.3, (Figure 26).

La méme expérience a été effectuée avec la protéine HU en
présence de NaCl 50 mM (Figure 26). Dans ce cas le plateau d'in-

teraction se situe pour un rapport compris entre 0.3 et 0.6.

Pour la protéine HRm, comme pour la protéine HU, la valeur

absolue de l'interaction augmente avec la quantité de protéine.
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VARIATION DE L'ELLIPTICITE A 275 nm EN FONCTION DU
RAPPORT PONDERAL PROTEINE/DNA.

L'unité de A [9]275 a étant prise arbitrairement,
les valeurs absolues ne sont pas significatives et
n'ont pas été représentées.
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Pour déterminer le rapport protéine-DNA qui sera utilisé
dans nos études d'interaction nous avons di trouver- un compro-
mis entre les informations fournies par la littérature et les

=

possibilités techniques liées & notre méthode d'étude.

Dans le chromosome d'E.colZ 150 & 200 paires de bases de
DNA sont associées 3 une molécule de chacune des protéines HU
et H1 (VARSHAVSKY et coll.,1976). Le rapport pondéral protéine
HU-DNA <n vivo serait donc de l'ordre de 0.1, mais le signal
dichroique du DNA étant beaucoup plus important que celui de la
protéine, il n'est pas techniquement possible de travailler
avec un rapport protéine/DNA aussi faible. En effet, pour ob-
server une variation significative de la conformation de la
protéine il faut une concentration en protéine au moins &gale
d 20 ug/ml tandis que la concentration en DNA ne peut dépasser

40 ug/ml.

Précédemment ROUVIERE-YANIV et coll. (1977) ont observé
que la condensation du plasmide SV40 par la protéine HU est
maximale avec un rapport pondéral protéine/DNA égale & 1. Ces
résultats peuvent &tre liés a l'observation gque nous avons
faite au chapitre IV et qui suggérait que les forces entre les
protéines nécessaires 3 la formation d'un édifice protéique
sur lequel interagirait le DNA ne peuvent s'@tablir que si la
concentration en protéine est suffisante. De plus des expé-
riences effectuées avec un rapport protéine-DNA de 0.5,valeur
située dans le plateau obtenu avec la protéine HU (Figure 26),

nous ont donné des résultats moins nets que ceux obtenus avec

~

-

un rapport é€gal & 1.0. Nous avons donc choisi de réaliser nos

études ultérieures avec un rapport protéine-DNA é&gal & 1.0.



169

V - 2-3-2 Interaction DNA circulaire superhélicoidal-

rotéine

V - 2-3-2~1 Etudes en présence de_NaCl

e e S e e L A e S R S e SR o

ComplLexe DNA cinculaine superhélicoldal-proteine HU

L'étude de l'interaction du plasmide pBR322 sous forme
circulaire superhélicoidale avec la protéine HU d'E.colZ a été
effectuée en mélangeant 40 ug de chacune des deux macromolécu-
les. Les variations de 1'éllipticité & 275 nm et du signal di—?
chroique a 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 1'hélicité a de la protéine HU (tra-
duite par l'augmentation du signal dichroique & 222 nm (Figure
27 B). Ensuite lorsque la force ionique augmente l'interaction
DNA-protéine diminue pour s'annuler & environ 350 mM. La transi-
tion observée pour 1'hélicité de la protéine est beaucoup plus

nette et se produit & 250 mM NaCl.
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FIGURE 27 INTERACTION DU PLASMIDE pBR322 SOUS FORME CIRCULAIRE
SUPERHELICOIDALE AVEC LA PROTEINE HU.

A - Ellipticité 3 275 nm en fonction de la concentra-
tion en NacCl.

B - Signal dichroique a 222 nm en fonction de la for-
ce ionique.

Nous n'avons pas indiqué d'unité car la valeur réelle en mm est
multipliée par un facteur arbitraire.
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Complexe DNA cireulaine superhlicoldal-protéine HRm

Les résultats obtenus lors de l'interaction du pPBR322
avec la protéine HRm (40 ug de chacune des deux macromolécules)

sont présentés dans les figures 28 A et B.

Avec la protéine HRm l'interaction mesurée & 275 nm est
maximale & 70 mM NaCl et s'annule a8 200 mM NaCl. Comme dans le
cas de la protéine HU, la transition observée pour l'hélicité
de la protéine HRm est trés nette, elle interv;ent 3 150 mM

NacCl.
Discussion

Les résultats obtenus lors de l1l'étude de l'interaction du
DNA circulaire avec les protéines HU et HRm en présence de NaCl

permettent de tirer les conclusions suivantes :

- Lorsque les protéines HU et HRm interagissent avec le DNA,
l'ellipticité & 275 nm augmente d'une méme valeur ; la variation

1 cm2. Ceci indique que

de l'ellipticité est de + 3000 deg. dmol~
le changement de conformation du DNA provoqué par l'une ou l'au-
tre de ces protéines est identique. Ainsi, bien que les protéines
HU et HRm aient une structure primaire qui présente de nombreuses
différences (le degré de similitude structurale est de 52 p.lOO),
que leur charge nette et leur rétention sur une colonne de DNA

cellulose soient différentes, elles ont une capacité identique a

"compacter" le DNA. Nos résultats étayent donc 1l'hypothé&se du

r8le des protéines de type HU dans la conformation du DNA.
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INTERACTION DU PLASMIDE pBR322 SOUS FORME CIRCULAIRE
SUPERHELICOIDALE AVEC LA PROTEINE HRm.

A - Ellipticité &8 275 nm en fonction de la concentra-
tion en NaCl.

B - Signal dichrolique d@ 222 nm en fonction de la for-
ce ionique.

Nous n'avons pas indiqué d'unité@ car la valeur réelle en mm est
multipliée par un facteur arbitraire.
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- Les protéines HU et HRm subissent une modification de
leur structure secondaire lorsqu'elles interagissent avec le
DNA. On observe effectivement une augmentaﬁion de leur taux

d'hélice o 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. LIAO et coll. (1981) ont observé que lors de l'interac-
tion des sous-fractions de l'histone Hl avec le plésmide PM-2,
la modification de la conformation du DNA en fonction de la
force ionique suit une courbe paralléle & celle de la varia-
tion de 1'h&licité des protéines. Ces auteurs ont souligné
l'importance pour l'histone d'acquérir une conformation conve-
nable afin d'interagir efficacement avec le DNA. Il en est pro-
bablement de méme pour les protéines HU et HRm. Une conforma-
tion o hélicoidale de sites d'interactions de protéines avec
les acides nucléiques a déja &té décrite (ANDERSON et coll.,

1981).

- La dissociation prptéines-DNA observée par dichroisme
circulaire 4 275 nm se produit 3 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.
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V - 2-3-2-2 Etudes_en_présence_de Mggéz

L'interaction du pBR322 avec les protéines HU et HRm a

- . = - . . ++
étudiée en présence d'un cation divalent, Mg . Dans ce

[0
ct
[0

cas le complexe protéine-DNA est dissocié trés vite. En effet
dés que la concentration en ion magnésium atteint 5 mM le

spectre d'interaction devient nul. La présence d'un ion diva-
lent Mg'++ semble donc destabiliser trés fortement et trés fa-

cilement le complexe.

IMBER et coll. (1982) ont précédemment montré que le com-
plexe formé entre des fragments de DNA du phage A et la protéi-
ne de type HU de Bacillus globigii se dissocie dés que la mola-

rité en MgCl2 atteint 10 mM.

V - 2-3-=3 Interaction DNA linéaire-protéine

L'étude de l'interaction des protéines HU et HRm avec le
PBR322 linéarisé a été effectuée en utilisant 16 ug de chacune
des macromolécules. Pour une raison de rendement lors de la li-
néarisation du plasmide il ne nous a pas été possible de tra-
vailler avec une quantit@& plus &levée de matériel. La variation

-

de l'ellipticité & 275 nm en fonction de la force ionique est

présentée dans la figure 29. Dans ce cas la valeur A [0O] &

275 nm est de 1000 deg. dmol~! cm® alors qu'elle é&tait de 3000

deg. clmol—l cmz'avec le DNA superhélicoidal. La "compaction"
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FIGURE 29 INTERACTION DES PROTEINES HU ET HRm AVEC
LE PLASMIDE pBR322 LINEARISE.
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du DNA linéaire est donc beaucoup plus faiblé que celle du
DNA circulaire superhélicoidal.

les complexes commencent 3 se dissocier & 70 mM NaCl.
De plus les spectres d'interaction des deux protéines avec le
DNA linéarisé sont parfaitement superposables, ce qui n'esﬁ
pas le cas lorsque ces deux protéines forment un complexe avec
le DNA circulaire. Lors de l'interaction des protéines de type
HU avec le DNA linéarisé, il y a donc une trés nette diminution
de la "“compaction" du DNA et une perte d'affinité et de spéci-
ficité des protéines pour le DNA. L'exploitation des ré&sultats
obtenus 3 222 nm est beaucoup plus délicate, ceci est 1lié 3 la
faible quantité de matériel utilisée. On peut dire que lors de
cette interaction 1'hélicité des deux protéines augmente mais

il est trés difficile d'affirmer qu'elle augmente moins que

dans le cas du DNA circulaire.

Conclusion

——hEe et e X
P

La chromatographie d'affinité sur colonne de DNA~cellulose
nous a permis de montrer que la protéine HRm présente une affi-
nité préférentielie pour le DNA procaryotigque tandis que la
protéine HU ne présente pas de spécificité pour le DNA proéaryo-
tique ou eucaryotique. D'autre part, la protéine HU est nette-
ment mieux retenue que la protéine HRm sur une colonne de DNA-

cellulose.
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Le dichroisme circulaire nous a fourni d'intéressantes
informations sur l'interaction des protéines HU et HRm avec
le plasmide pBR322. Les deux protéines modifient avec la mé&me

efficacité la conformation du DNA circulaire.

L'interaction entre le plasmide et les protéines s'accom-
pagne d'une augmentation de 1l'hélicité des protéines. Ce chan-

gement de conformation semble &tre une condition préalable a

la formation du complexe.

L'interaction des protéines HU et HRm est beaucoup plus
forte avec le plasmide sous forme superhélicoldale qu'avec le

plasmide linéarisé.

Les protéines HU et HRm forment avec le DNA superhélicol-
dal des complexes qui ne présentent pas la méme stabilité ; la

stabilité est meilleure avec la protéine HU.




178

CONCLUSION

Nous avons isolé et caractérisé les protéines de type
HU de cing bactéries de la famille Rhizobiaceae : R.meliloti,
R.leguminosarum (souches L18 et L53), R.japonicum et R.tume-
faciens. Ces protéines sont appelées respectivement HRm, HR118,
HR153, HRj et HAt.

La séquence en acides aminés des protéines HRm, HR118,
HR153 et HAt a été déterminée.

Les caractéristiques physico-chimiques et immunologiques
ainsi que la parenté& phylogénétique de ces protéines refldtent
parfaitement la position des bactéries dans le dendrogramme des

Rhizobiaceae.

La structure secondaire des protéines HU et HRm a é&té
étudiée dans différentes conditions de température et de force
ionique. Ces études ont montré que ces protéines ne sont pas
thermostables et que leur structure secondaire varie de fagon
significative avec la force ionique.

L'interaction des protéines HU et HRm avec le DNA a é&té
étudiée par chromatographie d'affinité sur colonne de DNA-cel-
lulose et dichroisme circulaire. Bien que ces deux protéines
n'aient pas la méme affinité pour le DNA elles modifient avec
la méme efficacité la conformation du DNA. L'interaction des
protéines HU et HRm est beaucoup plus forte avec un plasmide
sous forme superhélicoidale qu'avec un plasmide linéarisé. Les
résultats confortent 1l'hypoth&se selon laquelle les protéines
de type HU ont un réle sur la conformation du DNA.
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I - SOUCHES BACTERIENNES

Nous avons choisi pour notre &tude quatre souches de
Rhizobium, une souche d'Agrobacterium tumefaciens et deux
souches d'Escherichia coli. Il s'agit de Rhizobium melilott
souche 2011 Str3, Rhizobium leguminosarum souche L18 et L53,
Rhizobium japonicum souche J5 (& croissance lente), Agrobac-
terium tumefaciens souche AB6 et Escherichia coli souche
W3350 et HB10l (possédant le plasmide pBR322).

Toutes les souches de RhzZzobium utilisées sont capables
de noduler leurs plantes hdtes et sont efficientes.

Les caractéristiques et origines de ces souches sont

présentées dans le tableau VIIT.

IT - MILIEUX DE CULTURE

II - 1 Tampon exempt d'azote RN

MgSO,, 7 H,O 0.2 g
K,HPO, 0.5 g
Eau distillée, g.s.p. 1 litre

pH 7.2 & 7.5

La stérilisation se fait 3@ 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).
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IT - 2 Milieu complet RC
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Les cultures et la conservation des souches de RhZzobium

et d'Agrobacterium sont réalisées sur

composition :
K2HP04

MgSO,, 7 H,O
Extrait de levure Difco
Eau distillée, g.s.p.

pH 7.2 & 7.5

=

le milieu complet RC de

lg
0.2 g
lg
.1 litre

-~

Le milieu est stérilisé 3 l'autoclave 3 120°C pendant

20 minutes. La source de carbone (glucose) est additionnée de

fagon 3 avoir une concentration de 1 p.100 ; celle-ci est préa-

lablement stérilisée & 105°C pendant 30 minutes. Le milieu est

éventuellement gélosé& (RCG) & l'aide de Bacto Agar (Difco) &

la concentration de 15 g/l1.

IT - 3 Milieu TY (Tryptone-yeast)

Bactotryptone Difco

Extrait de levure Difco
CaClz, 6 HZO
Eau distillée, g.s.p.

pH 7.2 & 7.5

5g¢g
3 g
1.3 g

1 litre

Le milieu est stérilisé 3 120°C durant 20 minutes. Le
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-

glucose est additionné aprés stérilisation a une concentra-
" tion de 10 g/litre.
\
|
| Ce milieu est utilisé@ pour la préculture et culture des
|

souches de Rhizobium et Agrobacterium en fermenteur.

IT - 4 Milieu NT de NICOL et THORNTON

Ce milieu est utilisé pour la culture des légumineuses.

Il est composé de :

K,HPO, 0.5 g

MgSo, 0.2 g

NaCl 0.1 g

FePO4 4 1g

Ca3(PO4)2 2 g

FeCl3 1 ml d'une solution mére & 10 g/1
Eau du robinet, g.s.p. 1 litre pH 7

La stérilisation du milieu se fait & 105°C pendant 30

minutes aprés avoir é&té réparti en tubes.

ITI - 5 Milieu riche de LURIA

La composition est la suivante :

NaCl 10 g
Tryptone 10 g
Extrait de levure Difco 5 g

Eau distillée, g.s.p. 1 litre pH 7.3 - 7.4
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Le milieu est stérilisé & 120°C pendant 20 minutes. Ce
milieu éventuellement gélosé 3 15 g/litre de Bacto Agar (Difco)

est utilisé pour la culture de Escherichia coli HB1Ol.

ITI - 6 Milieu 63Bl

KH,PO, 1.35 g
K,HPO, 12.25 g
(NH4)ZSO4 2 g
MgSO,, 7 H,0 0.2 g
CcaCl, 0.01 g
FeSO,, 7 H,0 0.05 g
Glucose 10 g
Extrait de levure 1 g
Hydrolysat de caséine 0.3 g
Eau distillée, g.s.p. 1 litre pH 7.4

La stérilisation se fait d& 120°C pendant 20 minutes. Ce
milieu est utilisé pour la culture en fermenteur de Escherichia

coli souche W3350.

IIT - CULTURE EN MASSE DES BACTERIES

Les biomasses de bactéries : Rhizobium, Agrobacterium
et Escherichia coli souche W3350 sont effectuées en fermen-
teur Biolafitte de 20 litres (volume utile 14 litres) dans les

conditions décrites ci-dessous.



ITI - 1 Biomasse de Rhaizobium et Agrobacterium

Milieu de fermentation : milieu de TY glucosé
Paramétres de la fermentation :

Agitation : 300 tours/minute

Aération : 3 l1l/minute

Kya*: 100 mM 0,/h.1

PH : régulation a3 7.2 avec KOH 3N ou H,PO

3
Température : 30°C

193

Durée de la fermentation : la croissance est suivie

par mesure de la densité optique 3 600 nm. La culture est ar-

rétée en fin de phase exponentielle et les cellules sont récu-

pérées par centrifugation en continu.

IIT - 2 Biomasse de Escherichia coli souche W3350

Milieu de fermentation : milieu 63Bl
Paramétres de la fermentation :
Agitation : 400 3 800 tours/minute
Aération : 4 3 7 1/minute
'Kja%: 450 3 2500 mM 0,/h.1

Température : 37°C

Le pH n'est pas stabilisé et varie de 7.4 3 6.5

Durée de la fermentation : aprés 8 heures de crois-

sance en fin de phase exponentielle, les cellules sont récu-

pérées par centrifugation en continu.

»_
Kla =

coefficient d'absorption volumétrique de 1'oxygéne.
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IV - TESTS DE NODULATION IN VITRO (INFECTIVITE)

L'infectivité représente la capacité des bactéries du
genre RhtzobZum d'infecter les racines de certaines légumi-
neuses et d'y provoquer l'apparition des nodules. Ce carac-
tére se note Nod+ ; 11 se différencie difficilement de 1la

spécificité d'hoéte.

IV - 1 Stérilisation des graines (luzerne, petit pois,soja)

Les graines sont triées et réparties dans une boite de
Petri contenant une goutte de détergent (Teepol). On recouvre
les graines de 20 ml de chlorure mercurique a 2.5 g/litre.
Aprés 5 minutes d'agitation, le désinfectant est &liminé par

plusieurs ringages d@ l'eau distillée stérile.

IV - 2 Germination des graines

BIU
LitLE
La technique de mise en culture varie en fonction de

taille des graines.

Pour les graines de luzerne on dépose stérilement une
vingtainé de graines par boite sur un milieu riche (RCG gluco-
sé, voir II - 2) afin de contr8ler la stérilité et la germina-
tion. La prégermination dure 2 34 4 jours 3 30°C. La racine at-

teint alors 1 @ 2 cm de longueur.
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Pour les graines de petit pois et.de soja, des boites
de Petri en verre (diamétre 140 mm) sont tapissées d'une cou-
che de coton hydrophile de 5 mm d'épaisseur environ, elle-
méme recouverte d'un disque de papier filtre. L'ensemble est
imbibé de 100 ml d'eau du robinet. Aprés emballage dans un
papier kraft et d'aluminium, les boites sont autoclavées &
120°C pendant 20 minutes. Sept graines désinfectées sont a-
lors déposées stérilement dans ces boites et placées pendant
des périodes variant de 48 heures 3 72 heures dans une é&tuve

dont la température est réglée § 30°C.

IV - 3 Inoculation et culture des plantules

Pour les petites graines (luzerne) les plantules dont
les racines ont atteint 1 3 2 cm sont immergées pendant 3
heures dans une suspension bactérienne concentrée préalable-
ment centrifugée et lavée dans le tampon RN (voir partie
technique II - 1) (culture en phase exponentielle de crois-
sance) .

Les plantules sont placées stérilement sur le support
dans le tube 3 raison d'une plantule par tube. L'incubation
s'effectue dans les conditions suivantes : 16 heures d'éclai-

-

rage, 8 heures d'obscurité 3 la température de 26°C.

Pour les grosses graines (petit pois, soja) la culture
bactérienne est centrifugée, lavée par du tampon RN et remi-
se en suspension dans le méme tampon. Cette suspension bacté-
rienne est ajoutée directement au milieu de NICOL.et THORNTON

dans les récipients de culture décrits ci-aprés.
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Les plantules sont mises en culture dans un pot en ma-
tiére plastique stérile de 200 ml rempli stérilement de mi-
lieu de NICOL et THORNTON. Le couvercle est alors placé i
l1'aide d'un emporte-piéce stérilisé 3 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 mémes con-

ditions que précédemment.

V - EFFICIENCE

Qualité de l'association Raizobium~LEégumineuse qui
aboutit 3 la fixation d'azote moléculaire, ce caractére se
note Fix+. L'utilisation de la réduction de l'acétyléne en
éthyléne a été employé&e pour mesurer l'efficience (activité

d'azote fixé).

V - 1 Principe de la méthode

DILWORTH (1966) et SCHOLLHORN et coll. (19¢7) ont mon-
tré que l'acétyléne était réduit en éthyléne par le systéme
de la nitrogénase chez (Clostridium pasteurianum.

La nitrogénase est l'enzyme qui catalyse la fixation
d'azote ou la réduction assimilatrice d'azote. La réaction
peut étre schématisée de la fagon suivante :

N, + 6 H +6 e —— 2 NH,

2
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Cet enzyme est peu spécifique : il peut transférer des
électrons aux substrats homologues au N, comme la C2 o7 NZO’
HCN etc....

La réduction de l'acétyléne est réalisée suivant la

réaction :

3 C,H +6e + 6 H —m s 3 C,H

2 4

Elle correspond au transfert de deux électrons par mo-
lécule d'éthyléne formée, alors gqu'il faut six électrons pour
réduire une molécule d'azote.

La fixation d'une molécule d'azote est réalisée de la
méme fagon que la formation de trois molécules d'é&thyléne a
partir d'acétyléne. En se basant sur cette analogie, on emn-

ploie la méthode 3 l'acétyléne pour mesurer l'activité nitro-

génasique.

V - 2 Conditions expérimentales

Cette opération se fait sur un chromatographe Intersmat

I.G.C.112 F.L. selon les conditions suivantes :

Gaz vecteur : N2

Température du four : 50°C

Température d'injection : 70°C

Température du détecteur : 115°C

Détecteur : 4 ionisation de flamme

La colonne en acier inoxydable, de 2 métres de longueur,

et de 0.31 cm de diamétre, est remplie de sphérosil XoBo 75.
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V - 3 Technique de dosage

Quand les élantules sont bien développées (2 &4 3 mois),
elles sont lavées avec de l'eau distillée, sont mises dans un
flacon de 150 ml fermé hermétiquement. On préléve d'abord a
l1'aide d'une seringue a travers le bouchon de caoutchouc,

17 ml d'air du flacon que l'on remplace par 15 ml d'acétyléne
soit 10 p.100 (v/v) et 2 ml de propane dilué 100 fois par

l'ai? (témoin interne) de fagon 3 avoir approximativement 1.27
U moles. Le flacon est ensuite homogénéisé par agitation ma-
nuelle. L'incubation se fait & 1'étuve & 30°C. La mesure d'acé-
tyléne réduit est effectuée @ différents temps (0,3,6,24 heures)
par injection de 50 ul dans le chromatographe en phase gazeuse,

jusqu'd ce que la courbe de la formation d'é&thyléne atteigne

un plateau.

V - 4 Calcul de la quantité d'éthyléne produite (AQ)

La formule appliquée pour déterminer la quantité d'éthy-

léne formée dans le flacon est la suivante :

H1 (C2H4) éthyléne

Q=CxKx H, (C3H8) propane

Tels que : Q Nombre de moles de C2H4 produites

C

i

Nombre de moles de C3H8 injectées
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K = Coefficient de proportionalité établi a par-
tir d'un mélange en proportions é&gales (v/v)

de C3H8 et C2H4 dans l'air.

(Dans notre expérience :

Hauteur de pic C3H8

K = Hauteur de pic C,H, = 1.5

H, = Hauteur de pic de C2H4

H2 = Hauteur de pic de C3H8

ol Q6 = Nombre de moles de C2H4 produites au temps
T 6 heures
QO = Nombre de moles de C3H8 produites au temps

T 0 heure

V - 5 Détermination du poids sec de la plantule

Aprés mesure de l'activité nitrogénasique, les plantules
sont mises dans une capsule bien sé&che de poids connu. Elles
sont placées 3 1'étuve & 80°C pendant 16 heures, puis pesées

pour avoir le poids sec correspondant. Pour chaque détermina-

tion du poids sec, nous avons pris la moyenne de 8 plantules.
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VI EXTRACTION ET PURIFICATION DU DNA BACTERIEN

Le DNA de R.meliloti et de E.coli a été préparé par la
méthode de KIN ICHIRO MIURA (1967). Cette méthode permet l'ex-
traction de DNA sur des culots bactériens de 3 a4 100 grammes ;
elle a été iégérement modifiée par nous-mémes. Toutes les va-

leurs sont données pour 6 grammes de cellules.

Les cultures effectudes en milieu TY pour R.meliloti ou
milieu 63Bl pour E.coli sont centrifugées & 1630 g pendant 15
minutes 3 4°C. Pour le lavage le culot est remis en suspension
dans du tampon (NaCl 0.15 M, EDTA 0.1 M, pH 8) puis & nouveau

soumis 3 une centrifugation. Le culot final est repris dans

10 fois son poids du méme tampon.

Pour 6 grammes de cellules, on dissout 12 mg de lysozyme
(Sigma) dans 6 ml de tampon EDTA 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 8 ; le
mélange cellules-lysozyme est homogénéisé a 37°C pendant 30
minutes dans une fiole 3 col rodé (on prolonge le temps si la
lyse est incompléte). Cette lyse est complétée par des congé-
lations-décongélations éuccessives : le lysat placé dans un
pot en acier inoxydable est congelé& rapidement dans un bain
d'azote liquide, il est décongelé jusqu'@ liquéfaction totale
dans un bain-marie 34 60°C. Cette opération est répétée trois
fois.

Aprés la derniére décongélation, le mélange est complété
par 50 ml de tampon "Tris-SDS" (Tris-hydroxyméthyl-aminométhane

0.1 M, SDS 1 p.100, NaCl 0.1 M, pH 9). Aprés homogénéisation
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(avec une baguette de verre), le lysat est placé 30 minutes
a 60°C, si la lyse est incompléte une nouvelle congélation-dé-

congélation est pratiquée.

Le mélange, aprés addition‘d'un volume de phénol saturé
de tampon Tris-SDS (400 ml de Tris-SDS dans 1 litre de phénol
liquéfié) est déprotéinisé par agitation dans un erlenmeyer,
fermé par un bouchon rodé, pendant 20 minutes dans un bain de
glace. Aprés une centrifugation de 15 minutes & 1800 g trois
phases sont observées :

- phase supérieure aqueuse
- phase intermédiaire
- phase inférieure organique

La phase aqueuse est récupérée et débarrassée des débris
restants par centrifugation & 16300 g 20 minutes & 4°C. Le
DNA du surnageant est précipité par deux volumes d'alcool éthy-
lique pur (-20°C). Les fibres de DNA récupérées autour d'une
tige de verre sont redissoutes dans du tampon SSC dilué au
1/10e (20 & 40 ml pour 6 g de cellules) durant une douzaine
d'heures 3 45°C. Cette solution est trafitée d 37°C par la ribo-
nucléase A (30 ug/ml dissoute dans NaCl 0.15M pH 5) pendant
30 minutes. Une nouvelle déproté&inisation dans un volume de
phénol est effectuée et, comme précédemment, le surnageant est
récupéré aprés centrifugation. Lé DNA est précipité par deux
volumes d'alcool éthylique pur (-20°C) et redissous dans du
SSC dilué au 1/10e (20 ml pour 6 g de cellules) pendant 12

heures 3 45°C.
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La solution finale est jugée d'une pureté satisfaisante

si les rapports d'absorbance A26Onm/A28Onm et A260nm/A230nm
sont &gaux ou supérieurs & 1.8. L'échantillon peut &tre conser-

vé plusieurs mois & 4°C en présence de gquelques gouttes de

chloroforme.

VII - PREPARATION DU PLASMIDE

Cette méthode de préparation a été décrite par BETLACH
et coll. (1976). Elle est utilisée pour préparer des plasmides

de petite taille (< 25 k.b.) amplifiables chez E.coli (PBR322).

La souche HB101l de E.coli contenant le plasmide PBR322
d préparer est cultivée durant 15 heures dans 5 ml de milieu
de LURIA avec 1' (ou les) antibiotique (s) correspondant i la

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

1 ml de cette préculture sert a inoculer 200 ml de milieu
de LURIA sélectif (maintien de la pression de sélection). La
‘'croissance de la culture bactérienne est suivie par mesure de
la densité optique (D.O.) & 600 nm. Lorsqu'elle atteint la va-
leur de 0.8, du chloramphénicol (solution mé&re : 150 mg/ml
dans 1'éthanol 100 p.100) est ajouté jusqu'd la concentration
finale de 170 & 200 ug/ml. L'incubation dure 12 (ou 15) heures
& 30°C sous agitation lente. Le chloramphénicol est un anti-
biotique qui bloque les synthé&ses protéiques ﬁécessaires a la

division de la bactérie et a l'initiation de la replication

du chromosome. (CLEWELL, 1972).
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Les bactéries sont récﬁpérées par centfifugation (4°C;
8000 t/15 min) et remises en suspension dans 3 ml de tampon ST
(Tris-HCl1 50 mM - Saccharose 25 p.100, pH 8). Pour la lyse-
1 ml d'une solution de lysozyme a 10 mg/ml dans du Tris-HCl
50 mM, pH 8 est ajouté ; une agitation lente durant 5 minufes
dans la glace provogue l'hydrolyse de la paroi bactérienne. La
lyse compléte est obtenue en ajoutant 5 ml d'une solution de
Triton X 100 contenant pour 100 ml, 1 ml de Triton X 100 &
10 p.100, 12,5 ml A'EDTA 200 mM, 5 ml de Tris-HCl 1M, pH 8.

Lorsque le liquide devient visqueux l'opération est terminée.

On centrifuge ensuite (Rotor Beckman SW50-1, 4°C, 25000
t/min 1 heure ou rotor SW27, tubes de polycarbonate 4°C, 22000
t/min 1 heure). Pour 0.95 ml de surnageant, on ajoute 1 g de
CsCl et 50 pl d'une solution de bromure d'éthidium 3 1 mg/ml
dans l'eau. Aprés centrifugation durant 48 heures (rotor 50Ti,
10°C, 38000 t/min) la bande inférieure de nature plasmidigque
est prélevée a la pipette automatique aprés é€limination de la
bande supérieure. Le bromure d'éthidium est extrait en ajou-
tant plusieurs fois 1 volume d'isopropanol saturé en tampon TE
(Tris 10 mM - EDTA 1 mM, pH 8) et en CsCl jusqu'a disparition
compléte de la fluorescence de la phase aqueuse en U.V. (302 nm).
Aprés dialyse durént 12 heures contre du tampon TES (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 5 mM, pH 7.4 & 4°C) on mesure la densité opti-
que d 260 nm et 280 nm pour évaluer la pureté et la concentra-

tion de 1'ADN plasmidique obtenu.
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VIII - ELECTROPHORESE EN GEL D'AGAROSE

L'électrophorése est réalisée horizontalement (1/L/e :
10cm/21cm/0.8cm - Biorad electrophoresis cell 1415) ou verti-
calement (l4cm/l6cm/0O.3cm - Biorad protean cell).

Un gel d'agarose (Sigma, grade 1 - IBF indubiose A37NA)
da 0.8 p.100 est préparé dans le tampon d'élecérophorése TBE
(Tris 89 mM, EDTA 2.5 mM, Borate 89 mM; pH 8.3). La concentra-
tion du gel utilisée par les auteurs varie de 0.7 a 0.9 p.100
en agarose (CASSE et coll.,1979; JOHNSON et coll.,1977; PARKER
et coll.,1977). Le tampon d'électrophorése permet d'obtenir un
champ électrique élevé (jusqu'a 10 V/cm) sans provogquer d'é-
chauffement excessif ou l'effondrement du gei (MEYERS et coll.,
1976) . Les gels sont néanmoins réfrigérés a 18°C pendant la
durée de l'électrophorése.

La visualisation des bandes plasmidiques s'effectue par
le bromure d'éthidium soit incorporé directement dans le gel
d'agarose (g.s.p.0.5 ug/ml), soit placé dans un bain (g.s.p.
0.5 pug/ml) dans lequel est immergé le gel aprés électrophorése
(45 minutes). Ce colorant est le plus utilisé pour révéler les
acides nucléiques en gradient de CsCl (CURRIER et c¢o0ll.,1976;
MEYERS et co0ll.,1976) ainsi qu'en électrophorése (CASSE et
coll.,1979; JOHNSON et coll.,1977; PARKER et coll.,1977). Le
bromure d'éthidium s'intercale entre les paires de bases de
1'ADN et donne une fluorescence en ultraviolet 3 302 nm.

Les gels placés sur le transilluminateur sont photogra-
phiés au moyen d'un appareil muni d'une combinaison de filtres

couleur Polaroid MP10.
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IX - PREPARATION DES PROTEINES DE TYPE HU

Les protéines de type HU sont préparées 3 partir d'un
extrait bactérien par chromatographie d'affinité sur une co-
lonne de DNA-cellulose.

Nous exposerons successivement la préparation de l'ex-
trait bactérien puis la méthode de chromatographie sur colonne

de DNA-cellulose.

IX - 1 Préparation de l'extrait bactérien

Les bactéries (50 g) sont homogénéisées pendant 3 minutes
dans 200 ml de tampon T-1700 contenant du 2-mercaptoéthanol 1 mM,
d l'aide d'un homogénéiseur Waring Blendor. Le tampon T est un
tampon Tris/HCl 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM, NaCl dont la molarité
exprimée en mM est indiquée par le chiffre qui suit la lettre T.
La paroi bactérienne est &clatée par passage dans une presse de
FRENCH avec une pression de 1100 bars (16.000 psi) et le broyat
est centrifugé 3 8000 g pendant 1 heure pour éliminer les dé-
bris membranaires. Le surnageant est alors additionné de poly-
éthyléne glycol 6000 (concentration finale 10 p.100). Apré&s une
agitation douce pendant 30 minutes, le mélange est centrifugé 3
8000 g pendant 1 heure. Le sédiment renfermant les acides nu-
cléiques est &liminé. Le surnageant est dialysé contre un tam-
pon T-50 contenant du 2-mercaptoéthanol 1 mM pour amener la

molarité en NaCl & 50 mM.
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IX - 2 Chromatographie sur colonne de DNA-cellulose

IX - 2~1 Préparation de la DNA-cellulose

La DNA-cellulose (DNA bicaténaire) a été préparée par

la méthode de REICHART (1972).

IX - 2-1-1 Préparation de_la cellulose

La cellulose Whatman CF 11 (100 g) est mise en suspen-
sion dans deux litres d'eau distillée. Les particules les plus
fines sont éliminées par aspiration du surnageant aprés décan-
tation de la suspension de cellulose. Cefte opération est ré-
pétée deux fois aprés resuspension de la cellulose dans l'eau
distillée et deux fois aprés resuspension dans un mélange
éthanol-eau (1l:1, v/v). La cellulose est ensuite resuspendue
dans 1'éthanol absolu gue l'on élimine ensuite par filtration
sur un Blichner garni de papier Whatman 3MM. La cellulose est
lavée deux fois avec un litre d'eau distillée. La cellulose
est traitée successivement par de la soude 0.5M et par de l1l'a-
cide chlorhydrique 0.5M. Aprés chaque traitement, la cellulose
est lavée avec de l'eau distiliée et les solvants sont éliminés
par filtration sur un Bilichner. Aprés le trajitement par la solu-
tion acide, le pH de l'eau de lavage doit &tre supérieur 3 5.
La cellulose est séchée pendant 18 heures sous courant d'air

froid, puis lyophilisée pendant 48 heures.
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IX - 2-1-2 Couplage du DNA 3 la cellulose

I T e S ey e i o e s o e o et S e iy S S s o e e o e
bt e ]

200 mg de DNA de Rhizobium meliloti 2011 Str3 préparé
par la méthode de KIN ICHIRO MIURA (1967), sont dissous dans
100 ml de tampon Tris-HCl 10 mM ajusté a pH 8.0 et contenant
de 1'EDTA 1 mM. Pour obtenir une bonne solubilisation, la so-
lution de DNA ést maintenue sous agitation trés douce pendant
18 heures. L'absorbance 3 260 nm (A% ) d'une partie aliquote
de cette solution diluée au centiéme est mesurée, ce gqui per-
mettra de calculer le rendement du couplage du DNA & la cellu-
lose.

On ajoute la cellulose purifiée par petites quantités et
sous agitation (1 g de cellulose pour 3 ml d'une solution de
DNA 3 2 mg/ml). La "pate" de DNA-cellulose obtenue est séchée
pendant la nuit sous un courant d'air froid, puis est lyophili-

sée pendant 48 heures.

La DNA-cellulose est traitée dans un mortier afin d'obte-
nir une poudre fine, puis est resuspendue dans 400 ml d'éthanol
absolu. La suspension de DNA-cellulose est placée par fractions
de 50 ml dans un cristallisoir dont la base a une surface de
125 cm2 et est maintenue sous agitation pour &tre irradiée par

une lampe UV avec une énergie par unité de surface de 100.000

ergs/mmz.

La DNA~-cellulose est lavée avec de l'éthanol absolu,
puis avec un litre de tampon Tris-HCl 10 mM pH 8.0 contenant de

1'EDTA 1 mM. Le solvant est ensuite 8liminé sur un Biichner.



L'absorbance & 260 nm (Alg) du filtrat est mesurée.
La quantité de DNA fixé sur la cellulose est calculée a par-

tir de la différence Agw x 10 - Al

260 sachant que 1 mg de DNA

a une absorbance de 2.10—'2 unité de densité optique. Nous a-
vons obtenu un rendement de fixation du DNA sur la cellulose

de 70 p.100.

IX - 2-1-3 gggditionszutilisées pour_la chromatographie
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La chromatographie est effectuée 3 4°C. Le dialysat de
l'extrait bactérien, clarifié par centrifugation est amené 3
une concentration de 10 p.l1l00 en glycérol avant d'é&tre déposé
sur la colonne de DNA—cellulose. Tous les tampons utilisés
pour équilibrer ou éluer la colonne contiennent 10 p.100 de
glycérol.

La colonne de DNA-cellulose (2,5 x 20 cm) est égquilibrée
par le tampon T-50. Aprés le dépdt de l'extrait bactérien (en-
viron 600 ml), la colonne est lavée par le tampon d'équilibra-
tion jusqu'd@ ce que la densité optique de 1l'é&luat revienne &
la ligne de base. La colonne est ensuite &luée par le tampon T
dont on augmente la molarité& en NaCl comme il est indiqué

dans l'exposé& des résultats.




X - TECHNIQUE D'IMMUNODIFFUSION D'OUCHTERLONY

X - 1 Préparation de 1l'immunsérum

L'immunsérum a été préparé en immunisant un Lapin avec
0.5 mg de protéine HRm de Rhaizobium meliloti. Chagque injec-
tion, répétée trois fois & une semaine d'intervalle puis & un
mois d'intervalle, contient 0.1 mg d'antigéne dissous dans
0.1 ml de NaCl 0.15 M auquel on ajoute 0.1 ml d'adjuvant com-
plet de FREUND (Difco). Le sang est prélevé (10 ml) tous les

quinze jours 3 partir d'un mois aprés la premié&re injection.

X - 2 Préparation des immunoglobulines

Les immunoglobulines G ont été préparées a partir de
1'immunsérum par la technique de WIDE (1969). A 1 ml 4d'immunsé-
rum on ajoute 1 ml de Na2s04 1 M. Le mélange est maintenu sous
agitation douce pendant 1 heure a 25°C. Les immunoglobulines
qui ont précipité sont obtenues par centrifugation 3 4000 g
pendant 20 minutes. Le culot est lavé par du tampon phosphate
de sodium 10 mM, pH 7.4 contenant du Na,S0, 0.5 M. Les immuno-
globulines sont dissoutes dans l'eau distillée et dialysées 4
jours contre 500 ml d'eau déminéralisée. Les immqnoglobulines M
qui ont précipité sont éliminées par centrifugation. Les immu-
noglobulines G sont lyophilisées. Elles sont reprises (25 mg/ml)
dans un tampon phosphate de sodium 10 mM de pH 7.4 contenant

20 p.100 de glycérol.
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X - 3 Préparation du gel d'agar et immunodiffusion

T

Le support est un gel d'agar (spécial Agar noble Difco)
d 0.9 p.100 en tampon phosphate de sodium 0.01 M de pH 7.4.

La clarification de ce mélange est effectuée au bain-
marie bouillant.

3 ml d'agar sont coulés sur une lame de verre de 7,5 x
2,5 cm. Un puits central de 3 mm de diamétre et six puits pé-
riphériques de 2 mm de diamétre sont pratiqués dans le gel.
18 pl 4d'immunoglobulines sont déposés dans le puits central ;
5 ul de chacune des protéines dissoutes dans de l'eau distillée
sont déposés dans les puits périphériques. La plaque est lais-
sée 24 heures dans une atmosphére saturée d'eau d température
ambiante. Elle est ensuite lavée dans du sérum physiologique,
séchée 3 l'air ambiant, puis colorée par le bleu de Coomassie.

La composition du bain de coloration est la suivante :

Coomassie Brillant blue R-250 5g
Ethanol 95 p.1l00 450 ml
Acide acétique R.P. 100 ml

Eau désionisée 450 ml

La plaque est décolorée par simple diffusion dans un

mélange €thanol- acide acétique-eau (45/10/45, v/v/V).
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