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GLOSSAIRE

CLONE
Colonie bactérienne provenant de ta division d'une seule
bactérie initiale.

CRYPTIQUE

Sans marqueur génétique déterminé.

INCOMPTABILITE :

Deux plasmides sont appelés incompatibles s'ils ne peuvent

coexister de maniére stable dans une méme bactérie.

KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Espéce bactérienne fixatrice libre d'azote pour laquelle

les genes Nif ont été clonés.
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N.T.G. ‘& N = Méthyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidine
PEG : Polyéthyi&ne Glycol

5.D.S. : Sodium Dodecy! Sulfate

Tris : Tris hydroxy-méthyl-aminométhane
DTT : dithiothreitol

g : gramme

> : microgramme (10 %g)

mg : milligramme

Yl : microlitre (10—6litr*e)

ml . millilitre (10 1itre)

nm . nanométre (107° métre)

M : Molaire

mM . : millimolaire (107°M)

N : normal

°C : degré celsius

Vi : volt

uv : ultra violet

D.O. : Densité optique

dpm : désintégrations par minute

rpm : rotations par minute

qsp : quantité suffisante pour ..

PM : poids moléculaire

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

pSym : plasmide symbiotique

pRme .t plasmide de R.meliloti

Dalton : masse de |'atome d'hydrogéne = unité de masse

moléculaire (Dal)
Md : mégadalton = 106 dalton

R : insertion



AVANT-PROPOS




UNE REVOLUTION : LE GENIE GENETIQUE

Depuis le début de ce sidcle ol GRIFFITH en 1928 a mis en
évidence la transformation génétique d'un pneumocoque avirulent en
pneumocoque virulent et ol AVERY en 1944 a pu établir la véritable na-
ture de |'ADN en tant que support des caracteres héréditaires, la biolo-
gie moléculaire a avancé 3 grands pas et le vingtiéme siécle restera mar-
qué par !'oeuvre des généticiens qui sont parvenus & s'immiscer dans les

commandes de la vie.

Hier, le génie génétique était considéré comme technique de
Science-fiction; aujourd'hui il s'appréte & faire partie de la vie quotidie-

ne. Le géne est en effet actuellement une véritable entité chimique.

L'originalité de cette technique réside dans le passage "in vitro"
de {'information génétique ol elle peut €tre manipulée avant d'étre réintro-

duite dans une cellule.

La découverte d'emzymes spécifiques appelées enzymes de res-
triction, véritables "bistouris chimiques" coupant |'ADN en des sites bien
précis a permis par !'utilisation du clonage, |'isolement des génes et

leur transfert d'une cellule a une autre.

Deux axes essentiels permettent actuellement les applications
de la génétigque : un axe fondamental et un axe appliqué.

Au niveau fondamental, cela permet |'étude des structures et
du fonctionnement des geénes.
Actuellement, les recherches se portent essentiellement sur des systémes
procaryotes (les bactéries) ou eucaryotes inférieures (les levures) et
I'étude des bactéries principalement offre un modéle pour comprendre ce

qui se passe chez les &tres supérieurs.

Sur le plan appliqué, il sera alors possible d'isoler, d'ampli-

fier et de faire s'exprimer un géne responsable d'une molécule déterminée .

L'intérét technologique du génie génétique pourrait trouver
sa place dans divers secteurs industriels, tels la pharmacie, la chimie,

I'énergie et la bioconversion des déchets, |'agro-alimentaire.



C'est I'industrie pharmaceutique qui a sd actuellement le

plus en tirer profit.

De nombreuses molécules a action thérapeutique ont pu &tre

fabriquées au moyen du génie génétique.
C'est ainsi qu'en 1982, de |'insuline humaine , entiérement
produit par des bactéries '"recombinées" a été commercialisée aux Ctats-

Unis, puis a fait son. apparition en France en mars 1984,

Actuellement, les efforts se concentrent pour essayer de com-

mercialiser certains produits, tels les hormones de croissance, |'interféron.

certains vaccins, la somastostatine.

Le secteur énergétique pourrait lui aussi, en bénéficier par
la fermentation alcoolique et méthanique & partir de micro-organismes
et ainsi que la valorisation des déchets (ex : transformation des déchets

agricoles en méthane).

Un nouveau secteur semble &tre touché par cette révolution

scientifique. 1l s'agit du domaine agricole et agro-alimentaire.

Des bactéries recombinées du genre Pseudomonas VONt pouvoir
prochainement aux U.S.A. permettre la prévention de la formation du gel

sur les plans de pommes de terre,

Dans ce domaine, un nouvel axe de recherche a pris une trés
grande importance en biotechnologie. Cela concerne la fixation biologique

de l'azote atmosphérique par certaines plantes.

Cette propriété possédée notamment par les bactéries du genre
Rhizobium en symbiose avec les légumineuses offre un intérét agronomique

considérable.

L'investigation du génome de cette bactérie a donc pour but
de connaitre et maitriser toutes les étapes intervenant au cours de cette
symbiose et d'en trouver des applications plus grandes. Cela aurait
pour but de supprimer ou réduire la consommation d'@grais azoté et

de lutter contre la faim dans le monde.




L.'une des techniques de transferts génétiques gui offre un
grand intérét dans cette étude est la transformation, transfert d'ADN
isolé "in vitro"d'une bactérie donnatrice vers une bactérie réceptrice.

C'est cette technologie qui a particuliérement retenu notre attention.




GENERALITES




] -- INTRODUCTION

Les bactéries du genne Rhizobium en association symbiotique
avec les légumineuses représentent la majorité des bactéries fixatrices
d'azote.

Ce sont des bactéries du sol gram négatif, capables d'in-
duire la formation de nodosités sur les racines des plantes et de
permettre la fixation de |'azote atmosphérique au niveau de ces nodules.

Les deux partenaires rentrent en contact par un phénomeéne
de reconnaissance qui détermine la spécificité d'hote, mis en évidence
depuis trés longtemps. En effet, chaque Rhizobium ne peut infecter
et entrainer la formation de nodules que chez les légumineuses du groupe
lui correspondant et la constitution de groupes d'inoculation croisée
pour les légumineuses a conduit & la définition des espéces de
Rhizobium correspondantes. C'est ainsi par exemple que

R. meliloti reconnait la luzerne
R. trifolii reconnait le treéfle

R. phaseoli reconnait la haricot
R.leguminosarum reconnait le pois
R.japonicum . reconnait le soja

R. lupini reconnait le lupin

et les Rhizobium de groupe Vvigna reconnaissent de nombreuses légumineuses
tropicales ainsi que les Rhizobium du groupe Cowpea.

Des études taxonomiques ont permis de séparer ce genre
bactérien en deux groupes selon leur taux de croissance.

les souches a croissance rapide (R.meliloti, R. trifolii,
R.phaseoli, R.léguminosarum et les souches a croissance lente
(R.japonicum, R.lupini, R.dugroupe’ cowpea...).

Ces notions de classification posent de plus en plus de
difficultés car tout d'abord, on a mis en évidence des souches capables
d'infecter de nombreuses espéces de légumineuses hdtes (SHANTHARAM et
WONG, 1982) et de plus la séparation entre les deux groupes a croissance
lente et rapide a été mise en cause par la découverte de R.japonicum
a croissance rapide isolé en Chine (HATTOR! et JOHNSON, 1984).

Il a été proposé récemnent au cours du quatriéme symposium
international sur la fixation d'azote, de regrouper les espéces a croissan-
ce lente sous un genre nouveau : Bradyrhizobium (JORDAN, 1982).

Tout cela rejoint la thése de BONNIER (1958) de la non
spécificité entre les bactéries et les légumineuses ainsi que celle de
SHARIF1 (1984) sur l'origine parasitique de cette association devenue
symbiotique par adaptation au cours de |'évolution.

[T - LES ETAPES DE LA SYMBIOSE RHIZOBIUM LEGUMINEUSE.

La symbiose est un processus composé de nombreuses étapes,
chacune d'elle ayant pu étre mise en évidence par {'inoculation de
différents mutants symbiotiques.

VINCENT en 1980 a proposé un modeéle ou figurent douze
étapes dans |'établissement de la symbiose reportées dans le tableau



suivant :

.

ETAPES

DESCRIPTION

ABBREVIATIONS

114

Vi

vil

viu

X1

X1

Colonisation de la
racine

Adhésion a la
racine

Présence d'acide
nucléique bacteérien

Branchement des
poils

Courbure des poils
Infection
Initiation du
nodule

Libération des
bacteéries

Déveioppement du
bactéroide

Fixation de l'azote

Fonctions complémentaires

Persistence des fonctions
du nodule

Multiplication du Rhizobia
prés des racines de la
légumineuse
Attachement bactérien 3 la
cellule de la plante
ADN bactérien a 'intérieur
des cellules du cortex

Branchement des poils
racinaires

Courbures des poils
racinaires
. Formation du cordon
infectieux

Développement du méristeme
de la plante

Libération intraceliulaire des
bacteries du cordon infectieux

Développement de la forme
bactéroide entiere

Réduction de N, en NH*A

2

Fonctions biochimiques et
physiologiques complémentaires

Persistence des fonctions
du nodule

Roc
{Root colonization)

Roa
(Root adhesion)

Nap
{Nucleic acid presence)

Hab
{Hair branching)

Hac)
(Hair curling)

5
(Infection)

Noi
(Nodule initiation)

(Bacterial refease)

Bad
(Bacteroid development)

(Fix)

(Fixation)

(Cof)
{(Complementary
functions)

Npf
{Nodule persistence
functions)

TABLEAU 1 : DESCRIPTION DES DIFFERENTES ETAPES DE LA SYMBIOSE RHIZOBIUM
- LEGUMINEUSE, SELON VINCENT (1980).

2.1. INFECTIVITE ET SPECIFICITE

D'HOTE.

2.1.1. Reconnaissance et attachement des Rhizobia aux poils

radiculaires.

constitue |'étape précoce de la préinfection.

conduisant a l'infection et a la nodulation.

racines hdtes en quelques secondes voir quelques minutes apreés |'inocula-

Leprocessus d'infection commence par le développement: des
Rhizobia dans la Rhizophére. Aprés que la bactérie ait migré vers la
légumineuse homologue, elle S'accroche aux poils radiculaires et cela

Cet attachement des cellules bactériennes aux cellules hdtes
semblent étre |'une des premiéres étapes nécessaires a |'interaction

Les Rhizobia semblent pouvoir s'attacher a la surface des

tion (DAZZO et HUBBELL, 1975) et cela de fagon potlaire aux poils
radiculaires (MEIJER et BROUGHTON,1982).



HALVERSON et STACEY (1984) ont montré que |'infection
du soja est limitée & une zdne bien précise. Ce serait la zdne de
préemergence des poils radiculaires au moment de i'inoculation. Cette
zdne infectible se situerait entre la z6ne de développement des poils
radiculaires (SZRH) et |'extrémité de la racine (RT) selon le schéma
suivant :

Poils Dev. Zone sans
racinaires noils poils racinaires
matures racinaires
‘ * ¥ —y
) S
Racine au moment
de 1'inoculation m i
SERT RT

Racine 7 jours
aprés 1'inoculation

% FIGURE | - SCHEMA DE LA ZONE INFECTIBLE DE R. JAPONICUM, SELON
HALVERSON ET STACEY (198a).

Les cellules radiculaires deviennent donc progressivement
moins susceptibles de noduler au fur et a mesure que la racine pousse
et que les poils deviennent matdres.

La premiére réponse observée chez |'hdte aprés !'inoculation ;
| correspond a la courbure et au branchement des poils radiculaires. |

Des filtrats stériles de cultures bactériennes peuvent conduire
‘ 4 ce phénoméne (SOLHEIM et ROA 1973 ,; YAO et VINCENT, 1976), bien
qu'il ne soit pas aussi complet qu'avec les cellules de Rhizobia vivantes
La substance responsable n'a pas encore été isolée.

Les mécanismes d'attachement, de reconnaissance et
d'invasion sont affectés par le changement biochimique des surfaces
| celilulaires des deux partenaires.

Peu de choses sont connues sur la nature et le fonction-
nement des mécanismes de reconnaissance mais !'hypothése la plus
admise est que des glycoprotéines de surface des légumineuses ap-
pelées lectines pourraient déterminer la spécificité d'hdte en accrochant
des structures hydrocarbonées sur les surfaces du symbionte Rhizobium.

2.1.1.1. Rdle de la plante-hote au niveau de la reconnaissance .

Les lectines serviraient donc de déterminants pour la
reconnaissance oOula spécificité d'hdte (BAUER, 1981). Certaines évidences
expérimentales suggérent que les plus vraisemblables déterminants de
reconnaissance seraient les lectines de la plante-hdte et la surface
polysaccharidique de Rhizobium.




Ce sont BOHLOOL et SCHMIDT (1974) qui ont mis en
évidence pour la premiére fois par fluorescence la forte corrélation
entre les lectines de graines de soja et les surfaces des Rhizobium
symbiontes. .

Deux systémes ont été alors plus particuliérement
étudiés, celui de la symbiose R. trifolii - tréfle et celui de la
symbiose R.japonicum - soja.

Selon DAZZO (1981), l|'attachement initial consisterait en
un contact entre la capsule fibrillaire de R.trifolii et les agrégats
globulaires de la surface extérieure du poil radiculaire du tréfie.
Par des études immunochimiques et génétiques, il a été démontré que
les surfaces de R.trifolii et des cellules épidermales du tréfle contiennent
un antigéne unique qui donnerait immunochimiquement une réaction
croisée ce qui suggérerait la relation étroite de structure entre les
deux symbiontes.

Cet antigéne contiendrait des récepteurs qui accrochent
de fagon non covalente une lectine multivalente, la trifoliine - A.

De plus, un hapténe spécifique inhibiteur de la trifoliine-A,
le 2 déoxyglucose a été mis en évidence (DAZZO et HUBBELL, 1975).
Cet hapténe inhiberait spécifiquement |'attachement de R. trifolii aux
poils radiculaires du tréfle.

C'est ainsi que ces auteurs ont proposé un modéle simple
de lectine multivalente existant a la surface de la plante qui agirait
comme '"pont" entre les déterminants antigéniques des surfaces de
R.trifolii et des cellules hotes, modéle modifié par la suite (DAZZO et
TRUCHET, 1983)

Root Hair

Fig : 2 : SCHEMA DE RECONNAISSANCE DES RECEPTEURS DE R.TRIFOLII AUX POILS RADICULAIRES DU TREFLE
PAR LA TRIFOLIINE-A (DAZZO0 et HUBBELL, 1975)
modifié par DAZZO et TRUCHET (1983).

La trifoliine A a de plus été détectée dans des exudats
racinaires de trefle par immunofliuorescence, ce qui pourrait rendre



possible le processus de reconnaissance avant |'attachement du
microsymbionte & sa plante-hdte (DAZZO et HRABAK, 1981) et DAZZO
et al (1982) ont mis en évidence |'accumulation de cette lectine aux
extrémités des poils radiculaires, qui entrainerait une adhésion des
poils entre eux par leurs extrémités, ce qui confirmerait le modéle
proposé de 'pont'".

BHUWANESWARI et al (1977) se sont intéressés plus par -
ticuliérement & la reconnaissance R.japonicum - soja. lis semblent
étre en accord avec |'hypothése de BOHLOOL ET SCHMIDT (1974), en
démontrant que la lectine de graines de soja s'accroche spécifiquement
et avec une haute affinité a8 de nombreuses souches de R.japonicum

L'accrochage de cette lectine serait inhibé par un hapténe ,

le D galactose ou la N acetyl D - galactosamine. lis ont de plus,
obtenu des courbes d'accrochage souvent biphasiques indiquant que
les sites spécifiques d'accrochage de la lectine sembleraient 8&tre
transitoires plutdt que constitutifs &8 la surface cellulaire de

R. japonicum.

LAW et STIJDOM (1984) ont obtenu avec la symbiose entre
la légumineuse Lotononis bainesii et le Rhizobium correspondant des
résultats en accord avec cette hypothése de reconnaissance par la
lectine de BOHLOOL et SCHMIDT (1974) et ont observé de mé&me des
variations dans l'accrochage de la lectine selon les conditions
de culture du Rhizobium.

Selon GRAHAM (1981), cette hypothése du rdle des lectines
dans la reconnaissance Rhizobium - légumineuse semble attractive car

elle représente la premiére hypothése claire montrant une base moléculaire

de la reconnaissance.

De nombreux auteurs semblent rejoindre cette hypothése
(BAUER, 1981; BHUWANESWARI! et al, 1977; LAW et STRIJDOM, 1984).

Selon SOLHEIN (1983), il est évident que les lectines sont
impliquées dans |'accrochage de la bactérie a la surface de sa
plante-hdte, mais cet accrochage ne serait pas spécifique et. ne serait
pas impliqué dans les processus d'infection, cependant, les lectines
pourraient avoir un rdle dans d'autres étapes du processus infectieux.

L'évidence manque selon PUEPPKE (1983) pour prouver le
role spécifique et indispensable de la lectine. De plus, HANDELSMAN
et al (1984) ont montré que la lectine de luzerne appelée agglutinine
ne jouerait aucun rdle spécifique car des souches de R.meliloti altérées
dans leur interaction avec |'agglutinine étaient plus compétitives.

Cette hypothese reste donc égnigmatique et contradictoire
selon BHUWANESWARI et al (1978). la reconnaissance serait un effet
accumulatif d'une série de signaux et de réponses a |'intéraction
(BAUER, 1981).

Comme le cite lui-méme DAZZO (1981) : "on ne doit pas
supposer que |'accomplissement d'un attachement solide doit



étre la clé de 1'étape de reconnaissance mais plutdt que c'est |'une
des clés qui est nécessaire pour ouvrir les nombreuses portes
bloquant le chemin vers le succés de |'infection".

2.1.1.2. Rble du microsymbionte dans la reconnaissance

La surface du Rhizobium comme toute bactérie gram (-)
comprend une membrane, une paroi et du matériel extraceilulaire
composé de lipopolysaccharides (LPS), de polysaccharides exocellutaires
(EPS) et de polysaccharides capsulaires (CPS).

Toutes ces molécuies pourraient jouer un rdle dans
I'attachement spécifique de la bactérie symbionte a la légumineuse hdte.
Beaucoup de rapports & ce sujet sont controversés afin de savoir si
les récepteurs de la lectine sur le Rhizobium se situent au niveau des
CPS, EPS, LPS, ou bien méme des glycannes de la paroi.

C'est ainsi que de nombreux auteurs s'attachent plutdt
au rdle des CPS et EPS dans cet attachement aux lectines.

_ Certains ont émis cette hypothése par |'obtention de
mutants Nod ol la composition en EPS était trés diminuée ou
altérée (SANDERS et al, 1978, 1981; CAVIEDES et al, 1982; LAW et al,
1982).

D'autres auteurs se sont contentés d'observer des
modifications importantes dans la composition en EZIPS des Rhizobium
selon 1'4ge de la culture (CADMUS et al, 1982), ce qui entrainerait
des conséquences sur la fréguence de nodulation de la plante-hdte. Ces
changements selon I'8ge de la culture seraient 3 corréler avec le
changement dans |'accrochage des lectines de soja sur R.japonicum
BHUWANESWAR let al, 1983), ce qui expliquerait |'obtention de courbes
d'accrochage biphasiques (BHUWAWESWARI! et al, 1977).

L.a distribution des récepteurs de la lectine dépendrait
donc de I'dge de la culture et cela serait liée a |'orientation de 1'at-
tachement de la bactérie aux poils racinaires.

Selon SCHERWOOD et al (1984), la capsule serait une
structure dynamique et la capacité d'encapsulation de R.trifolii serait
liée & |'intéraction avec les lectines de soja selon |'Age de ia
culture.

MORT et BAUER (1980, 1982) ont observé des changements
de composition en EPS - CPS selon |'aAge de la culture chez R.japonicum
et cela serait & relier avec les propriétés transitoires d'accrochage
des lectines selon la phase de croissance du microsymbionte. Cela serait
donc en faveur du rdle des CPS dans la reconnaissance.

De plus, de nombreux travaux se sont portés sur
1'effet des exudats racinaires de plante sur leur microsymbionte corres-
pondant.
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BHUWANESWAR! et BAUER (1978) ont observé |'importance
de I'environnement de la plante-hdte sur la culture de R.japonicum,
qui est un facteur trés important pour le développement des récepteurs
spécifiques de la lectine a la surface de cette bactérie.

Ces résultats suggeérent que R.japonicum posséde tout
le potentiel génétique pour développer des récepteurs spécifiques pour
la lectine et que ce potentiel s'exprime selon les conditions environne-
mentales de culture & proximité des racines de fa plante-hote.

De méme, BHAGWAT et THOMAS (1983) ont observé que
la présence d'exudats racinaires de plante cowpea stimule la synthése
des polysaccharides et développe les récepteurs biochimiques spécifiques
de la lectine.

DAZZ0O et al (1982) ont observé |'effet d'exudats raci-
naires de tréfle sur R. trifolii . Une désorganisation de la capsule a
été mise en évidence. Elle commencerait au centre équatorial et progresserait
vers les pdles. Les substances qui induiraient ces modifications seraient
des enzymes qui altéreraient la capsule et permettraient un attachement
polaire de R.trifolii aux poils radiculaires du tréfle, mis en évidence
par immunofluorescence.

1l existerait un "turn-over" de la surface bactérienne
ou les enzymes des exudats joueraient un rdle majeur.

C'est ainsi qu'un modéle dynamique décrivant |'attache-
ment de R. trifolii aux po:ls radiculaires du. tréfle a été proposé par
DAZZO et TRUCHET (1983).

1) Quelques minutes aprés 1'inoculation, la bactérie

PHASE | ) encapsulée s'attacheralt aux extrémités des
ATTACHMENT poils ol la trifoliine A s'accumule en grande
quantité

2) Aprds 4 3 8 H, la capsule serait altérée par les
enzymes hdtes puis en équilibre avec la synthése
clover ROt WAIR e de novo de polysaccharides bactériens, des

€acapiulated . . . By

£ covig ittt fibrilles a prédominance polaire s'accrocheraient

a ].a t‘l‘ Olil e A
< ROOT EXUDATE
462 br

?

Racdars Allachment

. Palar Atrachment §

Fig 3 : SCHEMA OE L'ATTACHEMENT DE R. TRIFOLIT AUX POILS RADICULAIRES DU TREFLE
(DAZZO et TRUCHET, 1983).
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De plus, |'observation en microscopie électrbnique de
telles fibritles polaires avait déja été décrite chez R.meliloti
(MUTAFTSCHIEV et al, 1982).

YAQ et VINCENT (1976) avaient observé la déformation.
de poils radiculaires par un facteur extrait des cellules de R.trifolii
mais ce facteur n'a pu @étre caractérisé. Les EPS ne semblent pas avoir
d'effet mais aucun support ne permet de penser aux LPS,

Ainsi de nombreux auteurs se sont penchés sur le rdle
des EPS et CPS danms le processus d'attachement mais récemment certains
auteurs semblent &tre pius en faveur du rdle des LPS dans ce processus,
bien que ceux-ci soient encore trés mal étudiés & cause de leur complexité
et de leur hétérogénéité.

Le role des LPS dans la symbiose est mal connu mais
cette analyse est en progres il serait cependant utile de posséder des
mutants affectés dans leur composxtlon en LPS (CARLSON 1984) pour
connaitre leur rdéle dans cette symonose.

Cependant, HRABAK et al (1981) ont trouvé une relafion
entre |'attachement des lectines de tréfle et un déterminant unique des
LPS de R.trifolii. Les LPS subiraient selon eux de profonds changements
immunochimiques au cours de la croissance. Les déterminants antlgemques
seraient alors transitoirement exposés & la surface bactériennes a
certaines phases de la croissance.

. KAMBERGER (1979) a impliqué de méme, les LPS comme
site d'attachement des lectines de luzerne pour R.meliloti et de pois
pour R.leguminosarum . '

Le présence de récepteurs multiples pour la lectine
pour les cellules de Rhizobia hous amé&ne & vouloir connaftre quel rdle
différent ont-ils dans le processus d'infection.

Seion KAMBERGER (1979) le modeéle proposé par DAZZO
et HUBBELL (1975) doit étre modifié. Selon lui, les polysaccharides
capsulaires pourraient &tre responsables de |'attachement d'un grand
nombre de celiules Rhizobiales sur les poils radiculaires par le systéme
"pont-lectine”" et cela constituerait un événement précoce dans la
reconnaissance qui serait suivi par des événements secondaires de
reconnaissance nécessitant |'accrochage spécifique de la lectine de 1'hdte
située sur les poils radiculaires, aux LPS, ce qui entrainerait |'étape
suivante d'invasion.

Ainsi, beaucoup de choses restent encore obscures pour
décrire ce processus de reconnaissance qui semble plus complexe que ne
I'avaient émis DAZZO et HUBBELL{1975).

2.1.2.. Infection. et nodulation.

Aprés la reconnaissance et |'attachement du Rhizobia aux
poils radiculaires, étape précoce dans le processus d'infection, la
courbure des poils racinairesest alors observée, premiére réponse de
I'hdte aprés I|'inoculation, bien que cette étape ne semble pas essen-
tielle pour |'infection.
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Aprés cette phase de préinfection,la bactérie devient enclose
dans une sorte de poche dans la paroi celiulaire du poil par invagi-
nation de celle-ci, générallement cdté concave de la courbure.

C'est alors qu'un cordon infectieux se développe a partir
de cet endroit et croit vers !'intérieur de la cellule,

La pénétration du poil radiculaire a donc lieu par dégrada-
tion de la paroi de la cellule-hdte a ce point d'entrée suivie de la
formation de ce cordon infectieux, qui se poursuit vers la racine. A
ce point, les cellules corticales de la racine se dédifférentient, se
divisent et forment un méristéme qui s'étend et conduit & la croissance
extérieure a la surface racinaire d'un nodule.

A l'intérieur de ce nodule, les bactéries sont relachées
du cordon infectieux dans le cytoplasme des celiules-hdtes.
Tout ce processus est trés bien décrit par WILSON et al (1983) et
schématisé par MEIJER et BROUGHTON (1982).

croissance du poil racinaire

Rhizobia dans la rhizosphere

attachement polaire aux poils racinaires

courbure du poil

invag‘ination de la paroi du poil et formation du cordon infection
croissance du cordon infectieux dans le poil

croissance et branchement du cordon infection dans le cortex racinaire

libération des bactéries

Figh : DIFFERENTES ETAPESDE L' INFECTION (MEIJER et BROUGHTON, 1982).

Aprés leur libération, les bactéries se divisent activement.
Chaque bactérie est alors entourée d'une membrane de séquestration ou
membrane péribactéroide.

Les bactéries a croissance rapide cesse alors de se diviser
et subissent des déformations morphologiques importantes et une augmen-
tation de volume, tandis que les bactéries & croissance lente conserve
leur forme de batonnet et peuvent se diviser & |'intérieur des membranes
de séquestration conduisant & de petits sacs contenant piusieurs bactéries
(pour revue cf DENARIE et TRUCHET (1979). C'est & ce moment que
les bactéries se font appeler bactéroides.
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2.2. L'ETAT BACTEROQIDE ET EFFICIENCE
2.2.1. Le bactéroide

Le terme de bactéroide a été tout d'abord introduit par
BRUNCHORST en 1885 comme étant une variété de structures et de formes
enflées. du Rhizobium en culture ou présent dans les nodules des légu-
mineuses.

C'est BERGERSEN (1974) qui a suggéré que ce terme était
réservé aux formes symbiotiques présentes dans les nodules racinaires
sans tenir compte de leur forme et taille. C'est ainsi qu'on nomme
actuellement bactéroide toute cellule de Rhizobium présente a |'intérieur
des cellules du tissus central des nodules (SUTTON et al, 1981).

En effet, le nodule peut &tre divisé en quatre zdnes (WILSON
et al, 1983)

- Une zdne distale mérismatique

- Une z8ne symbiotique précoce ou zdne d'invasion du
cordon_infectieux

- Une z6ne symbiotique tardive contenant les bactéroides
matlres et fixateurs d'azote

- Une zdne proximale ou zdne senescente.

Les bactéries ainsi déformées, incapables de se diviser
deviennent de vrais organes fixateurs d'azote de la plante (VERMA
et LONG, 1983).

Au cours de cette transformation en bactéroide, la bactérie
se voit totalement modifiée. On observe tout d'abord une inhibitionde
la synthése de la paroi, ce qui entrainerait une perte de rigidité et
une grande sensibilité osmotique (SHARIFI, 1984). Cela serait une adap-
tation de la bactérie & la haute osmolarité du cytoplasme hdte {(SUTTON
et al, 1977) et pourrait expliquer les problémes de viabilité de ces
cellules qui nécessitent pour leur isolement un milieu de culture appor-
tant des protections osmotiques, décrit d'ailleurs par GRESSHOFF et ROLFE
(1978), par addition de mannitol et de sorbitol (milieu PDB). 1! obtient
de cette fagon une compléte viabilité,

D'autres modifications ont lieu au sein de cette cellule,telles
des altérations du nuciéoide, une augmentation ‘des grains de B poly-
hydroxybutyrate (PDB), de glycogéne et de polyphosphate.

La composition de la membrane plasmique est aussi modifiée
par des changements de composition en phospholipides, en acides gras
et les membranes semblent plus fluides (MILLER et TREMBLAY, 1983)

Les bactéroides sont comme nous |'avons décrit précédemment
enclos dans une membrane de séquestration appelée péribactéroide.

['Origine de cette membrane reste encore mal connue et plusieurs hypothéses

ont été soulevées a ce sujet
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- Les cellules Rhizobiales seraient encloses par une membrane
plasmique de la cellule hote par endocytose au moment
de leur libération.

~ Cette membrane serait dérivée des endomembranes hdtes
tels que le reticuium endoplasmiqueou |'enveloppe nucléaire.

- Elle serait produit par synthése de 'movo'".

De fortesévidences a présent favorisent la premiére hypothése
grdce a la comparaison entre les deux membranes (densité,, sensibilité
aux détergeants anioniques, composition peptidique).

Tout au cours du développement du nodule, des protéines
spécifiques sont synthétisées a la fois par |'hdte et par la bactérie
et le contact étroit entre les deux partenaires est véritablement bien
concrétisé au cours de la synthése de la leghémoglobine. En effet, cette
protéine qui permet le maintient de la tension en oxygéne au niveau du
nodule aurait sa partie protéique, la globine synthétisée par la plante-hdte,
alors que |'héme serait apportée par la bactérie. Il semblerait qu'il
y ait une relation obligatoire entre la présence de la leghémoglobine
et la capacité de fixer |'azote,

Cependant, des formes 'pseudobactéroides'" ont pu &tre
obtenues en culture libre dans une variété de milieux dont la haute
teneur en thiamine, alkaloides ou acides aminés semble importante
(SUTTON et al, 1981; KANESHIRO et al, 1983). Les cellules sont plus
grandes, déformées et contiennent de nombreux grains de PHB, cependant
la structure de la paroi est inchangée.

2.2.2. L'efficience.

_ Les bactéroides présents dans le nodule sont le site
primaire de la fixation d'azote. Cela a pu étre détecté en suivant la
fixation d'azote marqué.

Le produit issu de la fixation d'azote est l'ion ammonium
NH + et cette réaction est catalysée par un complexe enzymatique, -
la nitrogénase. Cette enzyme serait formée de deux protéines facilement
séparables (HAAKER et VEEGER, 1984), une protéine tétramérique
(L ﬁz ) de PM 220 00Q appelée MoFe protéine (contenant du mobybdate
et “"du“fer) et une protéine dlmemque (‘J de PM 64 000 appelée F
protéine (contenant du fer). e

L'ion ammonium ainsi produit est alors assimilé selon
deux voies poss&bles fonchon de |'organisme et de la concentration
en NH o

~Ainsi la glutamine et le glutamate sont des acides aminés
primaires synthétisés au cours de la fixation d'azote et sont ensuite
convertis en autres acides aminés par transamination, qui seront alors dis-
ponibles pour la croissance de la pilante :
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Nitrogenase
N, + ATP ~» N 47+ ADP
en exceés
NZ
Nzlimité

+ ) .
NH4 * ATP cétoglutarate + NHA
+ glutamate l
Glutamine +{cetoglu- Glutaggte ) 2 Glutamates

Synthétase

tarate l transaminases

Acides aminés

Fig 5 : FIXATION DE L'AZOTE ET ASSIMILATION DE NHZ
(SHARIF |, 1984)

Beaucoup d'auteurs pensent que NH+ serait emporté dans
le cytosol de la plante et que son assimilation ne serait pas effectuée
par les enzymes bactériens (KONDOROS| et al, 1977), d'ailleurs la
glutamine synthétase et la glutamate déshydrogénase présentent chez le
bactéroide ume plus faible activité que chez la cellule libre (O'GARA et
SHANMUGAM, 1976; SUTTON et al, 1981).

lLa nitrogénase nécessite de plus, beaucoup d'énergie, sous
forme d'ATP et de réductants (ANDERSEN et al, 1980).

L'activité de cette enzyme peut &tre déterminée expérimenta-
lement par la méthode de KEISTER {(1975) qui utilise ta réduction d'acé-
tyléne en éthyléne, réaction caractéristique de la nitrogénase.On observe
par cette méthode une augmentation de plus de 1000 fois de son activité
en 3 & 4 jours pendant | a phase de maturation du nodule. Cette
augmentation serait dle 3 une synthése de '"novo'.

On a longtemps considéré que cette activité était le privilége
du bactéroide, mais depuis 1975, il a pu &tre mis en évidence des souches
lentes de Rhizobium pouvant synthétiser la nitrogénase en culture libre
(KEISTER, 1975; TJEPKEMA et EVANS, 1975; KANESHIRO et al, 1983).
lLes conditions expérimentales ont alors été déterminées pour obtenir cette
activité., La faible teneur en oxygéne semble &tre la condition essentielle
(TJEPKEMA et EVANS, 1975; KEISTER, 1975; AGARWAL et KEISTER, 1983)
ainsi que la culture en milieu favorisant le pleTomorphisme, contenant
du glutamate, du mannitol et du.gluconate (KANESHIRO et al, 1983).

Ainsi ce concept de la nécessité de la plante a-t-il été mis
en cause, bien que la dépression de la synthése de la nitrogénase semble
gtre un processus complexe régulé par des facteurs inconnus et beaucoup
de souches ne peuvent &tre déréprimées (AGARWAL et KEISTER, 1983).

11 existe dans la nature des bactéries qui fixent normalement
|'azote atmosphérique en culture libre, dont une enterobactérie Klebsiella
pneumoniae, trés utile pour é&lucider le mécanisme de ce processus.

La symbiose Rhizobium-légumineuse semble donc &tre une
relation trés complexe entre les deux partenaires qui doivent avoir chacun
un rdle particulier.
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L'analyse génétique de quelques légumineuses a permis
de mettre en évidence le rdle des génes de la plante dans la symbiose,
leur nombre et leur répartition. Cependant ces travaux restent trés
laborieux- et trop rares (NUTMAN, 1969).

Quand & la bactérie, elle nécessite la possession de fonc-
tions physiologiques et biochimiques particuliéres, dont la régulation
ne peut étre comprise que par !|'investigation de son matériel génétique.

[11 - ETUDE DU GENOME DE RHIZOBIUM

l"association symbiotique Rhizobium-légumineuse ne peut
étre comprise que par 1'étude des relations entre les propriétés sym-
biotiques dela bactérie et son matériel génétique.

L'analyse du génome est permise par !'utilisation de diverses
techniques de manipulations génétiques, bien que les transferts généti-
ques chez RHhizobium .restent trés délicats.

3.1. LE GENOME DE RHIZOBIUM

3.1.1. Le chromosome. ;

Comme toute cellule procaryote, le Rhizobium possede un
chromosome diffus dans la cellule dont |'ADN qui le compose est amaigamé
par des protéines basiques de type HU et par |'ARN.

Cet ADN est bien sdr le siége de |'hérédité de cette bactérie
et code pour les fonctions indispensables & la vie végétative de la
cellule. '

3.1.2. Les éiéments extrachromosomigues.

Les bactéries du genre Rhizobium sont généralement caracté-
risées par la présence d'éiéments génétiques extrachromosomiques appelés
plasmides.

Leur nombre et taille varient selon les especes de
Rhizobium. On a pu tout d'abord mettre en évidence que la taille de
ces plasmides était compris entre 50 et 200 Md par la technigue de
CURRIER et NESTER (1976), mais par des techniques plus fines
et plus douces, des plasmides de plus de 250 Md ont pu étre décrits
(NUTY et al, 1977; BECHET et GUILLAUME, 1978).

Par des techniques de lyse directe sur gel d'agarose
(ECKARDT, 1978), un screening des contenus plasmidiques a pu étre
effectué facilement chez les diverses espéces de Rhizobium.

C'est alors par cette technique que flrent découverts de
grands plasmides dont le PM atteind 460 Md chez R.trifolii (ZURKOWSKI
et LORKIEWICZ, 1979) et plus de 300 Md chez R.meliloti (ROSENBERG et
al, 1981; 1982) appelés alors mégaplasmides.
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L'investigation de la présence de grands plasmides chez
les diverses espéces de Rhizobium a’permis de décrire plus de 60
souches a croissance rapide possédant de grands plasmides (DENARIE
et al, 1981). Chez la plupart des souches étudiées, un ou plusieurs
plasmides ont été détectés.

R.leguminosarum semble porter au moins 3 plasmides de
plus de 90 Md (CASSE et al, 1979). Chez R.meliloti différentes méthodes
d'isolement ont révélé la présence de 2 classes de plasmides, I'une
pouvant &tre isolée par tactechnique de .dénaturation alcaline dont les
PM se situent entre 90 et 200 Md et |'autre qui n'a pu étre détectée
par ce procédé mais seulement par la technique.d'ECKARDT (1978) dont
les PM sont supérieurs a 300 Md. Un tel plasmide a pu &tre trouvéchez
27 souches de R.meliloti d'origine géographique différente.

Tout récemment, le poids moléculaire exact du mégaplasmide
de R.meliloti a pu &tre déterminé grice & son isolement en lyse trés
douce et analysé en microscopie électronique (BURKARDT et BURKARDT,
1984). Sa longueur a permis de déterminer un PM d'environ 1000 Md.

Ces mégaplasmides avaient eu leur PM estimé par !la méthode d'électropho-
rése en gel d'agarose, mais le calcul virtuellement impossible était
faussé par la relation non logarithmique entre la mobilité et la taille

de telles molécules.

Si la présence de tels grands plasmides semble &tre
générale chez les espéces & croissance rapide, il n'en est pas de méme
pour celles a croissance lente. Des difficultés ont été rencontrées pour
détecter et isoler les plasmides de ces souches de facon reproductible,
cependant certaines études positives suggérent leur présence possible
chez les bactéries a croissance lente.

Ces plasmides ont longtemps été considérés comme cryptiques,
c'est-a-dire de phénotype inconnu. Cependant, on a pu tout d'abord
observer |'instabilité des propriétés symbiotiques, par la perte spontanée
a haute fréguence de I|'infectivité de certaines souches. De plus, c ette
perte dans certains cas a pu étre accélérée par certains traitements. a
I'acridine orange (HIGASHI, 1967) ou & la chaleur (ZURKOWSKI et
LORKIEWICZ, 1978).

De nombreux mutants furent alors mis en évidence, permettant
de faire la coerrélation entre la présence de plasmides et les.propriétés
symbiotiques.

Des transferts de caractéres symbiotiques ont pu étre
effectués a plus hautes fréquences que celles trouvées pour les marqueurs
chromosomiques, HIGASHI (1967) transfera ainsi & une souche de
R.phaseoli ia capacité de noduler le tréfle, puis les travaux de JOHNSTON
et al, (1978) confirmérent la présence de génes de spécificité d'hdte
sur un plasmide en transferant un plasmide marqué par le Tn 5 de
R. leguminosarum a R.trifolii ,et R.phaseoli. Les transconjugants
obtenus a haute fréquence (10-") étaient tous capables de former des
nodules sur le pois ainsi que sur leur hdte habituel respectivementle
trefle et la haricot .
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Les évidences ne s'arrétent pas |a. En effet, de nombreuses
expériences ont prouvé que les génes Nif de nombreuses espéces de
Rhizobium sont localisés sur |'ADN extrachromosomique. C'est en clonant
les génes structuraux de la nitrogénase chez Klebsiglla- pneumoniae,
les génes nif H D K dans un petit plasmide amplifiable appelé pSA 30
(CANNON et al, 1977) et par hydridation avec cette sonde marquée
que l'on a pu identifier des séquences homologues & ces génes de
K.pneumoniae codant pour la nitrogénase sur les grands plasmides de
divers Rhizobium.

La présence de génes nif homologue & ceux de K.pneumoniae
a pu ainsi &tre déterminée sur ['ADN plasmidique de R.leguminosarum
(NUTI et al, 1979; RUVKUN et AUSUBEL, 1980), de R.phaseoli {HOMBRECHER
et al, 1981), de R.trifolii (RUVKUN et AUSUBEL, 1980; HOOYKAAS et al,
1981), de Rhizobium du groupe Cowpea (MORRISON et al, 1983), de méme
chez R.meliloti, la présence de tels génes a pu &étre localisée sur le
mégaplasmide (BANFALVI et al, 1981; ROSENBERG et al, 1981) et non sur
le plasmide moyen, bien que celui-ci porte des séquences d'homologies entre
des souches de R.meliloti d'origines diverses (JOUANIN et al, 1981). Ces
séquences communes codent certainement pour des fonctions biologiques
qui restent encore inconnues. .
\
Il en est ainsi pour certaines souches de R.japonicum a "
croissance rapide isolées de Chine ol les génes Nod semblent &tre situés 13
sur le grand plasmide (SADOWSKY et BOHLOOL, 1983) ainsi que les genes
Nif (MASTERSON et al, 1982), alors que ces génes chez les souches
& croissance lente, ne sont pas visualisés sur les plasmides (MASTERSON
et al, 1982; HAUGLAND et VERMA, 1981).

Ainsi, le rdle des plasmides dans la symbiose semble confirmé |
pdur les souches a croissance rapide et plus particuliérement pour !
R.meliloti ou les geénes codant pour les fonctions principales de spécifi-
cité d'hdte, et d'infectivité et d'efficience sont portés par les plasmides.

FORRA! et al, (1983) ont cependant observé des déficieénces
symbiotiques engendrées par des mutations chromosomiques. Cela permet
de supposer que des génes symbiotiques peuvent avoir un support
chromosomique aussi bien que plasmidigue.

3.1.3. Le génome de la forme endosymbiotique.

Beaucoup de travaux se sont attachés a déterminer d'éventuel-
les différences de contenu génétique entre les formes végétatives et
endosymbiotiques de Rhizobium.

De nombreux auteurs ont observé que le contenu en ADN du
bactéroide était quantitativement égal ou supérieur a celui de la
forme libre. Cela a été décrit par BISSELING et al (1977) chez R.meliloti,
R.trifolii et R.phaseoli, ainsi que par PAAU et al (1977; 1979) et par
REIJINDERS et al (1975) chez R.leguminosarum.

Cela pourrait étre dd a une amplification des génes symbiotiques
essentiels pour la fixation d'azote ou & une accumulation de I'ADN
dde au manque de division cellulaire bactéroide. La seconde hypotheése
semble la plus vraisemblable.
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DILWORTH et WILLIAMS (1967) suggérent que la quantité
D'ADN serait la méme voir diminuée chez ie bactéroide. Cela a été
observé par PAAU et al, (1978) mais chez le bactéroide immature ou
senescent de R.meliloti.

AGARWAL ‘et MEHTA (1974) ont observé une diminution de la
température de dénaturation et du GC % de I'ADN du bactéroide, impli-
quant ainsi un changement de |'ADN cellulaire au cours de la transfor-
mation physiologique.

De plus, |'activité de la DNA polymérase semble &tre diminuée
selon PAAU et COWLES (1975) ainsi que la quantité d'ARN (DILWORTH et
WILLIAMS, 1967) alors que la synthése protéique augmente au cours
du changement de forme (SUTTON et al, 1981).

L'activité de la nitrogénase, mesurée par la réduction
d'acétyléne peut augmenter de plus de 1000 fois en 3 & 4 jours au
cours de la maturation.Cela serait assuré par la synthése de '"novo" et
réservé 4 la forme symbiotique bien qu'existant chez certaines souches
a 1'état libre (KEISTER, (1975); TJEPKEMA, 1975). i

De plus, les ARNm de cette enzyme ont été mis en évidence
pour la premiére fois chez R.meliloti & l'intérieur de la plante et en
particulier dans le bactéroide matlre (PAAU et BRILL, 1982). Une forte
expression des génes Nif a été décrit aussi chez le bactéroide de ;
R.leguminosarum par rapport & la bactérie libre ol ces génes ne s'ex-
priment peu ou pas du tout (KROL et al,1980;1982). Aucune amplification
de ces génes n'a pu étre deceiée. Il s'agit donc vraisemblablement d'une
augmentation de la traduction de ces génes qui serait donc essentiels
pour |'association symbiotique. i

Ainsi, |'étude du génome du bactéroide ne semble pas trés
évidente et reste délicate, les bactéroides purs étant difficiles & obtenir,
beaucoup de résultats semblent donc contradictoires et incomplets et des ]
travaux doivent approfondir ces études afin de comprendre le fonctionnement
des modifications qui surviennent entre le passage de la forme végétative
a la forme symbiotique.

Il est cependant certain que le contact de la plante agit
fortement sur |'expression du génome de son symbionte.

3.2. ETUDE ET MANIPULATION DU GENOME CHEZ RHIZOBIUM.

L'intérét augmentant de la fixation biologique de !|'azote
atmosphérique a favorisé |'étude de cette bactérie grdce aux énormes
progrés des méthodes d'analyse génétique mises au point récemment.
De nombreuses techniques de biologie moléculaire et de transfert ainsi
développées, nous permettent |'investigation du génome de Rhizobium.

3.2.1. L'isolement de mutants.

Pour |'étude génétique de toutes bactéries,il est trés important
voir essentiel d'obtenir des mutants. Les mutations ont principalement
deux buts, d'une part I'obtention de marquages sélectifs sur un élément
génétique donné, telles que la résistance & un antibiotique, une auxtrophie
ou d'autre part, |'obtention de souches déficientes dans une étape donnée
d'un processus déterminé telle que la fixation de |'azote pour Rhizobium
Cela permet de différentier les stades précis composant la fonction étudiée
et de localiser les génes responsables.

Les divers moyens de mutation peuvent &tre physiques (rayonnement

UV, traitement a la chaleur), chimiques (traitement par le NTG, |'éthylmé-
thylsulfonate EMS, |'acide nitrique, |'acridine orange, le bromure




20

d'éthidium, le SDS...) ou biologiques (utilisation d'éléments génétiques
transposables appelés transposons).

C'est HIGASH! (1967) qui évoqua la relation entre les
piasmides et les propriétés symbiotiques de Rizobium en traitant par
I'acridine orange une souche de R.trifolii qui perdit ses propriétés
d'infection. Ce traitement était déjid connu pour ses propriétés d'élimination
des plasmides ou ‘'‘cure". ’

Depuis, l'utilisation d'agents chimiques et physiques a été
trésemployée pour obtenir des mutants symbiotiques tant sur le
caractére d'infectivité (ZURKOWK! et al, 1973; MAIER et BRILL, 1976;
STACEY et al, 1982; SKORUPSKA et al, 1984) que sur le caractére
d'efficience (BERINGER et al, 1977; SKOGEN-HAGENCON et ATHERLY, 1983).

Cela a permis aussi |'obtention de mutants altérés dans
leur composition en polysaccharides et déficients dans leur relation
symbiotique (PALOMARES et al, 1978; SANDERS et al, 1978; 1981; STACEY
et al, 1982).

Par ce procédé, |'étude de différentes voies métaboliques
a pl &tre précisée grfce 3 |'obtention de mutants auxotrophes
(KONDOROS\ et al, 1977; ZLOTNltKOV et al, 1984).

La méthode de mutagénése la plus utilisée actuellement
et en particulier pour |'étude de plasmides concerne |'insertion d'éléments
génétiques transposables ou transposons dont principalement le Tn5.

Cette méthode permet en particulier le marquage des
plasmides grice a la résistance & la kanamycine que confére le Tn5
(JOHNSTON et al, 1978; BREWIN et al, 1980; BUCHANAN - WOLLASTON et al,
1980).

Les transposons servent aussi a |'obtention de mutants
symbiotiques (CEN et al, 1982; ZIMMERMAN et al, 1983; HAHN et HENNECKE,
1984; DALENOEL et al, 1984) ainsi qu'ad l'obtention de mutants auxotrophes
(CEN et al, 1982; FORRAI et al, 1983; AL! et al, 1984) trés utiles pour
déterminer les différentes voies métaboliques chez Rhizobium.

Récemment, il a été découvert que le Tn7 posséde la
propriété de s'insérer spécifiquement dans le mégaplasmide de différentes
souches de R.meliloti. Cela procure unoutil génétique trés intéressant

pour la manipulation du mégaplasmide de cette bactérie (BOLTON et al,
1984) .

La mutagénése permet donc d'élucider le rdle des plasmides
dans le processus symbiotique et d'obtenir des clones intéressants qui
seront précieux pour |'étude du génome de Rhizobium.

3.2.2. La transduction.

La transduction est l'une des voies de transfert génétique
dont le vecteur est phagique qui est appliquée & Rhizobium. Elle n'a
été utilisée que pour trés peu de souches de Rhizobium et concerne
principalement |'étude de R.meliloti.

C'est KOWALSK! (1967) qui décrit pour la premiére fois
une transduction chez R.meliloti. Chez cette bactérie, une grande pro-
portion de phages tempérés est capable de transduction de caractéres
de résistance a la streptomycine, d'auxotrophie et d'efficience
(KOWALSK1, 1970).




2t

La cotransduction de marqueurs a été observée chez
R.meliloti. Des mutants exigeants en leucine (Leu ) et inefficient
(Fix") ont été transduit pour le caractére leu et ont retrouvé leur
caractére Fixt . (KOWALSK| et DENARIE, 1972).

Les transductions ont aussi été effectuées chez R.legumino-
-saruny et de R,leguminosarum & R.trifolii par BUCHANAN-WOLLASTON
et al, (1979) qui ont réussi a transferer des génes chromosomiques et
ptasmidiques par |'intermidiaire de phages virulents.

HASSANI (1983) a de méme cotransduit le géne lLeu avec
le Tn5 chez une souche de R.meliloti ainsi que le géne responsable du
caractére Méthionine (Met ') d'une souche prototrophe vers une souche
auxotrophe.

Cette technique semble intéressante mais reste trés limitée
et peu employée. Cependant, son application peut &tre utile pour
|'établissement de carte génétique.

3.2.3. La conjugaison et le clonage chez Rhizobium.

La plupart des études génétiques concernant Rhizobium
sont actuellement basées sur le transfert par conjugaison ou le matériel
génétique passe directement d'une cellule donnatrice vers une cellule
réceptrice.

La conjugaison peut provoguer un échange de plasmides
entre diverses bactéries et cela permet dans la nature une adaptation
des microorganismes. Elle f(t décrite pour la premiére fois chez
Rhizobium par HIGASHI (1967) qui transfera le caractére de spécificité
d'hote de R.trifolii & R.phaseoli puis par HEUMANN (1968) impligquant
un  transfert chromosomique chez R.lupini.

Des études plus récentes ont porté sur le transfert de
ptasmides de groupe d'incompatibilité Inc P, portant des caractdres
de résistance aux antibiotiques (BERINGER, 11974 ; MEADE et SIGNER,
1977).

Des cartes génétiques ont pu &tre effectuées ainsi chez
R.leguminosarum (BERINGER et al, 1978) et R.meliloti (KONDOROSI et
al, 1977; MEADE et SIGNER, 1977).

Des essais de transfert morceau par morceau de chromosome
de R.trifolii, R.phaseoli et R.leguminosarum n'ont abouti a aucun
transfert de spécificité d'hdte suggérant que les génes impliqués doivent
étre extrachromosomiques (BERINGER et al, 1980).

Chez Rhizobium, cette technique concerne principalement
le transfert direct des plasmides conjugatifs permettant quelquefois
le transfert de caractéres symbiotiques (JOHNSTON, 1978; BEYNON et
al, 1980; HOOYKAAS et al, 1981; DJORDIJEVIC et al, 1983).

Ces transferts ont été principalement observés pour les
souches de R.leguminosarum, R.trifolii et R.phaseoli, dont les plasmides
symbiotiques {(pSym) sont autotransmissibles donc capables d'étre
introduitschez d'autres espéces de Rhizobia. Les transconjugants obtenus
sont capables d'association symbiotique avec le nouvel hdte, ce qui rend
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évident la présence de génes symbiotiques sur ces plasmides.

Cependant, chez R.meliloti, I{autotr‘ansmlssmlhte du pSym -
n'a pas encore été observee. Les etudes portant sur ce mégaplasmide
sont extrémement dlfflClles a cause de |'importance de sa taille et
aucun transfert direct n'a jusqu'a ce jour pu étre possible.

Pour transferer ce mégaplasmide pSym de Rhizobium meliloti,
il faut donc avoir recours a des techniques plus complexes de clonage
et l'utilisation des plasmides InC P1 ou de leur dérivés a permis la
mobilisation de ce pSym.

En effet, {'utilisation de tels,plasmides dont le RP, a permis
1'insertion de la région nob dans le mégaplasmide de R.meliloti 41
(pR me 41b), le rendant susceptible d'étre mobifisé vers d'autres
bactéries ou |'expression des fonctions symbiotiques de cette souche
a :pu &tre obtenue. (KONDOROS! et al, 1982; WONG et al, 1983).

L'obtension de plasmides Rprime par insertion in vivo de
grands fragments du pSym dans ces plasmides Inc P1 {tel le RP4
donnant ainsi le RP', a conduit de méme au transfert de caractéres
de ce pSym, notamment de caractéres Nod et Nif du pRme 41b
(KONDOROS! et al,1983) et du pSym de R.meliloti 2011 (JULLIOT et al, 1984).
Ce dernier transfert a pu en particulier &tre effectué vers Agrobacterium
tumefasciens (TRUCHET et al, 1984) conduisant & la formation de
nodosités sur la luzerne par les transconjugants.

Par ['utilisation de plasmides Rprime, KONDORQS! et al,(1984)

ont pu étudier les génes Nod et Fix du mégaplasmide. Les génes Nod semblerit

8tre séparés en deux groupes, les génes Nod ''communs" existant chez
divers Rhizobium et impliqués dans la courbure des poils et les génes
Nod responsables de la spécificité d'nhdte.

Les génes Nod "communs" ont été clonés par SHMIDT et al
(1984) permettant |'expression de huit protéines impliquées dans les étapes
précoces de la nodulation.

L'étude des génes Nif de R.meliloti a pu &tre déterminée par
clonage et hybridation et ceux-ci semblent &tre transcripts dans le sens
Nif H- D- K qui est le méme que pour K.pneumoniae (RUVKUN et al, 1982).

Ces techniques de transfert ont pu étre réalisées chez
R.trifolii pour |'étude des plasmides non autotransmissibles (SCOTT et
RONSON, 1982 ; WATSON et al, 1983).

L'utilisation de telle technologie a permis de renforcer |'étude
des génes Nif jusqu'a leur régulation par homologie avec celle de
K.pneumeniae, identifiant ainsi les séquences homologues de la région
promoteur des génes Nif conservées chez diverses especes de Rhizobium
(BETTER et al, 1983). :

Le systéme de régulation chez Rhizobium semble similaire a
celui deK.pneumoniae (DE BRUIJN et AUSUBEL, 1983; DIXON et al, 1983)
qui a pu étre schématisé ainsi (AUSUBEL ET AL, 1982)
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FIGURE 5 - REGULATION DES GENES NIF CHEZ K. PNEUMONIAE (AUSUBEL
et al., 1982).

Cependant chez Rhizobium, les génes Nif ne sont exprimés
qu'en symbiose avec la plante. Tous ces génes seraient sous le
contrdle d'un systéme central de régulation symbiotique (SUNDARESAN
et al, 1983 a; 1983 b; SZETO et al, 1984).

Ainsi |'étude des génes symbiotiques que ce soit pour
R.meliloti ou pour d'autres Rhizobia nécessite souvent !'intervention de
technologie lourde et complexe, et la manipulation de génes isolés n'est pas
toujours possible.

En effet, il faudrait pouvoir disposer pour cela, de techniques
de transfert plus simples et en particulier |'utilisation de la transfor-

mation de cellules réceptrices par de |'ADN isolé in vitro.

3.2.4. La transformation Chez Rhizobium

La transformation a été la base du premier rapport de
transfert génétique chez Rhizobium (KRASILNIKOV, 1941) -décrivant le
transfert de la capacité de noduler par culture d'une souche de Rhizobium
en plusieurs passages dans unmilieu contenant un filtrat. stérile d'une
autre souche. Ce transfert a alors été attribué & la présence d'ADN dans
les filtrats de culture. '

Les travaux portant sur la transformation par de ['ADN
purifié chez R.meliloti, R.lupini, R:japonicum ont principalement été
effectués. par BALASSA R., portant sur le transfert de capacité de
nodulation, de marqueurs d'auxotrophie et de résistance aux antibiotiques.
Tous ces travaux ont été revus par BALASSA G. (1963).

En 1965, BALASSA R. transféra le caractére de dépendance
a la streptomycine & des souches de R.lupivii mais les fréquences
étaient faibles.




D'autres auteurs reportérent aussi des transferts de génes
par transformation, chez R.lupini {(GABOR,1965) R. du groupe cowpea
(RAINA et MODI, 1972) R-trifolii (DROZANSKA et LORKIEWICZ, 1978).

De méme, des transformations entre Rhizobium et d'autres
genres bactériens ont été décrites.

SEN et al (1969) ont pu ainsi transformer deux souches
d'Azotobacter avec de |'ADN de R.leguminosarum, R.meliloti, R.japonicum

et R.trifolii selon un marqueur de résistance a la streptomicine.
A 1l'inverse, une souche de R.trifolii a pu &tre transformée
par un facteur R codant pour la résistance 3 la kanamycine, !'ampicilline

et le chloramphénicol issus de Pseudomonas aeruginosa (DUNICAN et TIERNEY,
1973). '

Récemment, une technique de transformation chez R.trifolii
utilisant de la glycine pour rendre la bactérie plus transformable a été
décrite par DROZANSKA et al, (1982). .

De méme pour R.meliloti, une technique de transformation a été
mise au point au laboratoire (COURTOIS, 1982), aucune technique effi-
cace n'ayant été encore décrite pour cette souche.lll !l Ogseude Tolo

Depuis peu, queiques techniques de transformation par de
I"ADN plasmidique ont été décrites chez R.meliloti par SELVARAJ et IYER
(1981) et par KISS et KALMAN (1982) utilisant de I'ADN de plasmides Inc
P1 et chez R.leguminosarum par BULLERJAHN et SENZINGER (1982) par de
I'ADN plasmidique du pR 68.45 de R.leguminosarum.

Cette technique de transfert, bien qu'elle reste encore
difficilement reproductible et qu'elle n'implique que peu de marqueurs
ne manque pas d'intérét.

En effet, elle offre la possibilité de transférer de I|'ADN
préalablement isolé in vitro, donc manipulable chimiquement.

Ltutilisation de la transformation pour 1'introduction de vec-
teurs de clonage potentiels chez diverses souches de Rhizobium est donc
attendue, et cela serait un outil important pour introduire des plasmides

non transférables par conjugaison, ainsi que des plasmides construits
in vitro, dans une cellule réceptrice.

IV - LA TRANSFORMATION

4.1. Historigue et applications.

C'est en 1928 que ce premier transfert f(t évoqué par GRIFFITH
gui décrivit l'acquisition de capsule exopolysaccharide par des pneumo-

~~coques avirulents non capsulés, devenant alors virulents, par simple contact

avec des pneumocoques virulents tués par la chaleur.
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Ce n'est qu'en 1944 que la véritable nature. chimique res-
ponsable de ce transfert flt identifiée comme étant I'ADN par AVERY et al.

Cette technique de transfert a été ensuite appliquée avec plus
ou moins de succés a de nombreux genres bactériens, autant & gram
négatif que positif ainsi qu'a certaines cellules eucaryotes dont les
levures (KLEBE et al.. 1983 ; ORR-WEAVER et al, 1983) et les algues
inférieures (STEVENS et PORTER, 1980).

Elle a été décrite pour des genres divers, tels que Clostridium
perfringens (KEEPNER et al, 1984), Haemophilus influenzae (BREMER et al,
1984), Azotobacter vinelandii (PAGE ET TIGERSTROM, 1979; DORAN et PAGE,
1983), Pseudomonas putida (MYLROIE et al, 1978), Pseudomonas stutzeri
(STEWART et al, 1983), Bacillus sphaericus (ORZECH ey BURKE, 1984),
de méme pour Rhizobium précédemment décrit.

Ce transfert génétique a surtout été particuliérement bien
décrit et étudié pour trois espéces bactériennes, chez Escherichia coli
(COSLOY et OISHI, 1973; VAN DIE et al, 1983) notamment avec de I|'ADN
issu de genre bactérien différent (SANCHEZ et al,1976), et surtout chez
Diplococcus pneumoniae (SETO et TOMASZ, 1975; LACKS et al,1975;
VIJAYAKUMAR et MORRISON, 1983 ; MORRISON et al,1983..) et chez
Bacillus subtilis (WEPPNER et LEACH, 1978 ; CHAUSTOVA et al, 1980 ;
RANDEN et VENEMA, 1981; MULDER et VENEMA, 1982; SMITH et al, 1983..).

PDepuis la purification des plasmides, des transformations ont
pu étre réalisées avec de I'ADN extrachromosomique ce qui offre un
intérét considérable, ces molécules pouvant &tre modifiées in vitro.

Cela a pu &étre décrit chez un grand nombre de bactéries,
dont Bacillus sphaericus (ORZECH MAC DONALD et BUAKE, 1984),
Escherichiacoli (COHEN et al, 1972); COUETDIC et al, 1983; HIMENO et al,
1984) et Rhizobium meliloti (SELVARAJ et IYER, 1981; KISS et KALMAN,
1982), Yersinia enterolitica (RODRIGUEZ-SOLORZANO et al,1984).

4.2 . Conditions de transformation.

De nombreux parametres influent sur la transformation et pour
obtenir des fréquences de transfert acceptables, il faut savoir se placer
dans les meilleures conditions possibles qui sont souvent trés variables
d'une espeéces a |'autre.

Trois facteurs sont essentiels pour contrdler ces conditions
I'état de ['ADN purifié, de la cellule réceptrice et le milieu de trans-
formation.

4.2.1. L'ADN transformant.

Chez certaines espéces bactériennes, la transformation peut
s'effectuer par simple contact entre une culture de cellules donnatrices
et une culture de celiules réceptrices, ou 1'ADN donneur est spontanément
excrété par les bactéries, mécanisme d'ailleurs possible dans la nature.




C'est en observant des fréquences de transfert supérieures par
simple contact cellulaire que par addition d'ADN purifié chez Pseudomonas
stutzeri, que STEWART et al (1983) ont suggéré la forte contribution de
I"ADN donneur au cours de la transformation. L'Etat de cet ADN est
donc un facteur primordial pour permettre le transfert.

Beaucoup d'auteurs ont aussi remarqué que {'ADN donneur doit
&tre de haut poids moléculaire, supérieur & 10 Md. Selon RAINA et MODI
(1972), 1'ADN dénaturé par la chaleur est incapable de s'accrocher sur
la cellule réceptrice de R.japonicum. MYLROIE et al, (1978) ont de méme
observé une haute fréquence de transformation chez Pseudomonas putida
avec de !'ADN de haut poids moléculaire double brin: qui sembie biologi-
quement actif. Une dénaturation abolit complétement le transfert.

Ce rdle biologiquement actif de I'ADN donneur a été aussi décrit
chez Streptococcus pneumoniae (VIJAYAKUMAR et MORRISON, 1983) qui doit
étre de haut poids moléculaire et non dénaturé (double brin).

Un autre parameétre gui semble important pour la transformation
concerne la concentration en ADN donneur. || semble cependant netiement
différent selon les diverses espéces bactériennes. La concentration optimum
varie ainsi de 1 )g/ml chez Clostridium perfringens (SMITH et al, 1983)
de 5 & 10 rg/ml chez Pseudomonas putida (MYLROIE et al, 1978), de
20 a 50 )-g/ml chez Rhizobium (RAINA et MODI, 1971).

L'origine de I'ADN a aussi son importance. Plus I'"homologie entre
I*ADN donneur et celui de la cellule réceptrice est grande, plus la fréquence '
est grande. Cela pourrait se situer au niveau des premiéres étapes de
ta transformation, mais c'est probablement aprés la pénétration que
{"ADN, s'il est trop différent de celui de la cellule hdte est soumis &
I'action des endonucléases de restriction. Afin d'éviter cela, il est trés
intéressant de posséder des bactéries restriction moins.

Le succés de la transformation de Azotobacter par de I'ADN de
Rhizobium a été rendu possible, grice a la composition proche en GC %
des deux bactéries qui semblent étroitement proches l'une de |'autre
(SEN et al, 1969).

Cependant, selon VAN RANDEN et al (1982), une simple petite
région d'homologie suffit entre I'ADN d'E.coli et ceiui de B.subtilis pour
initier la recombinaison et aboutir 3 un complexe instable ADN donneur-
receveur, bien que: la formation de complexe stable n'ait jamais été observée
entre |'ADN d'E.coli et celui de B.subtilis.

En conclusion, pour &tre en condition favorable de transformation,
["ADN ajouté doit &tre double brin, de haut poids moléculaire, & une i
concentration optimum, et d'origine la plus proche possible de celui de
la cellule réceptrice:

4.2.2. La cellule réceptrice.

De nombreuses espéces bactériennes ne sont pas capables en \
condition naturelle de culture de subir la transformation génétique.
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Par 1'utilisation de protoplastes, chez divers bactéries TICHY
et al, 1968; ORZECH et BURKE, 1984; NOACK et al,1984), ce transfert
a pu étre possible donnant de hautes frégquences, supérieures & celles
obtenues avec des bactéries intactes (CHANG et COHEN, 1979).

Les difficultés posées par cette méthode ne compensent pas son
efficacité et des techniques plus récentes utilisant le chlorure de calcium
(CaCly ) ont été décrites d'aprés la méthode standard de MANDEL et HIGA
(1970).

4.2.2.1. La compétence.

Une bactérie réceptrice normale, pour recevoir et incorporer
dans son génome cet ADN transformant doit en général se trouver dans
un état particulier appelé compétence ou transformabilité, bien que
certains auteurs décrivent des transformations bactériennes par simple
incubation d'un mélange d'une culture de cellules réceptrices et d'une
solution d'ADN (SEN et al, 1969).

Cet état de compétence est défini comme !a perméabilité des
cellules a I'ADN et se trouve |ié & de nombreux facteurs, tels que la
composition du milieu, |'état physiologique des cellules, les conditions
physico-chimiques du transfert (BALASSA, 1963).

Les conditions requises pour atteindre cet état ne sont
pas toujours trés bien comprises: Pour de nombreuses espéces bactériennes,
il semble que cela soit 1ié a |'état physiologique de la bactérie, donc a
i'dge de la culture. _ :

Haemophilus influenzae, Diplococcus pneumoniae et certains
Bacillus atteignent |'état de compétence en fin de phase exponentielle de
craissance, alors que Neisseria |'atteind en début de phase exponentieile
ainsi que certaines espéces de Rhizobium (RAINA et MODI, 1971)) bien que
certaines souches de Rhizobia présentent le maximum de compétence en
fin de phase exponentielie tel R.japonicum (RAINA et MODI, 1972).

4.2.2.2. Le facteur d'accrochage de |'ADN.

La compétence semble &tre un phénoméne de surface qui
implique l'accrochage de |'ADN et son transport.

Cet état peut étre augmenté ou favorisé par addition de
facteurs nutritifs dans le milieu de croissance, tels que |'extrait de
levure et du casamino acide pour Rhizobium (RAINA et MODI, 1969; 1971;
1972) et récemment la glycine semble présenter un intérét important pour
favoriser la compétence de cette bactérie (DROZANSKA et al, 1982).

L'addition de calcium semble étre généralement un facteur
indispensable pour induire la transformation.

Au cours de cet état de compétence, I'ADN étranger doit
s'associer a la surface externe de la bactérie.RAINA et MODI (1972),
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ont etudle expérimentalement chez R. japonicum, |'accrochage d'ADN marqué
au 32p pendant ta phase logarithmique de la compétence. 10% de cet

ADN mar'que semble s'accrocher irréversiblement alors que de 1'ADN dénaturé
marqué est incapable de s'accrocher dans les mémes conditions.

Cette adsorption de molécules d'ADN & la surface bactérienne
semble étre spécifique de polydéoxyribonucléotides. Cette capacité
d'accrochage est perdue par lavage & I'eau distillée de pneumocoques
compétents (SETO et TOMASZ, 1975) et de Azotobacter vinelandii (DORAN
et PAGE, 1983).

Une inactivation plus ou moins compiéte de cette capacité .
d'accrochage de I'ADN a été observée au cours de la formation de proto-
plastes ou pendant |'incubation bréve de bactéries compétentes dans
certains tampons ou solutions. de sucres hypertoniques.

Cet accrochage de |'ADN semble &tre 1ié & un facteur noté
BF (Binding factor) qui a pu &tre détaché de pneumocoques compétents
conduisant alors a des pneumocoques incompétents. || semble &tre de
nature protéique et garde aprés solubilisation les propriétés de récep-
teurs & |'ADN des pneumocoques transformables (SETO et TOMASZ,1975).

Le détachement de ce BF de cellules compétentes peut refiéter
la fragilité de ce phénoméne chez la bactérie.

In vitro la réaction BF-ADN présente un pH optimum et
requiert des temps et températures d'incubation précis.

Une glycoprotéine d'enveloppe relachée par lavage a I'eau
distillée a été identifiée chez A.vinelandii. Cette protéine de PM 60 000
semblerait liée & la compétence (DORAN et PAGE, 1983).

Chez B.subtilis , une protéine membranaire de PM 18 000
absente chez des mutants incompétents, semble de méme &tre impliqude
dans |'accrochage de I'ADN (SMITH et al,1983).

L'induction de la compétence est souvant amenée par augmerta-
tion ou diminution de la température du milieu de transformation.
LOPEZ et al (1983) ont remarqué chez B.subtilis que l'induction ou
['inhibition de la transformabilité par changement de température sont
paralléles & la capacité des cellules A& accrocher |'ADN transformant.

Par addition de chloramphénicol, ils ont obtenu une inhibition
du développement: de la compétence. Ce composé inhibant la synthése
protéique leur a permis de conclure qu'une synthése protéique en continu
est nécessaire pour le développement de cet état. Selon ces auteurs, cette
protéine d'accrochage ne serait pas synthétisée pendant la phase de
précompétence.

D'aprés WEPPNER et LEACH (1978), |'attachement initial de
1'ADN transformant & des cellules de B.subtilis compétents ne dépend
pas de la température entre 25°C et 45°C, mais en dessous de 15°C, une
nette diminution de la quantité d'ADN accroché est observée. Le change-
ment de température induirait une altération de la membrane ou paroi
bactérienne, modification nécessaire pour la transformation et les sites
d'attachement initiaux pour |'ADN auraient des conformations variables



29

selon la température.

Ces travaux sont & relier de ceux de VANDIE et al (1983)
qui ont amené une culture d'E.coli a |'état de compétence par chocs
thermiques de 0°C 3 des températures de 30°C et 42°C. L'efficacité
du transfert a semblé alors dépendre de la température des chocs thermiques
qui selon eux cofncide avec la z8ne de température ol a lieu la phase de
transition des lipides membranaires.

La composition en lipides membranaires semble donc influer
sur la température optimale d'induction de la compétence. Au cours
de cette transition membranaire, des discontinuités en lipides ont lieu,

pouvant &étre considérés comme des sites ou I'ADN passerait au travers de la
membrane.

D'autres études ont été faites sur les moyens d'exacerber |a
compétence, notamment chez Rhizobium par DROZANSKA et al (1982). Ces
auteurs, apres avoir eu des difficultés & effectuer des transformations
reproductibles chez cette bactérie, ont mis au point une technique en
mesurant |'effet de certains acides aminés, telles I'alanine, la glycine,
et la sérine sur le transfert.

lls ont alors observé une augmentation significative de
la fréquence d'environ 10 fois supérieure par addition de glycine dans
le milieu de croissance. lis ont déduit de leurs travaux que la glycine
agirait en compétition avec |'alanine au niveau des sites enzymatiques
qui permettent |'incorporation de précurseurs dans le peptidoglycanne,
constituant principal de ta paroi.

La glycine inhiberait donc la synthése du peptidoglycanne,
ce qui aurait pour effet un relachement de sa structure, et |'accés
alors possible aux structures plus profondes de la paroi cellulaire.

Beaucoup de travaux tendent de méme & relier fla compétence
cellulaire & un changement de structure de la paroi. La cellule compé-
tente pourrait ainsi étre considérée comme un sphéroplaste temporaire.

4.2.2.3. Le transport de |'ADN.

La présence de facteurs responsables de |'accrochage de |'ADN
aux cellules compétentes n'est pas seule responsable du transport de
I'ADN a !'intérieur de la bactérie.

Le mécanisme d'entrée de |'ADN transformant a été remarqua-
blement bien étudié chez S.pneumoniae par LACKS et al, qui ont établi
qu'une endonucléase membranaire est nécessaire pour |'entrée de I 'ADN
dans le pneumocoque compétent.

Ces auteurs ont obtenu des mutants de pneumocoque déficients
en transformation dont |'activité de |'endonucléase était fortement réduite
ou abolie. Ces mutations semblent bloguer I'entrée de |'ADN dans la --
cellule, alors qu'il reste accroché en grande quantité 3 |'extérieur.
L'addition d'EDTA, agent inhibiteur de désoxyribonucléase (DNase)

a des cellules sauvages produit le méme effet (LACKS et al, 1975a).




Cette enzyme membranaire de type endonucléase | est
nécessaire a la conversion de 1'ADN donneur en ADN simple brin
permettant 'entrée d'un des brins alors que le second est dégradé
en oligonucléotides a I'extérieur (LACKS et NEUBERGER, 1975b).
['Enzyme agirait comme une transliocase & ADN attaquant et dégradant
un brin tout en facilitant |'entrée du brin complémentaire dans la

celiule.

D'autres enzymes dont |'amylomaltase, des exonuciéases,
une déoxyribonuciéase ATP dépendante et une endonucléase de type de
restriction sont situés dans le cytoso! de la bactérie. Aucune de ces
enzymes ne semblent avoir une localisation périplasmique.

Des enzymes autolytiques permettant |'obtention de sphéroplastes
spontanés semblent &tre impliqués dans ce processus.

Les travaux de LACKS se sont poursuivis par |'obtention
d'autres mutants de S.pneumoniae déficients en nucléase membranaire et
déficiente dans I'entrée de |'ADN. L'ADN cependant est accroché aux
cellules et semble avoir subi des coupures simple brin alors que 1'ADN
accroché aux cellules sauvages ne présente que des coupures double
brin (LACKS, 1979).

Les rapports de LACKS et al ont permis & d'autres auteurs
d'étudier ce méme mécanisme chez B.subtilis.

Chez cette bactérie, |'ADN donneur est de méme converti en
brin unique accompagné par une partielle solubilisation acide de |'ADN
(obtention d'oligonuciéotides). Le mécanisme d'entrée de I|'ADN peut
aussi étre inhibé par adjonction d'EDTA.

La similitude entre les deux systémes a permis de suggérer
qu'une nucléase membranaire peut aussi &tre impliquée dans |'entrée de
I"ADN chez B.subtilis.

C'est par |'obtention de mutants faiblement compétents et par
comparaison avec la bactérie sauvage que MULDER et VENEMA (1982)
ont révélé |'existence de trois activités nucléasiques associées a la
compétence de PM 13 000, 15 QO0O0, et 26 000. Ces trois activités dépendent
de ta présence de Mn2+ ou Mg?" et sont spécifiquement présentes dans
une fraction de cellules compétentes.
Par 1'examen de divers mutants, les résultats ont permis de constater
que la molécule de PM 26 000 est un dimére de celle de 13 Q00 et que
ces nucléasessont impliquées dans |'entrée de !|'ADN

Par contre, en essayant de purifier la protéine d'accrochage
de B.subtilis de PM 18 00O (cf précédemment), SMITH et al (1983) |
ont isolé en méme temps un complexe contenant cette unité de PM 18000
accompagnée d'un autre polypeptide de PM 17 000 ayant un pHi différent.

Ces deux sous-unités, isolées selon le méme procédé se
trouvent dans le méme profil d'élution dans un pic correspondant a une
protéine de PM 75 000. Cela suggeére que ces deux protéines forment
un complexe dans la membrane des cellules compétentes.

|
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L'accrochage de |'ADN serait |'une des propriétés de cette
protéine récepteur au cours de la transformation. La seconde propriété
du complexe protéique purifié a été déterminée comme étant une activité
nucléasique, active en présence de cations divalents, inhibée par:’
{"EDTA.

Il semble intéressant de croire que les sites d'accrochage
multimoléculaireschez B.subtilis servent en méme temps de site d'entrée.

L'idée d'un complexe protéique impliqué a la fois dans
|'accrochage et i'entrée de |'ADN donneur a été fortement supportée
par des expériences récentes indiquant que la deuxiéme sous-unité
du complexe est absente chez des mutants de B.subtilis déficients dans
I'entrée de |'ADN.

Contrairement & ces hypothéses, LOPEZ et al (1983) pensent
qu'au moins deux complexes spécifiques de la compétence semblent &tre

nécessaires pour les premiéres étapes de la transformation chez B.subtilis :

un composé capable d'accrocher |'ADN donneur et une nucléase membranaire
dont |'activité semble &tre impliquée dans |'entrée de I'ADN, situation
similaire & celle de S.pneumoniae.

L'action du chloramphénicol, inhibant |'accrochage de |'ADN
sans altérer |'activité nucléolytique a permis & ces auteurs de conclure
que le facteur d'accrochage est synthétisé en continu au cours du
développement de la compétence, alors que le facteur responsable de
['activité nucléolytique |ié a l'entrée de |'ADN est déja synthétisé au
moment de ['induction de la compétence.

L'accrochage de |'ADN par les cellules compétentes de
B.subtilis peut donc expérimentalement &tre séparé de !'activité nucléoly-
tique membranaire.

D'autres auteurs ont observé qu'un traitement & 42°C de
cellules de B.subtilis inhibe le transport de |'ADN marqué a |'intérieur
de la bactérie alors que celui-ci reste accroché & |'extérieur en grande
quantité (DORAN et PAGE, 1983). Le transport de |'ADN est donc sensible
a la chaleur mais la compétence est réacquise a 30°C.

lls en déduisent qu'une synthése protéique est nécessaire au
cours de la compétence et plus particuliérement pour le transport de |'ADN,
ce qui semble en désaccord avec les résultats de LOPEZ et al (1983).

Ainsi, la compétence semble &étre liéde & deux facteurs,
|'attachement de I'ADN a la bactérie, puis son entrée dans la cellule
au travers de la membrane, mais beaucoup de travaux restent encore
a faire pour élucider ce mécanisme.

Cet état semble peu stable et correspondre & une courte
période de la croissance en générale étroitement liéde a la structure
de la paroi de la bactérie. Les conditions de culture ont donc certaine-
ment un rdle primordial pour induire ce phénoméne.

4.2.3. Les milieux de transformation .
i1 faut tout d'abord distinguer deux choses : d'une part, les

conditions nécessaires a l'induction de la compétence permettant la
transformation et d'autre part, celles nécessaires au transfert lui-méme.
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11 est cependant quelquefois difficile de distinguer le rdle de chaque
paramétre dans fes différentes étapes qui conduisent & la transformation.

4,2.3.1, Milieu de compétence.

Beaucoup d'auteurs se sont attachés & définir les conditions
optimales conduisant a cet état de compétence, conditions qui semblent
variables selon les espéces bactériennes.

Il semble cependant assez fréquent que |'adjonction de facteurs
nutritifs aminés permette untel phénoméne.

Chez Rhizobium, la plupart des méthodes de transformation
décrites utilisent comme milieu de compétence, un milieu synthétique
minéral additionné de casamino acide et d'extrait de levures (RAINA et
MODI, 1969; 1971; COURTOIS, 1982).

L'utilisation d'un milieu ressemblant a cela a été décrit
pour S.pneumoniae par GRIST et BUTLER (1981) ol le casamino acide
semble &étre un parameétre influant sur le développement de la compétence.

L'addition de glycine dans le milieu de culture de R.trifolii,
a permis par contre une augmentation de dix fois de la fréquence de
transformation (DROZANSKA et al, 1982).

L'hypothése soulevée est que la compétence est un phénoméne
de surface oU la structure de la bactérie joue un rdle primordial.
Au cours de la croissance, cette structure subit des modifications qui
permettraient le passage de |'ADN pendant. les phases de transition.

Le pH du milieu semble aussi &tre un paramétre trés important
pour |'induction de la compétence. Des cellules de Bacillus brevis
traitées par un tampon trishydrochioride & pH alcalin incorporent 1'ADN a
une trés haute fréquence(TAKAHASHI et al, 1983).

4.2.3.2. Milieu de transfert.

LLes conditions du transfert |lui-méme semblent &tre primordiales
pour aboutir au succés de la transformation.

Déja le rdle du calcium (Ca2*) et du magnésium (M92+) avait
été observé pour la transformation chez Rhizobium permettant un dévelop-
pement de la compétence, alors que d'autres ions tels Fe3+, Mo2* et
Zn2+ inhibaient au contraire le phénoméne (RAINA et MODI, 1971).

C'est alors qu'une méthode standard de transformation a été
décrite par MANDEL et HIGA (1970) utilisant un traitement par le CaCly
Cette technique reprise par COHEN et al (1972), chez E.coli a été
appliquée avec succés chez cette bactérie par COSLOY et OISH!I (1973),
CHANG (1982) et VAN DIE et al '{1983) et chez d'autres espéces bactériennes
dont Pseudomonas putida (MYLROIE et al, 1978).

Selon VAN DIE et al (1983), le rdle possible de Ca?' serait
de faciliter le transport de |'ADN dans les cellules soit par la formation
d'un complexe Ca2* - ADN neutre ou soit par |'intdraction des ions Ca2*t
avec les phospholipides membranaires chargés négativement, affectant
ainsi la stabilité des doubles couches. )
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- + . .
Au cours de la phase de transition, le ca?” faciliterait
la formation de pores existant temporairement au niveau des membranes
que pourrait alors traverser |'ADN, ‘

La transformation est un processus qui nécessite de |'énergie
(CHAUSTOVA et al, 1980), le Ca2+ pourrait & ce niveau avoir un rdle
dans le mécanisme énergétique 1ié a I'ATP.

L'ion Mg2+ de méme semble avoir pour certaines especes
bactériennes, un rdle essentiel pour la transformation, notamment pour
E.coli (VAN DIE et al, 1983; CHANG, 1982). Cela a particuliérement bien
été étudié chez Azotobacter vinelandii ol aucune transformation n'a lieu
sans magnésium (PAGE et VON TIGERSTRON, 1979). Selon ces auteurs, le
Ca2+ ne peut remplacer le M92+. Ce dernier ion aurait un réle dans
I'accrochage ou le transport de {'ADN,

MULDER et VENEMA (1982) ont observé que l'activité des
endonucléases liées a l'entrée de |'ADN était dépendante de la présence
d'ions manganése ou magnésium, ainsi |'adjonction de MgCly dans le
milieu de transformation serait un facteur important pour I|'action des
nucléases au cours des premiéres étapes de transformation.

Ces deux ions Ca2* et Mg2+ semblent en général palier aux
exigences particuligres permettant le transport de I'ADN dans la cellule i
récéptrice.

Cependant récemment, diverses techniques utilisant du
polyéthyléneglycol (PEG) ont été rapportées comme favorisant la transfor-
mation chez E.coli (KLEBE et al, 1983 ; HIMENO et al, 1984) en |'augmen-
tant d'un facteur de 5, ainsi que chez une trés grande variété de
microorganismes dont Clostridium perfringens (HEEFNER et al, 1984) et
B.sphaericus (ORZECH et BURKE, 1984). |

Cette technique est généralement associée & un traitement
par CaClg.

HIMENO et al, (1984) suggérent que le PEG permettrait ia
condensation des molécules d'ADN, prévenant ainsi |'attaque par les \
exonucléases et facilitant leur pénétration dans la cellule. ‘

Lorsque les conditions optimales sont présentes, |'ADN
est ajouté aux cellules compétentes. |l ne reste plus qu'a tr'ansfér‘er'X
et sélectionner le phénotype recherché.

4.2.4. Les étapes de la transformation.

La transformation d'une bactérie réceptrice est |'aboutissement ‘,
d'une série d'étapes conduisant & la recombinaison génétique entre |'ADN l
donneur et receveur qui permet a la cellule hdte d'acquérir un phénotype
nouveau.

4.2.4.1, L'association ADN - bactérie.
L'ADN entre en contact avec la cellule compétente et s'associe

a celle-ci au niveau du facteur d'accrochage. Cette association semble
fragile mais peut devenir irréversible.

Un changement de température peut induire des altérations
membranaires et favoriser cet accrochage permettant peut &tre une réorien- l
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tation des sites d'attachement de |'ADN sur la bactérie (WEPPNER et
LEACH, 1978),

L'attachement s'effectue pratiquement en moins de dix
minutes aprés contact des cellules avec ['ADN (LACKS et GREENBERG,
1976) et ['ADN accroché a I'extérieur est sous forme bicaténaire et
encore accessible aux agents externes.

4.2.4.2. Pénétration de |'ADN.

Dés que I'ADN est stablement associé a ila celiule réceptrice,
les nucléases interviennent et permettent la pénétration de !'ADN dans
la cellule-hdte.

Au niveau ou |I'ADN est attaché aux protéines d'accrochage
(BindingProtein), des coupures ont lieu sur ('un des brins.

La protéine d'accrochage devient alors attachée & ! 'extrémité
5' de la coupure. Pour initier 1'entrée, une désoxyribonucléase membra-
naire adjacente & la protéine d'accrochage coupe le brin opposé a partir
de la coupure d'origine (LACKS et GREENBERG, 1978).

L'entrée commence par passage du brin accroché a la protéine,
dans la cellule alors que le brin opposé est coupé et dégradé a |'exté-
rieur en oligonucléotides (.LACKS et NEUBERGER,1975; LACKS,1979 ;

MULDER et VENEMA, 1982).

Ainsi, l'endonuclease agirait comme une translocase, atta-
quant et dégradant |'un des brins de I'ADN et facilitant |'entrée du brin
complémentaire dans la cellule.

Un modéle moléculaire de |'accrochage et entrée de |'ADN
chez D.pneumoniae a été proposé par LACKS et GREENBERG (1976).

Ot:gonucieotides —
1
A

",

..

Inside
Outside

I : formation de coupures simple brin au niveau de I'attachement de I'ADN
a la protéine d'accrochage )

II : formation de coupures double brin et initiation de I'entrée de I'ADN

0l : entrée de I'ADN catalysée par la DNase membranaire qui dégrade un
bein de I'ADN en oligonucléotides tout en conduisant le brin complé-
mentaire dans la cellule,

-

Fig.6 : Modéle moléculaire des étapes de la transformation chez
D.pneumoniae {LACKS et GREENBERG,1976).
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Selon ces auteurs, |'endonucléase ferait partie d'un complexe
protéique qui traverse la membrane et forme un canal aqueux par
jequel le brin d'ADN s'introduit dans la cellule.

Au cours de son transport, |'ADN voit son activité biologique
annulée, |'activité transformante des brins uniques étant beaucoup plus

faible que celle de I'ADN natif. Cette phase est nommée phase d'éclipse au
cours de laquelle le brin donneur est associé aux composés cellulaires pour

former une structure appelée complexe d'éclipse.

Ce complexe contient au moins une protéine de PM 19 500
chez S.pneumoniae qui synthétisée spécifiquement pendant la compétence,
aurait un rdle dans le transport, la protection contre les nucléases
ou la promotion de la recombinaison (VIJAYAKUMAR et MORRISON, 1983).

Il semble évident selon ces auteurs que |'ADN associé a ce
complexe protéique d'éclipse serait le précurseur de la réaction d'in-
tégration.

La pénétration de i'ADN dans la cellule rencontre différentes
barriéres, mais le mécanisme n'a jamais encore été décrit.

I"ADN semblerait traverser ia membrane externe par |'inter-
médiaire de "Binding Protein" intervenant dans le transport de subsirats
dans la cellule.

La traversée du peptidoglycanne constituant la paroi serait
possible au niveau des sites de croissance de cette structure (DROZANSKA
et al, 1982).

Lorsque |'ADN a franchi ces barriéres, il se trouve libéré
dans le cytoplasme ol il va pouvoir se recombiner avec |'ADN receveur
de la cellule-hdte. ‘

4.2.4.3. Recombinaison ADN donneur-receveur.

L'ADN donneur qui a pénétré dans la cellule se trouve sous
forme monocaténaire.

Juste aprés son entrée, ce brin d'ADN donneur forme un
complexe instable avec ['ADN receveur ol un appariement de bases
non covalent S'effectue au départ.

Le complexe se trouve ensuite 1ié covalentiellement et. devient
stable (VAN RANDEM et VENEMA, 1981). Cet appariement est impliqué
dans les premiéres étapes de la recombinaison, et une grande homologie
est généralement nécessaire pour |'obtention de ce complexe stable.

Des protéines semblent impliquées dans |'ouverture de la
double hélice de 1'ADN receveur et stabilisent ces régions ouvertes chez
B.subtilis (VAN RANDEM et al, 1982).

Cette possibilité est intéressante d'autant pius que |'on sait
qu'une protéine rec A chez E.coli facilite !'appari ement de brins uniques
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au niveau des régions homologues.

Chez S.pneumoniae des mutants capables de transporter |'ADN
a 1'intérieur de leur cytoplasme mais incapables de |'intégrer dans
leur génome ont été obtenus par MORRISON et al, (1983). Ces mutants
appelés Rec” sont incapables de conduire & la formation d'hétéroduplex
recombinant ADN donneur-receveur.

MEJEAN et CLAVERYS (1984) ont de méme étudié |'intégration
d'ADN marqué radioactivement dans la région hoiologue du chromosome
chez cette méme bactérie. Juste aprés son entrée, seule une petite partie
de 1'ADN s'intégre dans le chromosome alors que la plupart du matériel
donneur est dégradé en fragments de moins de 2 Kb de long.

Ainsi, la transformation bien qu'apparemment simple dans son
principe est un phénoméne complexe oUu de nombreux facteurs interviennent
et sont nécessaires a |'intégration et a |'expression de cet ADN donneur

dans la cellule-hote.




MATERIEL ET METHODES
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I - LES SOUCHES BACTERIENNES UTILISEES

1.1. LES SOUCHES DE RHIZOBIUM
1.1.1. Rhizobium meliloti

- La souche MSNl m, exigente en isoleucine et
en valine (MSNl He_Va‘I_estk utilisée comme souche réceptrice pour la
transformation., Elle a été obtenue par !'action de la N- Méthyl-N'-Nitro-N-

Nitrosoguanidine (N.T.G.) sur la souche M_N .,k sauvage.

51
.+ + ,
- La souche M5N1 lle Val-. (ILV '} est un révertant
spontané prototrophe de la souche McN, Ite"Val. Les transformations sont

réalisées a partir de 1'ADN extrait de cette bactérie.

- La souche 444

Elile est utilisée comme témoin négatif lors des

tests d'hybridation.

- La souche 2009

Méme utilisation que la souche 444.

1.2. LA SOUCHE D'ESCHERICHIA COLI

- La souche CNCM 7624

Eile est utilisée comme témoin négatif lors des
tests d'hybridation.

e

SOUCHZS ORIGINE 1 SOLEMENT PHENOTYPE
R.meliloti I
M_N u.s.T. Lille | M.sativa de sauvage
571 Lab.de Microbiologie Lille
M5N1 " . " Ite"Vai~
A44 G. TRUCHET non connu sauvage
Marseille
P. PICHINOTY .
2009 R.C.R. {(Rothamstet col- Hon connu sauvage
lection of Rhizobium)
E.coli Centre National de sauvage

. coliections microbiennes
CNCM 7624

TABLEAU 2 : SOUCHES UTILISEES




IT - MILIEUX DE CULTURE

ajouté 3 la concentration de 1%.

2.1. MILIEU RHIZOBIUM COMPLET RC

MgSO‘Af , 7 HZO ceesesassassssecess 0,2 g
KZHPOJ‘;: | g
Extrait de levure ...c.cecenccoeess 1 g

Eau distillée gSp cvvevreeeeneneess 1 1

pH 7,2 4 7,5

Stériiisation & 120°C pendant 20 mn

Le glucose constituant la source de carbone est

tol a la méme concentration, celui-ci permettant |'expression du

caractére de mucosité.

permettra |'isolement, la conservation et les numérations des colonies

de R.meliloti.

Le milieu additionné d'agar & 15 g/! (RCG)

2.2. MILIEU RHIZOBIUM MINIMUM R

MgSO4 , 7 HO i, 0,2 g

2
K HPO, +eenne, e ceeeee 1 g
NH4 NQB ceseeneses 0,5 g
Eau distillée Qsp +vvveenn. 1 |

pH 7,2 & 7,5

Stérilisation a 120°C pendant 20 mn

Ce milieu peut &tre utilisé tel quel pour les

dilutions ou additionné de glucose & 1%, de biotine & 0,0S;g/mI et

de thiamine a 0,01)g/m| pour les cultures (R Gle H B1).

Additionné d'agar a 15 g/l, il permettra les

numérations des bactéries transformées.

1l peut &tre remplacé par du manni-
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tion de 1,3 g/
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- 2.3. MILIEU DE COMPETENCE

2.4.

2.5.

Ce milieu mis au point pour le développement de
la compétence des bactéries réceptrices est utilisé additionné de
glucose a 1%, d'extrait de levure & 0,1 % et d'hydrolysat de caséine

a 0,1% (COURTOIS, 1982).

MILIEU SANS PHOSPHATE (M-P).

NH S0, ©evenrernnanniennn. e ... 0,1 g
Eau distillée QSp cevveernrenrennnss veee 1 |
pH 7,2

Ce milieu est utilisé comme milieu de transformation.

MILIEU TY

TPy PIONE ittt nrseensessosssnsesessnsanes D g
Extrait de levure ........ G
Fau distillée QSP cevveveeeeeeroreneeees o1 1

pH 7,2 4 7,5

Stérilisation a8 120°C pendant 20 mn.

Ce milieu est additionné de CaCI2 a la concentra-

It est Utilisé comme milieu riche pour la culture

des souches de Rhizobium.

2.6.

MILIEU DE LURIA

NaCl ..ceevnne T | g

TrYPLlONE tiereeeeeanvsascsnnssoanssns s 10 g

Extrait de levure ...cveieeeescosascassss D g
|

Eau distillée gsp ceevesrcvvrcocassennanse 1

pH 7,3 a4 7,4
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Ce milieu est utilisé pour les cultures des souches
_d'E.coli.

2.7. MILIEU DE NICOL ET THORTON

K2HP04 . o e 0P 80 0 s 00 e o0 L] .o * " - 0,5 g

MgSOa ................. ceteeannn . 0,2 g

MaCi ............ ceaane Cteeteenaee 0,1 g

FePOA ................... ceeesssaan 1 g

Ca3(P04)2 .......................... 2 g

FeCI3 ......................... eess 1 ml d'une solution

mére a 10 g/I

Eau distillée gSp .veeeeeeneneens vees 1 |

pH 7,2

Ce milieu est utilisé pour la croissance des plantules
de luzerne.

2.8. MILIEU AU BLEU D'ANILINE

KZHPO4 ............................. 0,5 g
MgSOA ...... treesieececsaararaenens 0,2 g
I L O U 0,1 g
Extrait de 1evure ..coeeeeececececens 1 g
Mannitol ceieeeas sececasaresssaensas 20 g
Bleu d'aniline ..vivveenan et ecanas 0,5 g
AGar tiieieerstetrssarecasesoreseanas 20 g

~Eau distillée QSP teerreeneenncnncnn 1 |
pH 7

Ce milieu est utilisé pour mettre en évidence la
réaction avec le bleu d'aniline (recherche de mutants non muqueux).

IIT - TAMPON DE NON PROLIFERATION (TNP)

M50, werreirniens e, 0,2 a
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Ce tampon est utilisé pour les dilutions, lavages

ou cultures en non prolifération ne devant pas contenir d'azote.

IV - PREPARATION D’ADN TOTAL
4.1, EXTRACTION ET PURIFICATION
L'ADN est extrait 3 partir de la souche intéressée

cultivée en fermenteur en milieu TY, selon la technique au phénol
de MIURA (1967).

Cette technique est basée sur une déprotéinisation

au phénol pH9 suivie de la précipitation de |' ADN par I"éthanol .

La pureté de 1'ADN est appréciée par comparaison

de la D.O. & 260 nm et de celies mesurées a 230 nm et 280 nm.
4.2, ESTIMATION DE LA QUANTITE D'ADN OBTENUE

Elle est donnée par la valeur de la densité optique

a 260 nm sachant qu'une D.0. de 20 correspond & 1 mg/ml d'ADN.

4.3. PURIFICATION DE L'ADN

L'ADN peut &tre purifié par gel filtration sur une
colonne de séphadex G 50 medium éluée par une solution de NaCl
0,15 M pH7.

Ce fractionnement de |'ADN permet de séparer

grossiérement |'ADN '"long brin" élué en premier de 1'ADN ‘'petit brin",
4.4, CONSERVATION DE L' ADN

L'ADN sera amené a une concentration de 0,1 mg/ml,

concentration optimale pour la transformation.

Cette solution sera stérilisée par addition de

chloroforme et stockée a 4°C.
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Le chloroforme sera é&liminé au moment de |'utili-

sation par centrifugation , puis évaporation de la phase aqueuse a 37°C.

V - TECHNIQUE DE TRANSFORMATION

Cette technique a été mise au point récemment au
laboratoire par COURTOIS (1982).

La transformation s'effectue par transfert de |'ADN

issu de la souche donnatrice M N1I]ef‘Va~l+de R.meliloli vers la

5

souche réceptrice M5N1 “T1e"val~

5.1. TRAITEMENT DES CELLULES

Les cellules réceptrices sont cultivées en milieu de
compétence a 30°C en bain marie agité, puis placées trois heures

avant la transformation en culture statique a 30°C.

Les cellules sont alors déformées, ce qui facilite leur

compétence.

A ce stade est effectuée une numération {(temps To)

sur milieu R Glc HB1 contenant de l'isoleucine et de la valine & 1%.

Une centrifugation ménagée en présence de saccharose
2M. est effectuée sur 10 ml de culture et le culot est repris par 1,6 ml
de milieu M-P. Cette suspension est répartie en deux tubes

- le premier tube constituant le tube réactionnel,

- le deuxiéme tube constituant le tube témoin.
5.2. TRANSFORMAT |ON

Chacun des deux tubes est alors traité selon les

conditions suivantes
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Tube témoin Tube réactionnel

- 0,8 ml de suspension

0,8 ml de suspension

cellulaire cellulaire

+ 0,1 ml de MgCl, 1 M

2 + 0,1 ml de MgCl2 T M
+ 0,5 m! d'ADN donneur
mélanges placés 15 mm a 0°C
+ 0,1 ml de CaCl, 0,1 M +- 0,1 ml de CaCi, 0,1 m

2 2

mélanges placés 15 mn a 0°C

chaque mélange

5 mn a
15 mn &
5 mn a
puis est incubé

T désiré.

5.3.

subit alors une série de chocs thermiques.
37°C
o0°C
37°C

en bain marie statique a 30°C pendant un temps

NUMERATIONS ET CALCUL DE FREQUENCE

Des numérations peuvent &tre effectuées au cours du

temps, ce qui permet d'établir une cinétique de fréquence de transforma-

tion.

Pour chaque temps, on effectue :

- Une numérationi du tube réactionnel sur :

- Une numération du tube témoin, sur milieu RGlc HB1 donnant

milieu RGlc HB, lIle Val donnant le nombre de bactéries
viables totales.

milieu RGlc HB, donnant le nombre de bactéries ayant
acquis le caractére [|let Val?*

le nombre d'éventuels révertants ou mutants spontanés.

- Un étalement de la solution d'ADN afin de vérifier sa

stérilité.

Les fréquences de transformation sont déterminées

a partir des valeurs des numérations, le nombre de transformés "vrais'

. .. . s + + o,
étant le nombre de bactéries ayant acquis le caractere lle Val diminué

du nombre de révertants ou mutants spontanés.

Ainsi, la fréquence de transformation F sera déterminée

selon de calcul suivant
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F = Nombre de transformés "vrais"
Nombre de bactéries totales du
mélange de transformation

VI - ETUDE DES PROPRIETES INFECTIVES

Cette propriété se détecte par |'inoculation des souches
a4 tester & des plantules de luzerne cultivées aseptiquement en milieu
de Nicol et Thorton (AL!, 1982).

L'isolement des bactéries de ces nodules est décrit par
GRESSHOFF et ROLFE (1978).

VII - TYPAGE PHAGIQUE

Cette méthode permet de visualiser la sensibilité ou la

résistance d'une souche aux phages.

0,3 ml d'une culture sont mélangés a 3 ml d'une gélose

pour bactériophage de composition suivante

Na,HPO,, 10 H,0 tiuvuviiiivaieineereiniecaerenans 0,45 g

2 2
NaZSOA’ 10 HZO P & I @ [ <
KNO3 S ¢ M o T« |

FeCl3 ettt e e tiices sttt asaenetetcennernreensrnssenes 1 m & 1%

CaCl2 ,2H20 ettt Creeceiaarerenne ceeeses 0,06 g
MgClz N & T O B <
Mannitol .t.eeeeinrioseeenssssvssancossosssassseassnsensl g
AQar tiiiiitiatintancnstttctssscrresssaserascasnsnnse 1,9 g

Eau distillée gSP veeeeereveresncnnosasecnsraosnennns | !

Stéritisation a 105°C pendant 30 mn.

Le mélange est étalé sur une boite contenant du RC mannité
et aprés séchage une goutte de suspension phagique & tester est

déposée au centre de la boite.
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Une lyse éventuelle des bactéries par les phages entrainera

une plage d'inhibition de croissance.

VIIT - LYSE EN ELECTROPHORESE SUR GEL D'AGAROSE

Cette méthode permet de visualiser rapidement le contenu
plasmidique des souches de Rhizobium et d'E.Coli par lyse douce directe
des bactéries placées dans une alvéole d'un gel d'agarose.

Elle dérive de la méthode d'ECKARDT (1978) et permet de

mettre en évidence les mégaplasmides de R.meliloti.

8.1 . LYSE CELLULAIRE

- Les cultures bactériennes sont effectuées jusqu'en phase

exponentielle de croissance (D.0. 0,3 & 0,7) dans le milieu TY ou luria

- l'équivalent. de 0,5 ml d'une culture & D.0. 0,3 est
placé dans un tube "Eppendorf". Un volume de tampon Tris HCI 50 mM,
Naz EDTA 20mM, pH8 additionné de sarkosyl & 1% est ajouté dans le
tube. Le tout mélangé doucement est placé dans la glace. Ce traitement

permet de fragiliser les celliules.

‘= Chaque tube est centrifugé 4 mn & température ambiante
dans une centrifugeuse de type Eppendorf. Le surnageant est aussitdt

éliminé 3 |'aide d'une seringue.

- le culot cellulaire est remis en suspension par 60,.!
de tampon d'éiectrophorése Tris 89.mM,Na,EDTA 2,5 mM,B(OH)3 89 mM,
pH8,3 contenant du saccharose & 25%, 1 unité de ribonucléase A/ml| et

1 mg/ml de lysozyme.

- la suspension est homogénéisée au moyen d'un agitateur
"Vortex'. Elle est immédiatement déposée dans une alvéole d'un gel ver-
tical & 1% coulé entre deux plaques de verre espacées de 3 mm (Cuve

Biorad Proteam cell).

- 90)1 de tampon d'électrophorése contenant 1% de SDS,
0,4% d'agarose et 0,05% de bleu de bromophénol sont ajoutés au-dessus

du dépdt. Le SDS provoquera la lyse des sphéroplastes.
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8.2. MIGRATION ELECTROPHORETIQUE

La migration s'effectue dans du tampon d'éiectrophoreése
sous |'effet d'un champ électrique tout d'abord faible (45 mn & 30 V),
puis plus important (1H 30 mn & 130 V). Les molécules plasmidiques

vont alors pénétrer puis migrer dans le gel.
8.3. VISUALISATION DES BANDES PLASMIDIQUES

Elle s'effectue pas trempage du gel dans un bain de
bromure d'éthidium ((Br Et) a ll.g/ml pendant 30 mn. La fluorescence

des bandes est visualisée sur un transiliuminateur.en UV.

IX - PREPARATION D’ADN PLASMIDIQUE

Nous avons utilisé la méthode de préparation par lyse alcaline
décrite par JOUANIN et al (1981) dérivée de la méthode de CURRIER et
NESTER (1976).

Cette technique permet la préparation des plasmides de taille
importante tel le plasmide moven de R.melédloti M5N1 dont le poids

moléculaire est de 90 Md.
9.1. LYSE ET EXTRACTION

Les bactéries sont cultivées jusqu'en phase stationnaire
de croissance, puis lavées par 85 ml de tampon TE {(Tris HC! 50 mM,

NaZEDTA 20 mM pH8) pour 1,5 g de cellules.

-~

- la lyse s'effectue en présence de 5 ml de SDS & 20% et

de 10 mi de pronase a 5 mg/mi pendant 20 mn & 37°C.

A

- Le pH est alors réajusté & 12,45 I 0,05 a |'aide

d'une solution de NaOH 3N.

- l'addition de 20 ml de tampon Tris HCl pH7 permet de

revenir a pH 8,5.

- la suspension est alors.laissée 15 mn & 0°C, puis



est aditionnée d'une solution de NaCl! 5M, afin d'obtenir une concen-
tration finale de 1M. Cela va permettre la précipitation sélective de
LA*ADN chromosomique et des débris cellulaires. Ce mélange est laissé
1H & o°C.

- Les protéines et agrégats d'ADN chromosomique sont

éliminés par centrifugation (10 mn a 15000 g ).

- le surnageant est additionné de polyéthyiéne glycol

6000 (PEG) & 50% & une concentration de 10%. Une nuit a 0°C va

" permettre la précipitation des molécules d'ADN plasmidique.

- le précipité est récupéré par centrifugation a basse

vitesse (20 mn & 2000 g) puis dissout dans du tampon TE.

9.2. PURIFICATION DE L'ADN PLASMIDIQUE EN GRADIENT
DE CsCIl/BrEt

9.2.1. Principe

L'ADN plasmidique est purifié par centrifugation

dans un gradient de chlorure de césium-bromure d'éthidium.

47

le. BrEt diminuant la densité de |'ADN, les molécules

plasmidiques sous forme superhélicoidale seront donc plus denses que

les molécules linéaires ou circulaires ouvertes et se placeront donc dans

la zdne concentrée du gradient de chlorure de césium, c'est-a-dire en

une bande inférieure visualisée par fluorescence en UV

< Débris protéiques

Forme LDNA et OC DNA.

. Forme CCC DNA

Culot d'ARN

(
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9.2.2. Protocole expérimental

- Le culot plasmidique dissout dans le tampon

TE est compliété par

CSCb tiiieererresessssssanssanensass 9,6 g

N Lauryl sarcosinate de sodium
<

B 5% verenennerecniinrenennensness 0,3 mi

TE QSP +teveesserosssscanasesnnses L 11,7 mi

Une précentrifugation effectuée dans un rotor
60 Ti 20 mn & 40000 g permettra d'éliminer le maximum de débris

protéiques.

La solution purifiée sera additionnée de 0,3 mi
d'une solution de BrEt & 10 mg/ml| dans du tampon TE, puis centri-
fugée 48 H a 42000 rpm a 20°C dans un rotor 50 Ti.

- La bande plasmidique visualisée en UV est préle-

vée 3 la pipette automatique avec un embout coupé.

- Le bromure d'éthidium est éliminé par adjonction
plusieurs fois d'un volume d'isopropanol saturé en CsCI-TE. Une absence
de fluorescence en UV de la phase aqueuse indique |'élimination totale
du BrEt.

- Les molécules plasmidiques récupérées de cette
LEDTA 0,5 mM,
pH8) sont culotées par centrifugation a 150 000 g pendant 16 H & 20°C

phase complétée par du tampon TE' (Tris HC| 50 mM, Na
dans un rotor 50 Ti.
- Le petit culot d' ADN plasmidique est dissout

délicatement dans 100 1 de tampon. Le tampon utilisé sera fonction des
).

manipulations ultérieures.

X - ELECTROPHORESE HORIZONTALE EN GEL D"AGAROSE

10.1.Principe

Cette technique permet de séparer et d'identifier les

molécules d'ADN. La migration des molécules d'ADN chargées négativement
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grice a leurs groupements phosphates s'effectue dans un gel d'agarose

traversé par un champ électrique.

La vitesse de migration dépend de la masse moléculaire
des particules et de leur conformation. Elle est inversement proportion-
nelle au logarithme décimal de leur masse moléculaire, ce qui permet

d'établir une relation

Log‘o M.R. = A Iog10 M.M, + B

M.R. = Migration retative meésurée sur le gel
M.M. = Masse moléculaire d'une molécule

A et B= Constantes caractéristiques de |'électrophorése

Cette méthode permettra de visualiser d'une part, les
différentes formes d'une molécule plasmidique (CCC DNA, OC DNA, L DNA)
et d'autre part, de comparer les poids moléculaires des molécules plas-

midiques de méme configuration spatiale.

La forme circulaire ouverte des plasmides de PM supérieur

2

4 30 Md reste au niveau du dépdt, ne pouvant pénétrer dans le gel.

La forme superhélicoidale migre moins vite que la forme
lindaire pour des gels de 0,8 & 1,2% en agarose,mais cela est inversé

pour des gels de 0,4 & 0,6%.
10.2. Protocole

Pour visualiser les différentes formes de 1'ADN plasmi-
dique purifié ou pour comparer son profil de digestion enzymatique, il
est préférable d'utiliser |'électrophorése en gel d'agarose horizontal

(plaque Biorad électrophoresis cell 1415).

La solution plasmidique & tester est additionnée de
tampon d'électrophorése contenant du saccharose a 5% et du bleu de

bromophénol & 1%.

Le dépdt s'effectue dans |'alvéole du gel recouvert de

tampon d'électrophorése.
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La migration s'effectue directement a4 130 V pendant 2 3 4H

suivant la concentration du gel et le type de manipulation.

La visualisation s'effectue par trempage du gel dans un

bain de BrEt a 1)g/ml pendant 30 mn.

XI - LES ENZYMES DE RESTRICTION

11.1. Principe

Les bactéries possédent des systémes de restriction et de
modification qui permettent la préservation de ta spécificité génétique

des espeéces.

On nomme endonucléase de restriction ou enzyme de res-
triction, une enzyme capable de dégrader de fagon spécifique tout ADN
étranger. la protection de 1'ADN de ['hdte contre ses propres emzymes de
restriction est réalisée par une modification qui consiste en une méthy-
lation deicertaines bases particuliéres qui sont précisément celles qui
interviennent dans les séquences de reconnaissance de I'enzyme de restric-
tion elle-méme. Cela protége |'information endogéne de |'activité des

enzymes de restriction de la cellule.

Les endonucléases de restriction ont donc pour sites de
reconnaissance des séquences spécifiques de bases sur |'ADN bicaténaire.
Elles coupent (c'est la restriction) & proximité ou au niveau méme de ces

sites de reconnaissance lorsque cet ADN n'est pas méthylé (modification).

Ces endonucléases sont classées en trois groupes différents

- type I et type III ayant une activité de restriction et
de modification

- type II n'ayant qu'une activité de restriction.

a) tes enzymes de type I :
Elles ont leur site de coupure éloigné de leur site de reconnaissance

et coupe plus ou moins au hasard.

b) les enzymes de type ITL

Eiles coupent & |'extérieur ou dans leur site de reconnaissance, mais
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les deux extrémités complémentaires produites par coupures décalées
ne sont spécifiques que d'un site de reconnaissance donné. Une
extrémité donnée n'aura pratiquement comme homologue que celle qui

se trouvait en face avant la coupure.

Ce sont pratiquement les seules enzymes de restriction utilisées en
génétique. Elles reconnaissent |'ADN en des sites particuliers soit dans

leurs sites de reconnaissance ou a proximité immédiate d'eux.

Le site de coupure peut correspondre & l'axe de symétrie des deux
brins de I'ADN, ce qui aboutit a une coupure franche donnant

naissance a des "bouts francs'".

ex : Enzyme Hae IIL

5 -G - G C -C - 3
3' = C-C G -G -5
Lorsque le site de coupure est décalé de part et d'autre de 1'axe

de symétrie, la coupure est dite cohésive produisant des extrémités

cohésives se terminant soit en 5' (Eco RI), soit en 3' (Pst 1).

Les extrémités cohésives ont la particularité de pouvoir se réassocier

par liaisons hydrogéne entre les bases libres ainsi démasquées.

ex ¢ Eco R 1 1«
-5 -Gl [A-A-T-T-¢C-3
—3'-—.C-T—T~A—A.I~~ le - s
Pst 1 1
-5 C-T-C-6-A| |G - 3
-3'6G61 | A-G-C-T-cC-5

I

Ces enzymes sont fréquemment utilisées en biologie moléculaire, leur

site d'action étant parfaitement connu.

La ligation d'extrémités cohésives produites aprés digestion des
enzymes de restriction permet d'associer les molécules d'ADN d'origine
différente. Cette technique est trés utilisée dans: les expériences

de clonage.
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11.2. Protocole

Chaque endonucléase de restriction nécessite une condition .
particuliégre d'emploi. Pour chaque réaction, il faut donc des tampons
de réaction et de dilution de compositions variables et des températures

d!'incubation spécifiques.

Toutes ces conditions sont données par une fiche technique

du fabricant, accompagnant |'enzyme.

Les digestions enzymatiques sont réalisées dans un tube
"Eppendorf" stérile sur 0,5 a 1 pg d'ADN pour 1 U. d'enzyme dans un
volume final de 20 a. SO)I de tampon de réaction correspondant a
I'enzyme. Ces conditions doivent &tre établies dans chaque cas pour

avoir un bon rapport Enzyme-Substrat.

La réaction enzymatique peut &tre stoppée par une tempéra-
ture élevée (65°C) mais généralement, |'arrét de la réaction s'effectue
par addition d'un tampon d'arrét contenant de |'urée 3 4 mole/l, du

sucrose a 50%, de |'EDTA,Na, 50mM pH7 et du bleu de bromophénol a

2
0,1% qui permettra de visualiser la migration électrophorétique ultérieure.

Aprés arrét de la réaction, le mélange d'incubation est
déposé sur un gel d'agarose horizontal et la migration s'effectue pendant

2 4 4H sous tension de 130 V.

Les différents fragments d'ADN obtenus peuvent &tre comparés

a des fragments issus de la digestion enzymatique de I'ADN du phage

dont les poids moléculaires sont connus.

Pour nos études, nous avons utilisé quelques unes des

endonucliéases de la collection

Enzyme Origine Fabricant
Sma | Serratia marcescens Sb Boehringer
Xba | Xanthomonas badrii "

Kpn | Klebsiella pneummniae "
Hind 111 Haemophilus influenzae Rd n

Bgl 1| Bacillus globigii
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XIT - MARQUAGE D’ADN IN VITRO
12.1. MARQUAGE

Les molécules d'ADN peuvent &tre marquées radiocacti-
vement in vitro afin d'é@tre utilisées comme sonde dans les techniques

d'hybridation.

La manipulation s'effectue au moyen d'un kit préparé
par les laboratoires BRL (Bethesda Research laboratories) qui fournis-
sent le protocoie expérimental.

Le marqueur utilisé est le 35 S ATP fourni par NEN

(New England Nuclear).

Le marquage s'éffectue. en incubant 1H & 15°C
- 1}9 d'ADN a marquer
- 6}.1 de 355 ATP soit 60}.ci

- 5}~l de tampon Tris HCI 500 mM pH7,8, MgCl_, 50 mM,
2 mercaptoéthanol 100 mM, sérum albumine Bovine
100 )\g/ml contenant les trois autres déoxyribonucléo-
tidés froids : CTP, GTP, TTP a 0,2 mM.

- 54 d'une solution composée de :
0,4 U/Al de DNA polymérase I
AOpg/}I de DNAse |
dans un tampon Tris HC! 50 mM pH7,5, acétate de
magnésium 5 mM, 2 mercaptoéthanol 1 mM, PMSF 0,1 mM, glycérol 50%,

Sérum albumine bovine 100].g/m|

- Eau distillée qgsp AS).I

Le marquage est stoppé par addition de 5}.! de

solution d'arrét composé de Na, EDTA 300 mM pHS8.

2
12.2. COMPTAGE
. r e . . 35
Afin de vérifier la bonne incorporation du S ATP,
le comptage s'effectue en mélangeant

- T du mélange d'incubation

- 1 mi d'une solution d'ADN de sperme de hareng a
1 mg/ml

- 1,1 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20%.
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Ce mélange placé 1H a 0°C est ensuite filtré sur filtre
whatman GF/C. Le filtre est rincé par du TCA a 5%, puis par un mélange

volume-volume d'éthanol-éther.

Le comptage s$'effectue au moyen d'un.compteur & scin-
P

tillation Beckman LS 2000 dans un liquide scintillant Beckman HP.

Pour que le marquage soit correct, il faut que |'incor-
poration de 355 ATP corresponde & environ 10'7 d.p.m. par microgramme

d'ADN.
12.3. SEPARATION DE L'ADN MARQUE DES BASES NUCLEOTIDIQUES

Le mélange d'incubation ayant servi au marquage est
additionné d'un demi-volume d'acétate d'ammonium a 7,5 M et de deux

volumes d'éthanol glacé (& - 20°C).

Aprés une nuit &-20°C, |1'ADN précipité est récupéré
par centrifugation puis repris dans le tampon utilisé pour la suite des

manipulations.

XII1 - TRANSFERT ET HYBRIDATION D’ADN

La méthode de transfert utilisée pour les tests d'hybridation
est une méthode mise au point par les laboratoires NEN utilisant les -

membranes "Gene Screen'.

‘ Il s'agit de la méthode de WAHL et al (1979) dont le trans-
fert est basé sur la méthode traditionnelle de SOUTHERN (1975) par

passage de 1'ADN du ge! sur ia membrane par capillarité.
13%1. TRANSFERT
- le gel d'agarose aprés migration électrophorétique et
révélation par le BrEt est placé 10 mn sous lumiére UV afin de déna-

turer 1'ADN incorporé.

- Il est alors placé dans un bain d'HC! 0,25 N pendant

15 mn en légére agitation a température ambiante. L'acide étant rejeté



I'opération est répétée une fas.

- Aprés un bref lavage a |'eau distiliée, le gel est
alors agité doucement dans un bain contenant une solution de NaOH 0,2 N,
NaCi 0,6 M pendant 30 mn.

- 1l est ensuite lavé trois fois dans du tampon phosphate

Na2 HPO4 /Na H

agitation.

2 PO4 0,025 M pH6,5 pendant une heure sous légeére

- La membrane gene screen adaptée aux dimensions du gel

est agitée 15 mn dans du tampon phosphate pH6,5.

- le transfert s'effectue alors de maniére suivante

. Le gel est placé sur deux feuilles de papier filtre
Whatman 3M déposées sur une plague de verre. Le papier filtre est en
contact par ses extrémités avec le tampon phosphate assurant ainsi un
transfert du tampon au travers du gel vers la membrane plaéée sur

celui-ci.
. Cing feuilles de papier Whatman 3M de méme taille

que le gel et la membrane sont placées au-dessus.

plusieurs couches de papier absorbant vont ensuite

recouvrir le. tout, bien maintenues par un poids.

. Ce montage peut &tre schématisé ainsi
Poids
+ /
Papier absorbant
Whatman 3M

Membrane Gere Screen
"'_—_—__Gel d'agarose

L ————————.——]
RZZZZT I T IT 77777277777 T4

Plaque de verre

T_\____ Tampon phosphate

Fig 7 : SCHEMA DU MONTAGE PERMETTANT LE TRANSFERT POUR L'HYBRIDATION,
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- Le transfert s'effectue pendant 12 H en changeant fré-

quemment le papier absorbant.

- Aprés transfert, la membrane est retirée, lavée par du
tampon phosphate afin d'eniever |'agarose résiduel, séchée a température
ambiante puis chauffée de 2 &8 4 H &4 80 -~ 100°C.

13.2. PRE-HYBRIDATION

La membrane est traitée d'abord par 10 mi du méiange
suivant

Formamide déionisée ......civiiienncanneaes 50 %

Polyvinylpyrolidone (PM 40000) ........... 0,2%

Sérum albumine DBOoVINE ..vververeenenenennes 0,2%

Ficoll(PM 400 O000) ..iiiirrerincnanenannns 0,2%

Tris HCl PH7,5 tuuveereeeeneennneaneneenneas 0,05 M

NaCl tiiiiiernenereesatatssosansscancosasoannnns 1 M
Pyrophosphate de sodium .......ceevevunnnn. 0,1%
Sodium dodecy! sulfate ...veievereneencananns 0,1%.
Sulfate de dexiran .v.eeieeeeessenescasneeeas 10 %

additionné d'ADN de sperme de hareng dénaturé a concentra-
tion supérieure ou égale a 100fg/ml.

Cette solution est ajoutée dans un sac en plastique conte-
nant la membrane qui sera scellé . L'incubation s'effectue 6H & 42°C

sous agitation constante.
13.3. HYBRIDATION

2 4 3 ml de la solution suivante sont ajoutés dans le sac
plastique

FOrmamide ..veeeeeeeeeeenssssosnssaasenneesas 530 9%
Polyvinylpyrolidone (PM 40000)......ceveee.. 0,2%

Sérum albumine DOVINE .oveveveineensveeeenas 0,2%

Ficoil (PM 400 000) .iiiiiinnrrnrnnnenannsas 0,2%

Tris HCI PH7,5. e eeneenineneenasoneananes veee. 0,05 M
Pyrophosphate de sodium .....eeveeeenneceess 0,1%

Sodium dodecy! sulfate .iiiiieieeeenesneenss. 0,1%

additionné d'ADN de sperme de hareng ()IOO}g/ml)
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dénaturé et de la sonde radioactive utilisée dénaturée par la chaleur
(10 mn & 100°C, puis 5 mn & 0°C) & une concentration inférieure ou

égale a 10 ng/mi.

Le sac scellé est incubé a 42°C pendant 16 H a 24 H sous

légére agitation.

La membrane est alors lavée par

~ 2 fois 100 m! de tampon NaCl 0,3 M, Tris HCI 0,06 M
pH8, EDTA Na, 0,002 M a température ambiante sous agita-
tion constante” pendant 5 mn.

- 2 fois 100 ml du méme tampon additionné de SDS & 0 5%,

S

a 60°C sous légeére agitation pendant 30 mn.

- 2 fois 100 ml de tampon Tris base O,033M & température
ambiante sous agitation constante pendant 30 mn.

La membrane est séchée, puis mise au contact d'un film auto-

radiographique Kodack X-Amat A1L pendant 4 a 5 jours & -70°C.

13.4. REVBLATION DU FILM AUTORADIOGRAPHIQUE

Le développement s'effectue par trempage du film dans un

bain de révélateur L X 24 pendant 5 mn.
Aprés un lavage de 30 secondes sous |'eau courante, la fixa-
tion s'effectue par trempage dans un bain de fixateur AL4 pendant 2 &

4 mn, sous légére agitation.dé 5 secondes toutes les 30 secondes.

Le film est rincé a |'eau courante pendant 5 mn, puis séché.

XIV - HYBRIDATION SUR COLONIES

Nous avons utilisé une technique d'hybridation basée
sur celles décrites par GRUNSTEIN et HOGNESS (1975) et par MASS (1983),
modifiées par BECHET et ALI (comm.pers.).

Cette technique permet |'hybridation d'une sonde avec

L7ADN total d'une colonie bactérienne cultivée sur une membrane.
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14.1. PREPARATION DE LA MEMBRANE

~ La membrane "Gene Screen" adaptée & la dimension d'une

boite de pétri est lavée trois fois 1 mn dans de |'eau distiliée bouil-

lante, séchée et stérilisée 30 mn & 105°C.

- Des spots & partir des colonies a tester sont effectués

sur cette membrane déposée sur un milieu riche TY gélosé contenu dans

une boite de pétri.

- Une incubation a 30°C est effectuée jusqu'a |'obtention de

belies colonies sur la membrane (2 mm).

- La membrane est placée dans une boite de pétri en pyrex

contenant du papier Whatman 3M {(qui permettra la diffusion des diffé-

rents tampons au travers des colonies).

suivantes

- Elle est alors traitée par 15 ml de chaque tampon suivant

NaOH 0,5 N,NaCl 1,5M en chauffant par de la vapeur

d'eau bouillante pendant 6 mn jusqu'd absorption compliéte

du tampon.

. NaOH 0,5 N,NaC! 1,5 M pendant 2 mn a température
ambiante

. Tris HC! 1M pH7,4 pendant 8 mn 3 température ambiante.

. Séchage sous vide dans un dessicateur pendant 20 mn,

jusqu'a ce que les colonies prennent un aspect désséché,

. SSC 1M (NaC! 0,15 M, citrate de sodium 0,015 M pH7)

contenant 1 mg/ml de protéinase K : incubation 1 H a 37°C

La membrane est alors lavée par 20 mi des solutions

- Ethano! a 25% : 1 fois
- Chioroforme : 5 fois
- NaCl 0,3 M : simple trempage pour éliminer

débris cellulaires.

La membrane est ensuite séchée & température ambiante.

14.2. HYBRIDATION ET REVELATION

Le protocole expérimental est le méme que celui décrit

les
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précedemment pour les hybridations issues d'un transfert de gel seion
la technique décrite par N.E.N.



RESULTATS




[ - TRANSFORMATION

La technique.de transformation chez R.meliloti mise au point
récemment -au Laboratoire (COURTOIS, 1982) -a été étudide en particulier sur
N, lleval. Cette technique permet le transfert du caractére

51
+ . . .
d'auxotrophie lle Val (ILV ) & cette souche a une fréquence d'au

la souche M

s

moins 100 & 1000 fois supérieure au taux de réversion.

Les clones transformés obtenus sont morphologiquement différents de

ta souche auxotrophe d'origine.

Nos travaux se sont alors portés sur |'étude de ces cellules et
sur la détermination d'éventuelles modifications survenues aprés ce

transfert.

1.1. Transformation et fréguences

La. souche réceptrice R. meliloti McN lle"Valaprés avoir &té
amenée a |'état de compétence est transformée par addition d'ADN donneur.
+
5N1 1LV par

la méthode au phénol de MIURA (1967) et a pu &étre utilisé tel quel

Cet ADN est extrait de la souche prototrophe révertante M

ou aprés gel filtration, ce qui permet |'obtention de fragments longs

brins séparés grossiérement des brins courts.

Diverses transformations ont ainsi été réalisées. La fréquence
optimale obtenue [ors de la transformation par de 1'ADN filtré a pu
atteindre 1,7, 10_6 aprés deux heures d'incubation alors qu'une
fréquence maximale de 3,9. 10_5 a été obtenue lors de la transformation
par de ['ADN brut.

Ces fréquences reprises dans le Tableau 3 sont nettement
supérieures au taux de réversioniou de mutation spontanée pour le
. - » . b + . L, .. 3 -3 .
caractere d'auxotrophie lie Val inférieur au minimum a 10 {calculé

s

a l'aide d'un témoiny.



Nombre de bactéries Fréquence de transformation

par mi maximale obtenue
. - 8 -6
Transformation utilisant 1,6.10 /m! 1,7.-10
I*ADN filtré
. - 7 -5
Transformation utilisant 1. 10" /mi v 3,9. 10

1"ADN brut

TABLEAU 3

ETUDE DE LA FREQUENCE DE TRANSFORMATION DE LA SOUCHE
MSN]”e_Vc_';.-VDE R.MELILOTI SELON LE CARACTERE D'AUXOTROPHIE

TRV

9.
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1.2. Sélection des clomes transformés.

- La premiére série de transformations effectuées avec de |'ADN
filtré nous a permis d'obtenir des clones donnant tous de trés petites

colonies transiucides sur e milieu minimum R Glc HB1 gélosé.

Ces clones repiqués sur milieu riche RC mannité favorisant

['expression du caractére muqueux ont donné de trés petites colonies non

muqueuses, morphologiquement différentes des colonies de la souche d'origine

auxotrophe muqueuse sur ce milieu (Photos 1 et 2).

Ces clones issus de trois transformations successives ont été

numérotés arbitrairement. :

Ciones 1,2,3,4 : issus d'une premiére transformation
Clones 5,6,7 : issus d'une deuxiéme transformation

Clones 8 et 9 issus d'une troisiéme transformation

- Nous avons alors effectué des transformations en utilisant la

solution d'ADN brute non filtrée aprés extraction.

Nous avons alors sélectionné 14 clones donnant tous sur milieu
RGlc HB1 de trés petites colonies translucides mais donnant apreés isolement

sur milieu RC mannité soit :

. de trés petites colonies : clone$ A,B,C,D,E,F,G,!,M,N
non mugqueuses

. de grosses colonies : clones H,J,K,L
muqueuses

- tous ces clones repris dans le milieu de compétence et cultivés

A

a 30°C sous agitation ont été examinés en microscopie optique.

Nous avons pu alors observer que leur morphologie était
remarquablement modifiée par rapport 3 la souche initiale allant de
petites cellules allongées, de cellules ramifiées jusqu'a !'obtention de

"formes filamenteuses" (Photo 3).

Cette aptitude qulont les cellules 3 se déformer disparait

apreés repiquage des clones en milieu complet RC ainsi qu'en milieu de
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PHOTO 1 : PHOTO 2 :

ASPECT DE LA SOUCHE M5N1 ASPECT D'UN CLONE TRANSFORME
SUR MILIEU RC MANNITE SUR MILIEU RC MANNITE A 1%

A 1%




PHOTO 3

ASPECT DES CLONES TRANSFORMES CULTIVES

EN MILIEU DE COMPETENCE APRES LA
SELECTION.

a : Cellule normale
b : Cellule trés allongée ("filamenteuse')

c : Cellule branchée

64
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compétence. il est cependant 3 noter que pour les clones non mugueux, ce
caractére (non muqueux) reste stable au fur et 3 mesure des repiquages
alors que les clones qui étaient trés muqueux lors de la sélection expriment

moins ce caractére au cours des repiquages successifs.

Ces grandes modifications morphologiques des cellules trans-

formées nous ont conduit & poursuivre |'étude de ces clones afin de

savoir a quoi cela était dd.
1.3. Etude physiologique des clones transformés.
1.3.1 Etude morphologique.
Les différents clones transformés obtenus correspondent :

- Pour la majorité des cas & de petites colonies non muqueuses sur

milieu RC gélosé mannité.

Clones 1,2,3,4,5,6,7,8,9
Clones A,B,C,D,E,F,G,I ,M,N

- Pour quelques cas a des colonies muqueuses sur ce méme

milieu : clones H,J,K,L.

Cependant ce caractére s'exprime moins bien au cours du temps pour donner

des colonies trés peu muqueuses (légérement plus que les premiéres).

Tous ces clones se développent normalement en milieu RC et TY
{milieu trés riche) mais se développent assez lentement en milieu minimum

Rglc HB1.

Pour favoriser les études ultérieures, seuls les clones A non
muqueux et J muqueux ont été sélectionnés parmi ceux issus de la

derniere transformation.
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1.3.2. Etude du caractére muqueux.

Cette différence de caractére mugueux obtenue en milieu

RC gélosé mannité nous a conduit & effectuer tout d'abord un test rapide.

Le bleu d'aniline formant avec la liaison B-glucosidique
1—3 3,un complexe, conduital'obtention d'une coloration bleu nuit, ce qui
permet de sélectionner sur milieu gélosé contenant ce composé, des mutants

non muqueux de R.meliloti.

Nous avons testé sur ce milieu les clones transformés et
vérifié que la souche auxotrophe donne une réaction positive bleu ruit
avec le bleu d'aniline ainsi que les clones transformés légérement muqueux
(ex. clone J) alors que les clones transformés non muqueux (ex. clone A)

donnent une réaction négative soit aucune coloration. (Photo 4).

De méme un dosage effectué lors de précédents travaux
(LEPREVOST, 1982) selon la méthode radiochimique de COURTOIS et al (1982),
nous a permis de constater que les cellules transformées synthétisent beau-

coup mboihs d'exopolysaccharides que lta souche de départ.

1.3.3. Infectivité.

L'infectivité des plantules de luzerne étant la propriété
caractéristique de R meliloti, nous avons comparé les propriétés infectieuses
des clones transformés 1,2,3,4,5,6,7,8,9, A et J & celles de la souche
d'origine. Pour cela, nous les avons inoculés & de jeunes-plantules de

luzerne aseptiques.

L'apparition des nodules sur la racine des plantules infec-

tées par les clones transformés a été beaucoup plus tardive comparativement a

la souche MSNI et n'a pas été observée pour la totalité des clones testés.

Ces résultats sont repris dans le tableau A

Le plupart des clones testés ont donc gardé leur propriété
infectieuse, bien que celle-ci soit trés lente & apparaitre et que la
fréquence de nodulation soit beaucoup plus faible que celle obtenue par la

souche d'origine.
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PHOTO 4 : CULTURE SUR MILIEU AU BLEU D'ANILINE DE LA SOUCHE

M5N1“’e— \(alf(1) , DU CLONE TRANSFORME A (2) ET DU
CLONE TRANSFORME J (3).



TEMOIN

CLONES TRANSFORMES

Clones

M_N

51

Ie val~ 1 2 3 4 5 6 7

Nodulation

+++

TABLEAU 4

TEST D'INFECTIVITE DES SOUCHES M N]H¢_VarET

5
DES CLONES TRANSFORMES.
+++ : Nodulation position a 100%
++ : Nodulation positive ¢ 100% mais > 10%
+ : Nodulation positive & 10%

- : Nodulation négative

n

89
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1.3.4. Typage phagique.
y
La sensibilité & certains phages dgterm|né§ étant spécifique
pour chaque espéce bactérienne, un typage phagique a pu &tre utilisé

comme test pour prouver |'origine des clones trahsformés.
p

Nous avons donc utilisé quelques phages spécifiques de la
souche M5N1 de R.meliloti sélectionnés a partir de la collection du Labora-
toire ?16, ‘?19, Y20 et P21.

Ces résultats sont repris dans le Tableau 5.

Nous avons ainsi observé une perte plus ou moins partielle
de la sensibilité aux phages pour les clones transformés. 1l est & noter .
que lorsque celle-ci est positive les plages de lyse obtenue sont beaucoup
plus petites que celles obtenues pour la souche parentale.

Toutes les transformations réalisées ont abouti & |'obtention
des clones transformés ayant subi d'importantes modifications morphologiques,

biologiques et biochimiques.

L'expression de ces caractéres étant le reflet de |'information
génétique, nous avons cherché & déterminer si des modifications du génome

n'étaient pas apparues.

IT - MODIFICATIONS GENETIQUES SURVENUES LORS DE LA TRANSFORMATION.

2.1. Etude du contenu plasmidique.

L'étude bibliographique des bactéries du genre Rhizobium montre
que ces bactéries sont caractérisées par la présence de plasmides. L'espéce

R.meliloti en particulier est caractérisée par |'existence de grands plasmides.

Nous avons ainsi voulu comparer le contenu plasmidique des

clones transformés a celui de la souche d'erigine.

Nous avons donc au préalable effectué un screening de ces

clones par la méthode d'électrophorése par lyse directe sur gel d'agarose,



TEMOIN CLONES TRANSFORMES

Clones M.N, lle Val® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 A J

\;0 16 +++ + + - + - + + - - - +

P19 +++ - + + - + ~ + - - + -

‘P20 | +++ - - - - - - - _ - + _

P 21 o+ + - - - - + + - - + +
TABLEAU 5. : TEST DE SENSIBILITE AUX PHAGES Y16, P19, Y20, P21,

POUR LA SOUCHE M5N1 Ille"Val™ ET LES CLONES TRANSFORMES

< -~
+++ : Sensibilite donnant une trés grande plage de lyse
+ : Sensibilité légérement positive donnant une petite plage de lyse
- : Sensibilité négative : aucune plage de lyse

0L
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(ECKHARDT, 1978). Cette méthode permet par migration électrophorétique

de séparer les bandes plasmidiques en fonction de leur poids moléculaire.

_ Cette technique permet de voir que la souche MN, [le"Val™ de
R.meliloti posséde effectivement deux plasmides : un plasmide géant, le

mégaplasmide (1000 Md) et un plasmide moyen (90 Md) (CASSE et al, 1979).

Les résultats obtenus avec les clones transformés ont conduit

a les séparer en deux groupes (Tableau 6 )

- D'une part chez les clones transformés issus des trois
premiéres transformations (clones 1 & 9), nous n'avons jamais pu mettre en
évidence de plasmides qu'il s'agisse du mégaplasmide ou du plasmide movyen,
(Photo 5).

- D‘autre‘ part, en ce qui concerne les clones issus de la derniére
transformation (clones A & N), tous ont présenté un petit plasmide d'environ
30 Md, beaucoup plus petit que le plasmide moyen (90 Md), alors que tous
non transformée,

semblent avoir perdu les plasmides de la souche MSN

(Photos 6 et 7).

1

il est & noter que des "trainées'" d'ADN ont pu &tre visualisées
au cours des migrations électrophorétiques réalisées a partir des clones
A,B,C,D,E,F,G,I,M,N correspondant aux clones non muqueux alors que ces
"trainées'" sont toujours absentes pour les clones H,J,K,L.

-

l.a souche M5N1 de R.meliloti a donc ters de ta transformation
soit perdu son contenu plasmidique totalement (clones 1 a 9) ou soit subi
de profonds remaniements de ces éléments extrachromosomiques (clones A a N).

Nous avons alors poursuivi |'étude génétique de ces clones transformés.

Nous avons donc effectué |'extraction des petits plasmides des
clones A et J selon la technique de lyse alcaline (JOUANIN et al, 1981),
ce qui nous a permis de les &tudier comparativement aux plasmides de la
souche M‘,_.)N1 de R:meliloti .

2.2. Etude comparative des profils de restriction.

Dans les conditions classiques actuelles d'extraction, seul le




Clones Présence du Présence du Plasmide Présence d'un petit
mégaplasmide (1000 Md) moven (90 Md) plasmide (30 Md)
“Ile Vatl~ + + -
M5N1 lle Val
Transformés

1)273,4’516’7’8,9

TABLEAU &

ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE MSNI lle Val~

ET DES CLONES TRANSFORMES.

(22



PHOTO 5

ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE

M5N1Hera|_ET DES CLONES TRANSFORMES 1 & 9

a : mégaplasmide

b : plasmide moyen
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PHOTO 6 : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE M5N1 [teTVal™
(1 : mégaplasmide, 2 : plasmide moyen) ET DES CLONES

TRANSFORMES A & F (3 : petit plasmide)

MsN M L K J | H G

PHOTO 7 : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE M5N1 lieval-

(1 : mégaplasmide, 2 : plasmide moyen) ET DES CLONES
TRANSFORMES G a8 M (3 : petit plasmide).
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plasmide moyen de R.meliloti peut &tre préparé, le mégaplasmide est trés
difficile & extraire étant donné sa taille.
L'analyse comparative des petits plasmides extraits & partir

des clones transformés n'a donc pu &tre possible qu'avec le plasmide moyen.

Nous avons effectué différentes digestions enzymatiques avec
quelgques endonucléases de restriction décrites pour ne produire sur le
plasmide moyen de R. meliloti qu'un nombre de fragments limité (JOUANIN
et al, 1982).

C'est ainsi que les petits plasmides des clones A et J ainsi que le
plasmide moyen de la souche M5N1 ILV™ ont pu &tre soumis & !'action des
endonucléases de restriction Sma I, Bam HI, Xbal, KpnI, Bgl 1I et Hind 1TI.

Les profils de restriction de ces plasmides obtenus aprés migration

électrophorétique en gel d'agarose horizontal, ont pu &tre alors comparés.

Les fragments obtenus & partir des petits plasmides sont totalement

différents de ceux obtenus a partir du plasmide moyen. (Photos 8 et 9).

Nous pouvons donc supposer que ces petits plasmides ne provien-
draient pas du plasmide moyen de la souche MSN]He'_Va]'de R.meliloti.

Afin de confirmer cela et d'essayer d'établir la provenance de
ces petits plasmides, nous avons réalisé des expériences d'hybridation

entre ces petits plasmides et ['ADN de la souche d'origine.

2.3. Recherche d'homologie entre les petits plasmides des clones
transformés et les plasmides de la souche d'origine.

Nous avons effectué alors des expériences d'hybridation avec de
I'ADN plasmidique obtenu soit par lyse directe sur gel ou soit pas dépdt

du plasmide purifié, puis migration électrophorétique en gel d'agarose.

Cet ADN est ensuite transferé sur membrane ''gene Screen' selon la

technique du SOUTHERN (1975).
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e N

ABCDEFGHII JKLMNDO

PROFILS DE RESTRICTION DES PLASMIDES DE :

TEMOINS : A (plasmide moyen), B (plasmide du clone A)
C (plasmide du clone J)

. La souche M5N1 ILV™ {plasmide moyen) digéré par Sma | (D),
Bam HI (G), Xba | (J), Kpnl (M)
. Du clone transformé A digéré par Sma | (E), Bam HI (H),
Xba 1 (K), Kpn | (N)
. Du clone transformé J digéré par Sma | (F), Bam HI (1),
Xba | (L), Kpn 1 (0)
TEMOINS : A (plasmide moyen), B (plasmide du clone A)
C (plasmide du clone J)
Il H ¢ F EDC B A
PROFILS DE RESTRICTION DES PLASMIDES DE :
. La souche M.N, ILV™ (plasmide moyen) digéré par Bgl 11(D),
Hind 11l (G
. Du clone transformé A digéré par Bgl I (E)}, Hind Il (H)
. Du clone transformé J digéré par Bgl |l (F), Hind 111 (1)
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2.3.1. Recherche d'homologie avec le plasmide moyen.

Nous avons dansiun premier temps utilisé le plasmide moyen
purifié comme sonde pour les expériences d'hybridation. Celui-ci aprés
avoir été marqué radiocactivement a I'aide de 355 ATP, a été mis eni contact
avec différentes membranes issues de transfert des gels a étudier. Les
éventuelles hybridations recherchées concernent uniquement dans ce cas

les clones A a N, les autres ne présentant pas de bandes plasmidiques.

- Une premiére expérience a tenté d'hybrider ce plasmide moyen
avec les bandes plasmidiques issues de lyse directe sur gel des clones

transformés A a4 M (Photos 10 et 11).

Nous avons ainsi observé une hybridation avec le témoin

positif plasmide moyen, issu de la lyse directe de la souche M%N] fle"val—,

mais aucune hybridation n'a été visualisée avec les bandes plasmidiques

issues de la lyse des transformés. ! semblerait donc que ces petits plasmides

n'aient aucune homologie avec le plasmide moyen.

- Une expérience d'hybridation plus précise a été effectuée
en essayant d'hybrider ce plasmide moyen marqué avec les fragments issus
de la digestion par |'endonucléase de restriction Sma I, des petits plasmides

des clones A et J (Photo 12).

Une hybridation a été observée avec le témoin positif composé
de la digestion du plasmide moyen ainsi qu'avec le produit de la digestion
de 1'ADN total de la souche M5Nll.|e“_yal’par cette méme enzyme. Cependant,
aucune hybridation n'a été observée avecles fragments issus de la digestion

enzymatique des petits plasmides des clones A et J.

Ces résultats ont été confirmés par une autre manipulation.
Le plasmide moyen n'a jamais pu hybrider avec le petit plasmide du clone
transformé A, issu soit de lyse directe sur gel ou déposé aprés extraction
coupé ou non par ['enzyme Sma I (Photo 13). Le témoin positif constitué
dui plasmide moyen lui-méme coupé par llenzyme Sma I ou obtenu par lyse
directe sur gel a présenté une hybridation. Une légére homologie avec le
plasmide de la souche 444 de R.meliloti a été observée, ce qui a déja été

démontré entre diverses souches de R.meliloti (JOUANIN et al, 1982).
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AUTORADIOGRAPH IE
(Hybridation avec le
plasmide noyen marqué).

ELECTROPHRESE

i

PHOTO 10 : ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES
DES CLONES TRANSFORMES A & F (3) ET LE PLASMIDE MOYEN

(2) DE LA SOUCHE M5N1 I[/e-Val_ .

1 : mégaplasmide
2 : plasmide moyen

3 : petit plasmide
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PHOTO 11

AUTORAD | OGRAPHIE

(Hybridation avec
le plasmide mayen
mangué

ELECTROPHORESE

ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES
DES CLONES TRANSFORMES G a M (3) ET LE PLASMIDE

MOYEN (2) DE LA SOUCHE MSN1 | te"Val~

1 : Mégaplasmide
2 : Plasmide moyen

3 : Petit plasmde
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AUTORADIQGRAPHIE
(Hybridation avec
le plasmide moyen)

ELECTROPHORESE

[PHOTO 12 : ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES DES
CLLONES TRANSFORMES A et J ET LE PLASMIDE MOYEN DE

LA SOUCHE M5N1 fle Val .

Plasmide moyen digéré par Sma |

Petit plasmide du clone A non coupé

Petit plasmide du clone A digéré par Sma |
Petit plasmide du clone J digéré par Sma |
ADN total de la souche M5N1 digéré par Sma |

ADN total de la souche 444 digéré par Sma |
(témoin négatif)

m m o O w >
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AUTORADIOGRAPHIE
(‘HybRidation avec
le plasmide moyen
marqgué) .

ELECTROPHORESE

PHOTO 13 : ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE LE PETIT PLASMIDE DU |

I 66 mmoo mw >

CLONE A ET LE PLASMIDE MOYEN DE LA SOUCHE M5N1 ll_nga!_‘

Souche 2009 {lyse directe) : témoin négatif

Petit plasmide du clone A

Petit plasmide du clone A digéré par Sma |

Souche M5N1 ILV™ (lyse directe) |
Plasmide moyen (M5N1) digéré par Sma |

Souche d'E.coli (témoin négatif : lyse directe)

Souche 444 (témoin négatif : lyse directe)

ADN total de la souche 444 digéré par Sma |
(témoin négatif)



Ces petits plasmides contenus par les clones transformés ne
semblant pas provenir du plasmide moyen de la souche d'origine, nous

avons alors tenté de les utiliser comme sonde pour faire |'expérience inverse.

2.3.2. Recherche d'homologie entre les petits plasmides et
1'ADN de la souche d'origine.

- L'utilisation du petit plasmide du clone J comme sonde tout
d'abord, ne nous a donné aucune hybridation avec les bandes plasmidiques

issues de la lyse directe de la souche M N1lle'\AI‘_, que ce soit avec le

mégaplasmide ou avec le plasmide moyer‘u.5 [l a cependant été observé

que ce petit plasmide issu du clone J hybride iégérement avec le petit
plasmide du clone A, ce qui suggére !'existence d'une zdne d'homologie

entre ces deux plasmides (Photo 14). Aucune hybridation n'a eu lieu avec les

témoins négatifs.

-~ Cette expérience a été mise en oeuvre avec |'utilisation du
petit plasmide du transformé A comme sonde. Les mémes résultats ont été
obtenus, soit aucune hybridation avec les bandes correspondant. au plasmide
moyen et au mégaplasmide issu de la lyse dir*ect'e de la souche MSNl lte"Val—,
Une légere homologie a été retrouvée entre les petits plasmides des clones

A et J (Photo 15).

- Des hybridations avec les fragments plasmidiques issus

de la digestion par !'endonucléase Sma 1 ont alors été réalisées.
La photo 16 nous montre que |'hybridation a eu lieu

. entre le plasmide du clone J marqué et les fragments

obtenus aprés la digestion enzymatique de ce plasmide (témoin positif).

. avec quelques fragments issus de la digestion du petit

plasmide du transformé A,

Cela confirme |'existence de séquences homologues entre ces

deux plasmides.

.. Aucune hybridation n'a été obtenue avec les fragments

d'ADN issus de la digestion du plasmide moyen de la souche M N, lle_Valf_',n'g

5
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AUTORADIOGRAPHIE
(Hybridation avec le petit
plasmide du clone J)

ELECTROPHORESE

PHOTO 14 : RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES

DES CLONESVA et J et L'ADN DE LA SOUCHE M5N1llle'\/a1_
A Transformé J (lyse directe)

B Petit plasmide du clone J (purifié)

C : Souche M.N, ILV™ (lyse directe)

E Souche 444 (lyse directe) : témoin négatif

F Souche 2009 (lyse directe) : témoin négatif

G Clone A (lyse directe)

H Petit plasmide du clone A (purifié)

D Plasmide moyen de la souche M5N (purifié)

1
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AUTORAD I OGRAPHIE
{Hybridation avec le petit
plasmide du clone A)

ELECTROPHORESE

PHOTO 15 : RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES
DES TRANSFORMES A et J ET L'ADN DE LA SOUCHE

MN, Ite"Val~ (lyse directe).

Souche M5N1 ILV™  (lyse directe)
Clone A (ilyse directe)

Clone } (lyse directe)

Souche 444 (lyse directe)

Souche 2009 (lyse directe)

m O O O »




PHOTO 16

AUTORAD{OGRAPHIE
(Hybridation avec le petit
plasmide du clone J marqué)

ELLECTROPHORESE

RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE LE PETIT PLASMIDE

DU CLONE J ET L'ADN DE LA SOUCHE M5N1lleWEl—

A : Plasmide moyen digéré par Sma |

B : Petit plasmide du clone A digéré par Sma |

C : Petit plasmide du clone J digéré par Sma |

D : ADN total de la souche M5N1 digéré par Sma |
Ei:: ADN total de la souche 444 digéré par Sma |
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avec |'ADN total de cette méme souche digéré par |'enzyme Sma Il.

- Cette expérience a été de méme réalisée avec le petit

plasmide du clone A comme sonde.

L'hybridation a été réalisée entre ce petit plasmide et
le produit de la lyse directe sur gel de la souche M5N1 He_Val-‘.Auc-une
hybridation n'est observée, ni avec le plasmide moyen, ni avec le méga-
plasmide, mais nous pouvons observer un marquage au niveau du dépdt

de cette tyse, {Photo 17).

Cette hybridation prouve que le petit plasmide correspond

bien & un fragment du génome total de ia bactérie d'origine.

-

Aucune hybridation n'a donc pu étre visualisée entre ces
petits plasmides des clones transformés et les plasmides existants chez la

souche initiale.

Il nous faut a présent, pouvoir confirmer gue ces clones
sont bien issus de la souche M5N1|18"V.arapr~‘es transformation et que leurs
petits plasmides proviennent bien d'un (ou de plusieurs) segments du génome

de cette bactérie.

D'autre part, pour tous les clones transformés obtenus, la
disparition des plasmides indigénes de la souche M5N1 {plasmide moyen et
mégaplasmide) a été observée. Il nous faut donc tenter de déterminer si ces
plasmides originaux ont totalement "disparus des cellules ou s'ils ont été

intégrés dans le génome chez les clones transformés.
2.4, Hybridation sur colonies.
2.4.1. Recherche du plasmide moyen chez les clones transformés.
Des expériences utilisant comme sonde le plasmide moyen marqué
ont tenté de visualiser une hybridation avec |'ADN total issu des colonies
cultivées puis lysées sur membranes ''gene screen'.
Cette expérience a été réalisée en hybridant ce plasmide moyen

marqué avec |'ADN total issu:de la lyse des colonies des clones transformés

1,2,3,4,5,6,7, A et J.
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AUTORAD | OGRAPH I E
(Hybridation avec le petit
plasmide du clone A
marqué)

ELECTROPHORESE

PHOTO 17 : RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE LE PETIT PLASMIDE DU

CLONE A ET L'ADN DE LA SOUCHE M,‘__,N1 lle"Val~

Souche M5N1 ILV™ (lyse directe)
Clone A (lyse directe)

Petit plasmide du clone A purifié

Clone J {(lyse directe)

A
B
C
D : Petit plasmide du clone A digéré par Sma |
E
F Souche E.coli (témoin négatif)

G

:Souche 2009 (témoin négatif)
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Le résultat a été positif autant avec le témoin constitué de

la souchevM5N1“,e;V_a‘,','eHe—méme, qu'avec les clones transformés tiestés.

Le témoin négatif constitué de la colonie d'E.coli CNCM 7624

n'a montré aucune hybridation (Phto 18).

Le plasmide moyen est donc présent chez les clones transformés,

bien qu'il n'ait pu étre visualisé sous la forme extrachromosomique.
2.4.2. Recherche de |'origine des petits plasmides.

- L'utilisation du petit plasmide du clone A comme sonde tout
d'abord, a toujours montré une forte hybridation avec les colonies issues

du transformé A et du transformé J.

Une légere homologie a été observée avec la colonie de la
souche M5N1|lé—VaI—‘,mais trop légére pour affirmer que |'hybridation soit
positive {Photo 19).

- Cette expérience réalisée avec le petit plasmide du clone J
a montré de méme une hybridation avec les colonies des clones A et J et une
plus forte hybridation avec la colonie de la souche M5N1 lle"Val~ que ne
I*avait montré le petit plasmide du clone A, bien que celle-ci reste relati-

vement faibie (Photo 20).

De nombreuses modifications d'ordre morphologique, biochimique
et génétique ayant pris place lors de la transformation génétique, il nous

a semblé intéressant d'étudier les propriétés infectieuses de ces clones.

II1 - ETUDE DES CLONES ISOLES DE NODULES RACINAIRES DE PLANTULES
DE LUZERNE INFECTEES PAR DES CELLULES TRANSFORMEES.

Nous avons tenté d'extraire et de cultiver les bactéries contenues
dans les nodules apparus sur les plantules infectées par les clones trans-

formés.
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AUTORADIOGRAPHIE
(Hybridation avec le
plasmide moyen
marqué)

COLONIES CULTIVEES SUR
MEMBRANE GENE SCREEN

PHOTO 18 : RECHERCHE DU PLASMIDE MOYEN CHEZ LES CLONES
TRANSFORMES 1 (1), 2 (2), 3 (3), &4 (4), 5 (5),
6 (6), 7 (7), A (8), J (9), PAR HYBRIDATION SUR
COLONIES AVEC LE PLASMIDE MOYEN 1SSU DE LA SOUCHE
M_N_ lle"Val~ (10)

51
TEMOIN NEGATIF : SOUCHE E.COLI CNCM 7624 (11)
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{AUTORADIOGRAPHIE
(Hybridation avec le petit
plasmide du clone A
marqué)

; COLONIES CULTIVEES
SUR MEMBRANE GENE SCREEN

PHOTO 19 : RECHERCHE DE L'ORIGINE DU PETIT PLASMIDE DU CLONE
A PAR HYBRIDATION SUR COLONIES AVEC LA SOUCHE
M5N1 fILV™ (1) ET LES CLONES A (2) et J (3)

TEMOIN NEGATI!F : SOUCHE D'E.COLI CNEM 7624 (4)




PHOTO 20

RECHERCHE DE L'ORIGINE DU PETIT PLASMIDE DU

CLONE J PAR HYBRIDATION SUR COLONIES AVEC LA
SOUCHE M5N1 ILVT (1) ET LES CLONES A (2) et

J (3).

TEMOIN NEGATIF : SOUCHE D'E.COLI CNCM (4)

91
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Aprés extraction en milieu hypertonique , puis culture en milieu
riche, peu de bactéries issues de ces nodules ont pu se multiplier. Seuls
les clones issus des nodules produits par les transformés 6,8,9 et J ont

pu étre cultivés (Tableau 7).
3.1. Etude morphologique.

Aprés isolement sur milieu RC mannité gélosé, nous avons
constaté que tous ces clones isolés des nodules donnaient sur ce milieu de
trés grosses colonies muqueuses identiques & celles de la bactérie auxotrophe
d'origine.

Ces bactéries cependant sur milieu RGle HB. sont restées pro-

1
. . . + + . .
totrophes pour leur caractere de sélection lle Val ,dommantde petites colonies.

Ces clones transformés ont donc subi de nouvelles modifications
aprés passage sur plante. Nous avons alors analysé plus profondément ces
clones issus des nodules.

3.2. Etude de leur contenu plasmidique.

Nous avons tout d'abord effectué une électrophorése par lyse

directe en gel d'agarose des clones ayant pu étre réisolés de ces nodules.

Non seulement ces clones apreés passage sur plante semblent

avoir réacquis les caractéres morphologiques de la souche d'origine,

(caractére muqueux), mais de plus, ils semblent aussi avoir acquis leur

contenu pIaSmidique initial, soit la présence du mégaplasmide et du plasmide

moyen, le clone J semblant de plus avoir perdu son petit plasmide (Photo 21).

Tous ces résultats sont résumés dans le Tableau 8.
et nous remarquons que le profil électrophorétique du contenu plasmidique
de ces clones aprés passage sur plante est le méme que celui de la souche
N, 1LV,

auxotrophe parentale M5

3.3 Typage phagique.

Nous avons alors comparé la sensibilité aux phages des clones
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AUTORADIOGRAPHIE
(Hybridation avec le
plasmide moyen marqué)

ELECTROPHORESE

ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DES CLONES TRANSFORMES
ISOLES DES NODULES, PAR LYSE DIRECTE

6,8,9 et J

A : Souche MN, e Val

B :Clone A

c Clone

D : Clone J isolé d'un nodule
E Clone J isolé d'un nodule
F Clone 6 isolé d'un nodule
G Clone 8 isolé d'un nodule
H clone 9 isolé d'un nodule
ET ETUDE

TRANSFORMES APRES PASSAGE SUR PLANTE AVEC LE PLASMIDE

DE L'HOMOLOGIE DES PLASMIDES ACQUIS PAR LES

MOYEN MARQUE

TEMOIN NEGATIF

SOUCHE 444 (1)



TEMOIN CLLONES TRANSFORMES CLONES {SSUS DES NODULES
PRODUITS PAR LES TRANSFORMES
¥ T T

MgN, He Val 6 8 9 ) Nod 6 Nod 8 Nod 9 Nod J
Présence du + - - - - + + + +
mégaplasmide
Présence du + - - - - + + + +
plasmide moyen
Présence du _ _ _ _ + _ _ _ _
petit plasmide

TABLEAU 8 : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE M5N1 Ile_Va_I—

DES CLONES TRANSFORMES 6,8,9,et J ET DES CLONES 1SSUS DES NODULES.

. 56
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extraits des nodules par rapport aux clones transformés eux-mémes ainsi
qu'a la souche auxotrophe initiale sensible, afin de voir si les clones
apreés passage sur plante ont réacquis d'autres caractéres de la souche

parentale.

Les résultats schématisés dans le Tableau 9, nous
montrent que les clones issus des nodules infectés par les cellules trans-

formées ont réacquis la méme sensibilité aux phages que la souche auxotrophe.

3.4. Recherche d'homologie entre les plasmides réacquis apreés
nodulation et les plasmides de la souche initiale.

Comme aprés passage sur plante, les clones transformés semblent
avoir réacquis les caractéres d'origine. de la souche auxotrophe ainsi que
son contenu plasmidique, nous avons voulu vérifier sl les plasmides réap-
parus ou tout au moins si le plasmide moyen présent est bien homologue 3
celui de la souche de départ. Cette vérification n'a pu étre effectuée avec

le mégaplasmide, toujours & cause de la difficulté de son extraction.

Une expérience d'hybridation utilisant le plasmide moyen comme
sonde nous a permis de vérifier que celui-ci hybride effectivement avec les
plasmides moyens réapparus aprés passage sur plante chez les clones trans-

formés (Photo 21).

Le plasmide moyen réacquis aprés nodulation est donc homologue

4 celui de la souche auxotrophe d'origine.
3.5. Effet d'exudats racinaires sur les clones transformés.

Certains auteurs ont observé que la présence d'exudats racinaires
de la plante stimulent la synthése de polysaccharides et développent les
récepteurs biochimiques spécifiques de la lectine (BHAGWAT ET THOMAS, 1983;
OLIVARES et al,1984).

D'autres ont suggéré que |'expression de ces caractéres est
liée & un potentiel génétique qui s'exprime selon les conditions environne-

mentales (BHUWANESWARI! et BAUER, 1979).



TEMOIN

CLONES TRANSFORMES

CLONES ISSUS DES NODULES
PRODUITS PAR LES TRANSFORMES

MgN , tle Val 6 8 9 Nod 6 Nod 8 Nod 9  Nod J
Yie +H+ + - - 4 +++ +++ ++
P19 ++ - - - +++ +++ +++ +4++
Y20 ++ - - - +++ ot +++ +++
Y21 ++ + ~ - +++ +++ +++ +++
TABLEAU 9 TEST DE SENSIBILITE AUX PHAGES \PIG, \-919, Y20, P21, POUR LA (~4. A
SOUCHE M5N1 ILV", LES CLONES TRANSFORMES 6,8,9 et J ET LES
CLONES 155US DE LEURS NODULES.

L6
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Nous avons alors tenté i'expérience de suivre l'effet d'exudats

racinaires de plantules de luzerne sur les clones transformés.

Les: résultats ont été négatifs, le milieu de Nicol et Thorton

ayant le méme, effet d'exacerber ia synthése de'po!ysaccharides.

Un examen du contenu plasmidique des clones aprés action des

jus racinaires n'a de plus donné aucune modification.



DISCUSSION

CONCLUSION



Une technique de transformation mise au point au L.aboratoire

chez R. meliloti (COURTOIS, 1982), appliquée & la souche M5N1
[le"Val~  nous a permis de transférer ce caractdre d'auxotrophie

+ +
tle Val auimoyen d'ADN extrait de la souche prototrophe MSNI

+ + . ieez . .
lle Vai . Cet ADN est soit purifié par gel filtration, donnant une
fréquence optimale de transfert de 1,7. 10-6 , soit utilisé tel quel

donnant alors une frégquence maximale de 3,9. 10-5 .

Les cellules obtenues & partir des clones prototrophes aprés
ces transformations ont perdu leur caractére muqueux sur milieu RC

gélosé mannité et se déforment aprés leur isolement, en milieu de compétence.

Ces clones semblant ainsi morphologiquement différents de la
souche auxotrophe d'origine, ont alors fait |'objet d'une étude compa-

rative plus précise.

| - MODIFICATIONS PHENOTYPIQUES DES CLONES
TRANSFORMES

L'étude comparative des caractéres portés par ces
cellules transformées a révélé de nombreuses modifications des caractéres

principaux de la souche auxotrophe de départ ( Tableau 10).

Nous avons ainsi pu observer dans le cas général
la perte du caractére muqueux en milieu gélosé mannité ainsi que sur

le milieu au bleu d'aniline et par dosage des exopolysaccharides.

Afin de confirmer que ces ¢lones sont bien issus des
bactéries du genre Rhizobium et de contrdler leur propriété infectieuse
caraptéristique de ce genre, !'inoculation a de jeunes plantules de luzerne,
nous a révélé une perte importance de leur aptitude a noduler, la
fréquence de nodulation étant plus faibie voir nulle et |'apparition des

nodules plus tardive.

Cela n'est en fait pas surprenant étant donné les

modifications qui .semblent &tre survenues au niveau des composés
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de surface de ces bactéries, les polysaccharides étant décrits comme

ayant un rdle primordial dans la reconnaissance de la plante.

D'autres caractéres semblent avoir été partiellement

perdus telle la sensibilité aux phages.

LLes récepteurs phagiques sembleraient selon certains
auteurs &tre de nature lipolysaccharidiques (LINDBERG, 1977).
La sensibilité aux phages semble &tre plus faible chez ies cellules
produisant des exopolysaccharides tel R.meliloti (BARNET et HUMPHREY,
1975).

11 est alors possible que les clones transformés aient subi
des modifications d'une part au niveau de leurs exopolysaccharides (EPS)
et d'autre part, au niveau de leurs lipopolysaccharides (LPS) car ils
devraient &tre au moins autant sinon plus sensibles aux phages que

la souche M5N1 lle"Vval ™.

L'expression des caractéres étant le reflet du potentiel
génétique de la bactérie, une étude génétique plus précise a alors
été réalisée. En effet, les bactéries du genre Rhizobium sont caractérisés
par la présence de plasmides et ceux-ci portent certains génes impliqués
dans la symbiose. Un screening du contenu plasmidigue des clones

transformés a alors été réalisé.

Il - MODIFICATIONS GENETIQUES DES CLONES TRANSFORMES.
2.1. Contenu plasmidique.

L'examen du contenu plasmidique apreés électrophoreése
par lyse directe des cellules sur gel d'agarose a révélé deux cas

distincts (Tableau 11)

- D'une part, les clones ayant regu |'ADN filtré n'ont
pas révélé la présence d'éléments extrachromosomiques, les plasmides

d'origine n'ayant pu &tre visualisés.
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- D'autre part, les clones ayant recu |'ADN brut ont
présenté un petit. plasmide, mais semble avoir perdu tout comme les

autres clohes, les plasmides d'origine.

TEMOIN TRAMSFORMES
- - Clones Clones
. M5N1 1le Val 13 9 PR
du mégaplasmide + _ _
PRESENCE A
L'ELECTRO- du plasmide moyen + _ _
PHORESE d'un petit plasmide - _ .

TABLEAU 11 : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE

McN, Ite"Val~ ET DES TRANSFORMES

La disparition du plasmide moyen et du mégaplasmide
semble &tre survenue aprés transformation bien qu'il soit toujours
possible d'envisager le cas ou ces plasmides seraient présents, mais sous
forme qui ne pourrait &tre visualisée par les procédés techniques

utilisés.

Cependant, il semble intéressant de relier cette
absence apparente de plasmides aux modifications survenues chez
les clones transformés en particulier la perte du caractére muqueux et
de la sensibilité aux phages, caractéres qui d'ailleurs, selon certains
auteurs, seraient localisés sur les plasmides (PALOMARES et al, 1978;
CORRAL et atl, 1978).

On pourrait expliquer cette ‘dispar*i tion éventuelle
par !'intervention de nucléases qui se seraient manifestées au cours
du processus de transformation. On peut envisager ainsi la possibilité
d'une intégration de ces éléments extrachromosomiques au sein du

chromosome.
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Nous pouvons de toute évidence, remarquer que le
processus de transformation chez R.meliloti a induit de profonds
remaniements du génome. Cela n'est d'ailleurs pas un fait exceptionnel,
car chez de nombreuses espéces de Rhizobium, |'instabilité plasmidique

a été fréquemment observée.

Le génome de R.japonicum semble lui aussi &tre capable
de subir des réorganisations spontanées de ses composés plasmidiques
ou chromosomiques (BERRY et ATHERLY, 1984). Ces auteurs ont de plus
observé que la transformation de sphéroplastes de cette bactérie par des
plasmides du groupe P, tels le RP1 et le RP4, induit de nombreux
réarrangements génomiques chez cette bactérie. Cette souche qui posséde
un grand plasmide a pu &tre transformée par le RPI‘ Ceci a conduit a
la transposition d'ADN chromosomique dans le grand plasmide indigéne,
ainsi qu'a |'intégration du plasmide R dans le chromosome ou le plasmide

endogéne.

Pour toutes les transformations effectuées, il semble
que ce soit toujours une section similaire de |'ADN chromosomique qui
soit impliquée dans tous les réarrangements génomiques observés chez les

transformés par RP, et RP4 .

1
Des réarrangements plasmidiques ont été de mé@me observés
par CANTRELL et al ,(1982) chez R.japonicum par |'obtention de mutants
spontanés non réversibles Hup (Hydrogen Uptake) guii ont acquis deux
plasmides non discernables chez la souche parentale. Selon ces auteurs,
ces deux plasmides seraient soit issus du’réarrangement d'un mégaplas-

mide jamais encore visualisé, en deux petits plasmides ou soit générés a

partir du chromosome.

L'étude de la stabilité plasmidique a été de méme
effectuée par DJORDJEVIC et al (1982) chez R.trifolii. Aprés transfert
d'un plasmide conjugatif codant pour la nodulation du pois a R.trifolii,

. + . + i . N . N
les transconjugants Nod Fix a la fois pour le pois et le trefle ont
subi des passages répétés sur les deux plantes. Une instabilité a été

notée sur la capacité de ces hybrides & former des nodules efficients
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sur toutes les plantes testées.
Dans certains cas, ce changement phénotypique a été attribué a une

modification du contenu plasmidique.

Des phénoménes de ce type ont déja été observés au
Laboratoire chez R.meliloti. En effet, ALl (1982) en étudiant des révertants
prototrophes issus de mutants auxotrophes obtenus par transposition
par le Tn5 a observé que ces révertants avaient subi des réarrangements
plasmidiques. il a obtenu en effet, des révertants présentant deux
plasmides moyens de taille différente de celle du plasmide indigéne de

la souche sauvage et des mutants auxotrophes correspondants.

De méme MAOUI et al (in press.) en essayant de
. » .+ - . . .
transférer le phénotype Fix par mobilisation du mégaplasmide d'une

souche de R.meliloti 2011/RP4 vers un mutant de la souche R.meliloti M5N1

Fix~ ont obtenu l'exclusion du plasmide moyen de cette souche, suggérant une

incompatibilité , - avec le p Sym de la premiére souche.
La souche MN, Ile"Val~ de R.meliloti ayant subi de
profonds réarrangements génomiques, il nous a alors fallu essayer d'une

part de déterminer le devenir des plasmides d'origine chez les clones
transformés et d'autre part, de rechercher l'origine des petits plasmides

apparus chez les clones A & N.

2.2. Etude des réarrangements génomiques apreés
transformation.

2.2.1. Origine des petits plasmides.

La transformation ayant induit chez les clones
transformés A & N, ['apparition d'un petit plasmide, le probleme a été

d'essayer d'établir son origine.

- Nous nous sommes tout d'abord intéressés a comparer
ces petits plasmides au plasmide moyen de la souche M.N, lle"Val™ de
R.meliloti, seul plasmide isolable dans les conditions classiques

d'extraction.
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La comparaison des profils de restriction de ces
petits plasmides des clones A et J avec le plasmide moyen digérés
par guelgues unes des enzymes de restriction intéressantes, ne nous

a suggéré aucune similitude entre eux.

Ces résultats étant négatifs, des essais d'hybri-

dation ont alors été tentés.

Aucune homologie n'a pu &tre détectée entre ces
petits plasmides et le plasmide moyen, bien que les expériences aient
été réalisées soit en hybridant le plasmide moyen avec les petits plasmides
ou soit en hybridant & l'inverse ces petits plasmides avec le plasmide

moyen.

Maigré les conditions expérimentales prises, (ces
expériences ayant été réalisées avec les plasmides purifiés en gradient de
chlorure de césium et utilisés & haute concentration au cours des élec-
trophoréses) nous pouvons affirmer qu'aucune homologie n'existe entre ces

petits plasmides et le plasmide moyen.

v Cependant, aucune homologie n'a été observée avec
le mégaplasmide obtenu par lyse directe sur gel . Or cetté technique
implique une faible concentration d'ADN plasmidique au niveau de la bande
correspondante. L'absence d'hybridation pourrait &tre dde a un mauvais
rapport de concentration en ADN. Ces résultats négatifs doivent donc

&tre considérés avec beaucoup de précaution.

L'origine des petits plasmides n'ayant pu &tre
déterminée, des expériences d'hybridation sur colonies ont tenté de

vérifier qu'ils sont bien issus de I|'ADN de la souche parentale.

Seule, une l|égére homologie a été observée avec

['ADN total de la colonie de la soache McN [le"Val~ de R.meliloti.

1

Il serait possible d'envisager que ces petits

plasmides ne proviennent pas d'un seul segment d'ADN génomique de
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la souche parentale, mais qu'en fait ils seraient. issus d'un réarran-
gement de plusieurs segments d'ADN provenant du chromosome ou du

mégaplasmide.

L'absence d'homologie pourrait &tre dle & un
mauvais rapport de concentration entre ces petits segments et leurs

homologues sur les composés génomiques de départ.
2.2.2. Devenir des plasmides endogénes.

Pour tous les clones testés obtenus aprés trans-
formation, les plasmides indigénes de la souche M5N1 lle Val de
R.meliloti, c'est-a-dire le plasmide moyen et le mégaplasmide,n'ont

jamais pu &tre visualisés.

Deux hypothéses ont alors été soulevées, soit
leur intégration dans le chromosome, soit leur disparation totale de la

cellule.

La premiére hypothése semblant la plus intéressante,
des essais d'hybridation ont pu alors &tre effectués. Ces essais positifs
ont révélé une homologie entre le plasmide moyen (seul isolable) et
['ADN total des colonies de plusieurs transformés testés, cultivés et

lysés sur membrane ''gene screen'.

L' ADN du piasmide moyen semble donc toujours é&tre
présent chez les clones transformés, bien qu'il ne soit pas visualisable

sous la forme extrachromosomique.

Ces résultats suggérent donc |'intégration du
plasmide moyen dans le chromosome lors de la transformation, bien
que |'hybridation obtenue aurait pu s'effectuer avec des copies du plas-
mide moyen tou . jours existantes a 1'état intégré normalement dans le chromo-
some. En effet |'absence de copies de plasmides endogénes intégrés
chez R.meliloti n'a jamais été démontrée. Cependant, cette réserve semble

peu probable vu la taille du mégaplasmide.
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111 - EFFET DE LA PLANTE SUR LES CLONES TRANSFORMES

Certains clones transformés ont pu &tre isolés des
nodositéscapparues sur les plantules de luzerne infectées. Leur étude

nous a semblé intéressante.

En effet, ces clones aprés avoir été extraits des
nodules, se sont averéé-avoir retrouvé les caractéres phénotypiques
de la souche de départ, soit le caractére muqueux et la sensibilité

aux phages.

L'analyse du contenu plasmidique révélant la réac-
quisition des plasmides indigénes de la souche auxotrophe, nous a
alors permis de confirmer |'hypothése d'une éventuelle intégration de ces
plasmides au cours du processus de transformation, bien qu'il faille
toujours tenir compte d'une éventuelle existence de ces plasmides a

frétat intégré chez la souche de départ.

il semble alors concevable qu'au cours de la trans-
formation, les plasmides indigénes de la souche M,;N1 lle"Val~™ se soient

intégrés et qu'apreés passage sur plante, ils aient été régénérés a

['état extr‘achro’mosomique:,(l'éventuelle existence de copies de ces plasmides

a 1'état intégré dans les cellules parentales n'est pas exclue).

Afin de confirmer que les plasmides réapparus apreés
passage sur plante sont bien les mémes que ceux qui préexistaient
chez la souche parentale, une expérience d'hybridation a été réalisée
entre le plasmide moyen de la souche M5N1 ile"Val~ utilisée comme sonde
et les plasmides moyens réacquis par les clones transformés isolés des

nodules.

L'homologie étant établie, nous pouvons donc affirmer
que les plasmides réapparus aprés passage sur plante, tout du moins en
ce qui concerne le plasmide moyen, sont bien homologues & ceux

existants chez la souche parentale.
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L'ADN plasmidique aurait donc probablement été
intégré dans le chromosome au cours de la transformation en méme temps
que 1'ADN transformant portant les caractéres lle+Val+. Sous cet état
intégré, les génes portés par |'ADN plasmidique ne pourrait s'exprimer
ce qui expliquerait les modifications phénotypiques survenues chez les

clones transformés.

Le retour & la forme autonome des plasmides aprés

passage sur plante et la réacquisition des caractéres d'origine semblent

De plus, ce phénoméne confirme que la bactérie
associée a la plante subit une réorganisation génomique, hypothése
déja soulevée par |'observation de modifications génétiques au cours de

la symbiose chez le bactéroide.

. Variation de la quantité d'ADN cellulaire

. Variation de la composition en bases de
['ADN (GC %)

. Augmentation de |'expression des gé&nes codant pour
la nitrogénase.

I serait & présent intéressant de comprendre le
mécanisme qui induit les réarrangements au cours de ta transformation ,
ainsi que d'étudier le rdle de la plante dans le retour aux caractéres
d'origine des clones transformés, ainsi que des plasmides sous leur

forme autonome.

En effet, |'étude du mécanisme qui induit cette réorga-

nisation au moment de la symbiose mériterait un trés grand intérét.
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RESUME

L'application d'une technique de transformation génétique & une souche de
Rhizobium meliloti M5N1 exigeante en 1soleuc1ne et en valine (Ile~ Val~) a per-
mis Te transfert des caractéres Ilet et Valt

Les cellules transformées obtenues qui présentent des modifications morpho-
logiques par rapport 3 la souche initiale ont aussi perdu le caractére muaueux ;
certaines de ces cellules sont devenues incapables d'infecter la luzerne.

L'expression des caractéres correspondant & une information génétique spéci-
fique, nous avons analysé le contenu plasmidique des bactéries transformées. Cet-
te étude a révélé d'importantes modifications soit 1a disparition des plasmides
indigénes de la souche initiale avec ou sans apparition d'un nouveau plasmide de
poids moléculaire inférieur & ceux initialement présents. Grdce a 1'utilisation
des techniques d'hybridation DNA/DNA, nous avons montré que le DNA des plasmides
indigénes de la souche parentale est toujours présent chez les clones transformés.
Non visualisable sous une forme plasmidique, suite au transfert génétique, il a
vraisemblablement été intégré dans le chromosome.

L'analyse des petits plasmides apparus chez les souches transformées indique
qu'ils ne prov1ennent pas du plasmide moyen de la souche initiale mais qu "ils
pourraient s'étre constitués & partir du DNA transformant.

L'infection de plantules de luzerne par des clones transformés a conduit &
1'obtention de clones ayant réacquis & la fois les caractéres phénotypiques de 1la
souche initiale ainsi que les plasmides presents chez les bactéries avant la
transformation.

L*intégration des plasmides dans le chromosome a été confirmée.

MOTS CLES : RHIZOBIUM - TRANSFORMATION GENETIQUE - PLASMIDES
GENES NIF - FIXATION DE L'AZOTE




