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AVANT-PROPOS 



UNE REVOLUTION : LE GENIE GENETIQUE 

Depuis le  début de ce siècle où GRIFFITH en 1928 a mis en 

évidence l a  t ransformat ion génétique d ' u n  pneumocoque av i r u l en t  en 

pneumocoque v i r u l en t  et où AVERY en 1944 a p u  é t a b l i r  l a  vé r i t ab le  na- 

t u re  de I 'ADN en tan t  que support  des caractères héréd i ta i res ,  l a  biolo- 

g ie  moléculai re a avancé à grands pas et le  v ingt ième siècle res tera  mar-  

qué p a r  I 'oeuvre des généticiens qu i  sont parvenus à s '  immiscer dans les 

commandes de l a  v ie.  

Hier ,  le génie génétique é ta i t  considéré comme technique de 

Science-fiction; au jourd 'hu i  i l  s 'apprête  à f a i r e  p a r t i e  de l a  v i e  quot id ie-  

ne. Le gène est en ef fet  actuellement une vér i tab le  ent i té  chimique. 

L ' o r i g i n a l i t é  de cet te technique réside dans le passage " i n  v i t r o "  

de I ' informat ion génétique où el le peut ê t re  manipulée avant d ' ê t r e  r é i n t r o -  

du i te  dans une cel lu le.  

L a  découverte dUenzyimes spécif iques appelées enzymes de res- 

t r i c t i on ,  vér i tab les  "b is tour i s  chimiques" coupant I'ADN en des sites b ien 

préc is  a permis pa r  l ' u t i l i s a t i o n  du clonage, l ' isolement des gènes et 

leur  t rans fe r t  d 'une ce l l u l e  à une autre.  

Deux axes essentiels permettent actuel lement les app l  icat ions 

de l a  génétique : un axe fondamental et un  axe appl iqué.  

. 
Au niveau fondamental,  cela permet l ' é tude  des structures et 

du fonctionnement des gènes. 

Actuel lement, les recherches se portent essentiel lement sur  des systèmes 

procaryotes ( les bactér ies)  ou eucaryotes in fér ieures ( les levures) et 

l ' é tude  des bactéries pr incipalement of f re un  modèle pour comprendre ce 

qu i  se passe chez les êtres supérieurs. 

Sur le p l a n  app l iqué,  i l  sera a lors  possib le d ' i so l e r ,  d 'amp l i -  

f i e r  et de f a i r e  s 'expr imer un  gène responsable d ' une  molécule déterminée . 

L' in térêt  technologique d u  génie génétique pou r ra i t  t rouver 

sa place dans divers secteurs indust r ie ls ,  tels l a  pharmacie, l a  chimie, 

I 'énerg ie  et l a  bioconversion des déchets, I ' agro-al imentaire . 



C'est 1 '  i n d u s t r i e  pharmaceutique q u i  a sû actuel lement le  

p l us  en t i r e r  pro f i t .  

De nombreuses molécules à act ion thérapeut ique ont pu  ê t re  

fabr iquées a u  moyen d u  génie génétique. 

C'est a ins i  qu 'en  1982, de l ' i n s u l i n e  humaine , entièrement 

p rodu i t  p a r  des bactér ies "recombinées" a été commercial isée aux Etats- 

Unis, pu is  a f a i t  son appa r i t i on  en France en mars 1984. 

Actuel lement, les e f for ts  se concentrent pour essayer de com- 

mercia l  iser cer ta ins  p rodu i t s ,  te ls  les hormones de croissance, I ' inter féron.  

cer ta ins  vaccins,  l a  somas to~ ta t ine .  

Le secteur énergét ique pou r ra i t  l u i  aussi ,  en bénéf ic ier  p a r  

l a  ferrnentat ion alcool i que et méthanique à p a r t i r  de micro-organismes 

et a ins i  que l a  va lo r i sa t ion  des déchets (ex : transformat ion des déchets 

agricoles en méthane). 

Un nouveau secteur semble ê t re  touché pa r  cette révo lu t ion 

scient i f ique.  I I s ' a g i t  d u  domaine agr ico le  et agro-al irnentaire. 

Des bactér ies recombinées du genre pseudomonas vont pouvo i r  

prochainement aux U.S.A. permettre l a  prévent ion de l a  formation du gel 

su r  les p lans  de pommes de terre.  

Dans ce domaine, un nouvel axe de recherche a p r i s  une t rès  

grande importance en biotechnologie. Cela concerne l a  f i xa t i on  b io log ique 

de I 'azote atmosphérique p a r  certa ines plantes.  

Cette propr ié té  possédée notamment p a r  les bactér ies du genre 

Rhizobium en symbiose avec les légumineuses o f f r e  un in térê t  agronomique 

considérable. 

L ' i nves t i ga t i on  du génome de cette bactér ie  a donc pour bu t  

de connaît re et ma i t r i se r  toutes les étapes intervenant au cours de cette 

symbiose et d 'en  t rouver  des app l ica t ions p lus  grandes. Cela au ra i t  

pour  but de supprimer o u  rédu i re  l a  consommation d ' b g r a i s  azoté et 

de lu t te r  cont re  l a  fa im dans le  monde. 



L 'une  des techniques de t ransfer ts  génétiques qu i  o f f r e  un 

grand in térê t  dans cette étude est l a  t ransformat ion,  t ransfer t  d 'ADN 

isolé " i n  v i t r o "d l une  bactér ie  donnatr ice vers  une bactér ie  réceptr ice.  

C'est cette technologie qu i  a part icul ièrement retenu notre at tent ion.  



GENERALITES 



1 NTRODUCT 1 ON 

Les bactér ies d u  genre Rhizobium en associat ion symbiot ique 
avec les légumineuses représenttent l a  major i té des bactér ies f i xa t r i ces  
d '  azote. 

Ce sont des bactér ies d u  sol gram négat i f ,  capables d ' i n -  
du i r e  l a  formation de nodosités su r  les rac ines des p lantes et de 
permettre l a  f i xa t i on  de l 'azote  atmosphérique au n iveau  de ces nodules. 

Les deux par tena i res  rent rent  en contact p a r  un  phénomène 
de reconnaissance qu i  détermine l a  spéc i f ic i té  d'hôte, mis en évidence 
depuis t rès longtemps. En ef fet ,  chaque Rhizobium ne peut infecter  
et en t ra iner  l a  format ion de nodules que chez les Iégumineuses d u  groupe 
lui correspondant et l a  const i tu t ion de groupes d '  inocu la t ion croisée 
pour les Iégumineuses a condui t  à l a  dé f in i t i on  des espèces de 
Rhizobium correspondan tes. C ' est a ins i  p a r  exemple que : 

R. rnel i lot i  reconnai t l a  luzerne 
R. t r i f o l i i  reconnai t le  t rè f le  
R. phaseoli reconnait l a  har icot  
R. legumin~sarurn reconnai t  le  po is  
R.japonicum . reconnai t  le  soja 
R. l u p i n i  reconnai t  le  l up in  

et les Rhizobium de groupe vigna reconnaissent de nombreuses Iégumi neuses 
t ropicales a ins i  que les  Rhizobium d u  groupe Cowpea. 

Des études taxonomiques ont permis de séparer ce çenre 
bactér ien en deux groupes selon leu r  taux de croissance. 

les souches à croissance rap ide  (R.mel i lo t i ,  R. t r i f o l  i i , 
R.phaseo1 i , R. léguminosarurn et les souches à croissance lente 
(~. ' japonicurn,  R. lupin i  , R. du  groupe , cowpea.. .). 

Ces notions de c lassi f icat ion posent de p l us  en ? lus  de 
d i f f i cu l tés  ca r  tout d ' a b o r d ,  on a mis en évidence des souches capables 
d ' i nfecter de nombreuses espèces de Iégumi neuses hôtes (SHANTHARAM et 
WONG, 1982) et de p l u s  l a  séparat ion entre les deux groupes à croissance 
lente et r ap ide  a été mise en cause p a r  l a  découverte de R.japonicum 
à croissance rap ide iso lé  en Chine (HATTORl et  JOHNSON, 1984). 

I I  a été proposé récemknt  au  cours du quatr ième symposium 
in ternat iona l  sur  l a  f i x a t i o n  d 'azote,  de regrouper les espèces à croissan- 
ce lente sous un  genre nouveau : Bradyrh izob ium (JORDAN, 1982). 

Tout ce la  r e j o i n t  l a  thèse de BONNIER (1958) de l a  non 
spéc i f ic i té  entre les bactér ies et les Iégumineuses a ins i  que cel le de 
SHAR I F I  (1984) sur I ' o r i g i n e  paras i t i que  de cette associat ion devenue 
symbiot ique p a r  adaptat ion au  cours de l 'évo lu t ion.  

- LES ETAPES DE LA SYMBIOSE RHIZOBIUM LEGUMINEUSE, 
- -- 

L a  symbiose est un processus composé de nombreuses étapes, 
chacune d ' e l l e  ayant p u  ê t re  mise en évidence p a r  l ' i nocu la t ion  de 
d i f férents  mutants symbiot iques. 

VINCENT en 1980 a proposé u n  modèle où f igurent  douze 
étapes dans l 'établ issement de l a  symbiose reportées dans le tab leau 



su ivan t  : 

ETAPES DEU=RIPTiON ABBREVHTiONS 

1 Colonisation de ta 
racine 

II AdhCsion 5 la  
racine 

Multiplication du Rhuobi Roc 
près des racines de la (Root colonization) 

légumincuzc 

Attachement bactérien à ta Roa 
a l l u l e  d e  la plante ( R w t  adhcsion) 

III Présence d'acide ADN bactérien à l'intérieur N ~ P  
nucléique bactérien des cellules du cortex (Nucleic acid prewnce) 

IV Branchement des 
poils 

V Courbure des poils 

V I  Infection 

VI1 Initiation du 
nodule 

VI11 Libération der 
bactéries 

C< Développement du 
bactéraïde 

X Fixation de l'azote 

Branchement des peils ' Hab 
racinaires (Hait brandiing) 

Courbures des poils 
racinairts 

142 
(HaiFhiinp) 

Formation du cordon 
infectieux 

Développement du méristème Noi 
d e  la  plante (Nodule initiation) 

Libiration intracellulaire des Bar 
bactéries du cordon infectieux (Bacterial release) 

Développement de la forme Bad 
bactéroide entière (Bacteroid development) 

,-. . 
Réduction d e  N p  en N H * ~  ( ~ i ~ )  

(FKation) 

XI Fonctions complémentaires Fonctions biochimiques e t  (Cof) 
physiologiques complémentaires (Complementary 

functions) 

XI1 Persistence des fonctions Persistence des fonctions 
du nodule du nodule 

Npf 
(Nodule persistence 

functions) 

TABLEAI] 1 : DESCRIPTlON DES DIFFERENTES ETAPES DE LA SYMBKXE RHQOBiUM 

- LEGUMINEUSE, SELON VINCENT (1980). 

2.1. INFECTlVlTE ET SPEClFlClTE D'HOTE. 

2.1 .l. Reconnaissance et attachement des Rhizobia aux  poi l s  
rad icu la i res .  

Lep-ocessus d '  i nfect ion commence p a r  le  développement des 
Rhizobia dans l a  Rhizophère. Après que l a  bactér ie  a i t  migré vers l a  
Iégumineuse homologue, el le s 'accroche a u x  poi l s  rad icu la i res  et cela 
const i tue I 'étape précoce de l a  préinfect ion.  

Cet attachement des ce l lu les  bactériennes aux ce l lu les  hôtes 
semblent ê t re  I ' une des premières étapes nécessaires à I ' i n te rac t ion  
conduisant à l ' i n f ec t i on  et à l a  nodulat ion.  

Les Rhizobia semblent pouvo i r  s 'a t tacher  à l a  surface des 
racines hôtes en quelques secondes v o i r  quelques minutes après I ' inocula- 
t ion (DAZZO et HUBBELL, 1975) et cela de façon po la i re  aux po i l s  
r ad i cu la i r es  (MEIJER et BROUGHTON,1982). 



HALUERSON et STACEY (1984) ont  montré que I '  in fec t ion 
du  soja est l imitée à une zône b ien précise. Ce sera i t  l a  zône de 
préemergence des p o i l s  r ad i cu la i r es  au moment de l ' i nocu la t ion .  Cette 
zône in fec t ib le  se s i t ue ra i t  ent re  l a  zône de développement des p o i l s  
r ad i cu la i r es  (SERH) e t  l ' ex t rémi té  de l a  r ac i ne  (RT) selon le  schéma 
su ivant  : 

Poi 1s Dev. Zone sans 
racinaires ~ o i l s  poils raci naircs 
matures racinaires 

Racine au moment 
de 1 'inoculation 

SERT 

Racine 7 jours 
après 1 'inoculation 

FIGURE 1 - SCHEMA DE LA ZONE INFECTIBLE DE R- JAPONICUM, SELON 

HALVERSON ET STACEY (1984). 

Les ce1 l u les  rad i cu la i r es  deviennent donc progressivement 
moins susceptibles de noduler  au  f u r  et à mesure que l a  rac ine pousse 
et que les poi l s  deviennent matûres. 

La  première réponse observée chez I ' hôte après I ' inocu l a t  ion 
correspond à la  courbure et au branchement des poi l s  rad icu la i res .  

Des f i  l traks s tér i  les de CU l tures bactériennes peuvent conduire 
à ce phénomène (SOLHE I M  et ROA 1973, ; YAO et VINCENT, 19761, b i en  
q u ' i l  ne so i t  pas aussi  complet qu 'avec les cel lu les de Rhizobia v ivantes 
L a  substance responsable n ' a  pas encore été isolée. 

Les mécani smes d '  attachement , de reconnaissance et 
d ' i nvas ion  sont affectés p a r  l e  changement biochimique des surfaces 
ce1 lu la i res  des deux par tena i res .  

Peu de choses sont connues sur  l a  nature et le fonction- 
nemen t des mécani smes de reconnai ssance mai s I ' hypothèse l a  p l  us 
admise est que des g l  ycoprotéines de surface des légumineuses ap- 
pelées lect ines pour ra ien t  déterminer l a  spéc i f ic i té  d '  hôte en accrochant 
des s t ruc tures hydrocarbonées sur  les surfaces du symbionte Rh izob ium.  

2.1.1.1. Rôle de ' la  plante-hôte a u  n iveau de I,a reconnaissance 

Les lect ines s e r v i r a i e n l  donc de déterminants pour  l a  
reconnaissance ou l a  spéc i f ic i té  d '  hôte (BAUER, 1981 ) . Certaines évidences 
expérimentales suggèrent que les p l  us vraisemblables déterminants de 
reconnaissance seraient  les lect ines de l a  plante-hôte et l a  surface 
pol ysacchar id ique de Rhizobium. 



Ce sont 80HLOOL et SCHMIDT (1974) qu i  ont mis en 
évidence pour  l a  première fo is pa r  fluorescence l a  for te  co r ré la t ion  
ent re  les lect ines de gra ines de soja et les surfaces des Rhizobium 
symbiontes. 

Deux systèmes ont  été a lo rs  p lus  part icul ièrement 
étudiés, ce lu i  de l a  symbiose R. t r i f o l i i  - t r è f l e  et ce lu i  de l a  
symbiose R. japonicum - soja. 

Selon DAZZO (1981 ) ,  I 'attachement i n i t i a l  cons is tera i t  en 
un  contact ent re  l a  capsule f i b r i l l a i r e  de R - t r i f o l i i  et les agrégats  
g lobu la i res  de l a  surface extér ieure du  po i l  r a d i c u l a i r e  d u  t rè f le .  
Par  des études immunochimiques et génétiques, i l  a été démontré que 
les surfaces de R. t r i fo l i i  et des ce l lu les  épidermales du  t rè f le  contiennent 
un  antjgène un ique q u i  donnerai t  immunochimiquement une réact ion 
croisée ce qu i  suggèrerai t  l a  re la t ion  é t ro i te  de s t ruc ture  ent re  les 
deux symbiontes. 

Cet ant igène cont iendra i t  des récepteurs qu i  accrochent 
de façon non covalente une lect ine mul t iva lente ,  l a  t r i f o l i i n e  - A .  

De plus,  un haptène spéci f ique i nh ib i t eu r  de l a  t r i fo l i ine-A, 
le  2 déoxyglucose a été mis en évidence (DAZZO et HUBBELL, 1975). 
Cet haptène i nh ibe ra i t  spécifiquement l 'a t tachement de R. t r i f o l i i  aux 
p o i l s  r ad i cu la i r es  du  t rè f le .  

C'est a i ns i  que ces auteurs ont proposé un modèle simple 
de lect ine mul t iva lente  existant  à l a  surface de l a  p lante  qu i  a g i r a i t  
comme "pont" ent re  les déterminants an t  i gén iques des surfaces de 
R. t r i fo l i i  et des cel lu les hôtes, modèle modj f ié p a r  l a  su i te  (DAZZO et 
TRUCHET, 1983) : 

F i g  : 2 : SCHEMA D E  R E C O N N A I S S A N C E  D E S  R E C E P T E U R S  D E  R.TRIFOLI1 AUX P O I L S  R A D I C U L A i R E S  D U  T R E F L E  
PAR L A  T R I F O L I I N E - A  ( D A Z Z O  e t  H U B B E L L ,  1975) 
m o d i f i é  p a r  D A Z Z O  e t  T R U C H E T  ( 1 9 8 3 ) .  

L s  t r i f o l i i n e  A a de p l us  été détectée dans des exudats 
r a c i n a i  res de t rè f le  p a r  immunof l uorescence, ce qu i  pou r ra i t  rendre  



possible l e  processus de reconnaissance avan t  I l attachement du 
microsymbionte à sa plante-hôte (DAZZO et HRABAK, 198r) et DAZZO 
et a l  (1982) ont mis en évidence I 'accumulat ion de cette lect ine aux  
extrémités des po i l s  r ad i cu la i r es ,  qui en t ra i ne ra i t  une adhésion des 
po i l s  ent re  eux pa r  leurs  extrémités, ce q u i  conf i rmera i t  l e  modèle 
proposé de "pont". 

BHUWANESWAR l et a l  ( 1977) se sont intéressés p l  us p a r  - 
t i cu  l ièrement à l a  reconnaissance R. japonicum - soja. l l s  semblent 
être en accord avec I 'hypothèse de BOHLOOL ET SCHMIDT (1974), en 
démontran t que l a  lect ine de gra ines de soja s'accroche spécifiquement 
et avec une haute a f f i n i t é  à de nombreuses souches de R.japonicum 

L'accrochage de cette lect ine se ra i t  inh ibé p a r  un haptène , 
le D galactose ou l a  N acety l  D - galactosamine. I l s  ont de p lus ,  
obtenu des courbes d'accrochage souvent b iphasiques ind iquan t  que 
les sites spécif iques d'accrochage de l a  lec t ine sembleraient être 
t rans i to i res  p lu tô t  que const i tu t i fs  à l a  surface ce l l u l a i r e  de 
R. japonicum. 

LAW et STIJDOM (1984) ont obtenu avec l a  symbiose ent re  
l a  Iégumineuse Lotononis ba ines i i  et  le  Rhizobium correspondant des 
résu l ta ts  en accord avec cette hypothèse de reconnaissance p a r  l a  
lect ine de BOHLOOL et SCHM l DT (1974) et ont  observé de même des 
var ia t ions  dans l 'accrochage de l a  lect ine selon les condi t ions 
de cu l t u re  du  Rhizobium. 

Selon GRAHAM (1981), cette hypothèse du r ô l e  des lect ines 
dans l a  reconnaissance Rhizobium - léguminedse semble a t t r ac t i ve  c a r  
el le représente l a  première hypothèse c l a i r e  montrant une base moléculai re 
de l a  reconnaissance. 

De nombreux auteurs semblent re jo indre  cette hypothèse 
(BAuER, 1981 ; BHUWANESWAR l et a l  , 1977; LAW et STR I JDOM, 1984). 

Selon SOLHEIN (1983), i l  est év ident  que les lect ines sont 
impliquées dans l 'accrochage de l a  bactér ie  à l a  surface de sa 
plante-hôte, mais cet accrochage ne sera i t  pas spécif ique et ne se ra i t  
pas impl iqué dans les processus d '  infect ion,  cependant, les lectines 
pourra ient  a v o i r  un rô l e  dans d ' au t res  étapes d u  processus infect ieux.  

L 'évidence manque selon PUEPPKE (1983) pour prouver  l e  
rô le  spéci f ique et indispensable de l a  lect ine. De plus,  HANDELSMAN 
et a l  (1984) ont  montré que l a  lec t ine de luzerne appelée agg lu t i n i ne  
ne jouera i t  aucun rô l e  spéc i f ique c a r  des souches de R.rneliloti al térées 
dans leur  in teract ion avec l ' a g g l u t i n i n e  étaient  p lus  compétit ives. 

Cette hypothèse reste donc égni gmatique et cont rad ic to i re  
selon BHUWANESWAR l et a l  ( 1978) . l a reconnaissance serai  t u n  effet 
accumulat i f  d ' u n e  sér ie de s ignaux et de réponses à I ' i n t é rac t i on  
(BAUER, 1981). 

1 

Comme l e  c i t e  lui-même DAZZO (1981) : l'on ne doi t  pas 1 
supposer que I ' accomp l i ssemen t d ' u n  attachement sol ide do i t  1 

I 



êt re  l a  c lé  de l 'é tape de reconnaissance mais p lu tô t  que c ' es t  I  'une 
des clés qu i  est nécessaire pour o u v r i r  les nombreuses portes 
b loquant  le  chemin vers  l e  succès de l ' in fec t ion" .  

2.1.1.2. Rôle d u  microsymbionte dans l a  reconnaissance 

La  surface d u  Rhizobium comme toute bactér ie  gram ( - )  
comprend une membrane, une paro i  et d u  matér ie l  extracel  l u  l a i r e  
composé de l ipopolysacchar ides (LPS), de polysaccharides exoce l lu la i res  
(EPS) et de pot ysacchar i  des capsu l a i  res  (CPS) . 

Toutes ces molécules pour ra ien t  jouer un rô l e  dans 
l 'attachement spéci f ique de l a  bactér ie  symbionte à l a  Iégumineuse hôte. 
Beaucoup de rappor ts  à ce sujet sont controversés a f i n  de savo i r  si  
les récepteurs de l a  lec t ine su r  le  Rhizobium se s i tuent  au n iveou  des 
CPS, EPS, LPS, ou b ien  même des glycannes de l a  paro i .  

C'est a i n s i  que de nombreux auteurs s 'a t tachent  p lu tô t  
au  rô le  des CPS et EPS dans cet attachement aux  lectines. 

- Certains ont émis cette hypothèse p a r  l 'ob tent ion de 
mutants Nod o ù  l a  composition en EPS é ta i t  très diminuée ou 
al térée (SANDERS et a l ,  1978, 1981; CAVIEDES et a l ,  1982; LAW et a l ,  
1982). 

D '  autres auteurs  se sont contentés d 'observer  des 
modi f icat ions importantes dans l a  composition en EPS des Rhizobium 
selon l ' âge  de l a  cu l t u re  (CADMUS et a l ,  1982), ce qu i  en t ra inera i t  
des conséquences sur la fréquence de nodula t ion de l a  plante-hôte. Ces 
changements selon I ' âge  de l a  cu l tu re  seraient à corréler  avec le  
changement dans I 'accrochage des lect ines de so ja  su r  R. japonicum 
BHUWANESWAR l et  a l ,  1983) , ce qu i  exp l  i quera i  t  I  'obtention de courbes 
d'accrochage biphasiques (BHUWAWESWAR I et a l ,  1977). 

La d i s t r i b u t i o n  des récepteurs de l a  lect ine dépendrai t  
donc de I ' âge  de l a  c u l t u r e  et cela se ra i t  liée à l ' o r ien ta t ion  de I ' a t -  
tachement de l a  bactér ie aux  po i ls  rac ina i res .  

e 

Selon SCHERWOOD et a l  (19841, l a  capsule se ra i t  une 
s t ruc tu re  dynamique et l a  capaci té d 'encapsula t ion de R . t r i f o l i i  sera i t  
l iée  à I ' i n t é rac t i on  avec les lectines de soja selon I 'âge de l a  
cu l tu re .  

MORT et  BAUER (1980, 1982) ont  observé des changements 
de composition en EPS - CPS selon I ' âge  de l a  cu l t u re  chez R. japonicum 
et ce1 a sera i t  à re l  i e r  avec les propr iétés t rans i to i res  d 'accrochage 
des lectines selon l a  phase de croissance du microsymbionte. Cela sera i t  
donc en faveur  du rô le  des CPS dans l a  reconnaissance. 

De p lus ,  de nombreux t r avaux  se sont portés su r  
l 'e f fe t  des exudats  r ac i na i r es  de p l an te  su r  leu r  microsymbionte corres- 
pondant. 



BHUWANESWAR l et BAUER ( 1 978) ont observé 1 ' importance 
de l 'environnement de l a  plante-hôte su r  l a  cu l tu re  de R.japonicum, 
qu i  est un  facteur t rès important  pour l e  développement des récepteurs 
spécif iques de l a  lect ine à l a  surface de cette bactérie. 

Ces résu l ta ts  suggèrent que R. japonicum possède tout 
le potent ie l  génétique pour  développer des récepteurs spécif iques pour 
l a  lect ine et que ce potent ie l  s 'expr ime selon les condi t ions environne- 
mentales de cu l tu re  à p rox im i té  des rac ines de l a  plante-hôte. 

De même, BHAGWAT et THOMAS (1983) ont  observé que 
l a  présence d 'exudats  r ac i na i r es  de p lan te  cowpea st imule l a  synthèse 
des polysaccharides et développe les récepteurs biochimiques spécif iques 
de l a  lectine. 

DAZZO et a l  (1982) ont observé I 'effet d 'exudats  r ac i -  
na i res  de t rè f le  s u r  R. t r i f o l i i  . Une désorganisation de l a  capsu le  a 
été mise en évidence. E l  le  commencerait a u  centre équator ia l  et progresserai t  
vers les pôles. Les substances qui i ndu i r a i en t  ces modi f icat ions seraient  
des enzymes qu i  a l tèrera ient  l a  capsule et un attachement 
po la i re  de R - t r i f o l i i  aux  po i l s  r ad i cu la i r es  d u  trèf le, mis en évidence 
p a r  immunof l uorescence. 

I I  ex is te ra i t  un  "turn-over" de l a  surface bactér ienne 
où les enzymes des exudats joueraient  un rô l e  majeur. 

C'est a i ns i  q u ' u n  modèle dynamique décr ivant  I 'a t tache- 
ment de R. t r i f o l i i  aux  po i l s  r ad i cu la i r es  du. t rè f le  a été proposé p a r  
DAZZO et TRUCHET ( 1  983).  : 

PHASE I 
ATTACHMENT 

ei.2.1 Al1..*1..1 

CLOVfW ROOl * A I R  + @ 
t.r".>ut.l.d 

_ k1.r Alls<h-i.4 
Rhl<.-bt~- 4?1l~lf& 

1 )  Que lques  minutes après  l ' i n o c u l a t i o n ,  l a  b a c t é r i e  
encapsulée s ' a t t a c h e r a i t  aux e x t r é m i t é s  des  
p o i l s  où l a  t r i f o l i i n e  A s 'accumule en grande 
q u a n t i t é  

2 )  Après 4 à 8  H ,  l a  capsu le  s e r a i t  a l t é r é e  par l e s  
enzymes h ô t e s p u i s  en é q u i l i b r e  avec l a  syn thèse  
de novo de po lysacchar ides  b a c t é r i e n s ,  des  
f i b r i l l e s  à prédominance p o l a i r e  s ' a c c r o c h e r a i e n t  
à l a  t r i f o l i i n e  A 

F i g  3  : SCHEMA DE L ' A T T A C H E M E N T  DE fi. TRIFOLII A U X  POILS RADICULAIRES DU T R E F L E  
(DAZZO e t  TRUCHET, 1983) .  



De p l  us, 1 'observat ion en microscopie é l ec t~on ique  de 
te l  les f i b r i l l e s  po la i res  a v a i t  dé jà  été décr i te chez R.rneliloti 
(MUTAFTSCHIEV et a l ,  1982). 

YAO et  VINCENT (1976) ava ient  observé la  déformation 
de po i l s  r ad i cu la i r es  p a r  un facteur  e x t r a i t  des cel lu les de R. t r i fo l i i  
mais ce fac teur  n ' a  p u  ê t re  caractér isé.  Les EPS ne semblent pas a v o i r  
d 'e f fe t  mais aucun support ne permet de penser aux  LPS. 

Ainsi de nombreux auteurs  se sont penchés sur  le r ô l e  
des EPS et CPS dans le  processus d'attachement mais récemment ce r ta ins  
auteurs semblent être p l us  en faveur  d u  rô le  des LPS dans ce processus, 
b i e n  que ceux-ci soient encore t rès mal étudiés à cause de leur  complexi té 
et de leur  hétérogénéité. 

Le rô l e  des LPS dans l a  symbiose est mal connu mais 
cette analyse est en progrès, il se ra i t  cependant u t i l e  de posséder des 
mutants affectés dans leur  composition en LPS (CARLSON, 1984) pour 
connaî t re  leu r  r ô l e  dans cette symbiose. 

Cependant, HRABAK et a l  (1981) ont  trouvé une re la t ion  
en t re  l 'a t tachement des lect ines de t r è f l e  et un  déterminant unique des 
LPS de R - t r i f o l i i .  Les LPS sub i ra ien t  selon eux de profonds changements 
immunochimiques au  cours de l a  croissance. Les déterminants ant i  géni ques 
seraient  a lo rs  t rans i  toi  rement exposés à l a  surface bactériennes à 
certa ines phases.de l a  croissance. 

KAMBERGER (1979) a impl iqué de même, les LPS comme 
s i te  d'attachement des lect ines de luzerne pour R.meliloti et de pois 
pour  R. legurninosarum . 

Le  rése en ce de récepteurs mul t ip les  pour la lect ine 
pour  les ce l lu les  de Rhizobia i-ious amène à vou lo i r  connaît re quel r ô l e  
d i f férent  ont- i  l s  dans le  processus d '  infect ion. 

Selon KAMBERGER (1979) l e  modèle proposé p a r  DAZZO 
et HUBBELL (1975) doi t  ê t re  modifié. Selon l u i ,  les polysaccharides 
capsu la i res  pourra ient  être responsables de I 'attachement d '  un  g rand  
nombre de ce l lu les  Rhizobiales su r  les po i l s  rad icu la i res  p a r  le système 
"pont-lectine" et cela const i tuera i t  u n  évènement précoce dans l a  
reconnaissance qu i  sera i t  s u i v i  p a r  des évènements secondaires de 
reconnaissance nécessi tant  I ' accrochage spéci f ique de l a  lec t ine de I ' hôte 
s i tuée sur  les po i l s  rad icu la i res ,  aux LPS, ce qu i  en t ra i ne ra i t  I 'é tape 
su ivante  d ' i nvas ion .  

Ainsi ,  beaucoup de choses restent encore obscures pour  
décr i re  ce processus de reconnaissance qu i  semble p lus  complexe que ne 
I ' ava ien t  émis DAZZO et HUBBELL( 1975). 

2.1.2. ln fec t iont  et nodulat ion.  

Après l a  reconnaissance et I 'attachement du  Rhizobia a u x  
poi l s  rad icu la i res ,  étape précoce dans l e  processus d '  in fect ion,  l a  
courbure des poi l s  rac ina i resest  a lors  observée, première réponse de 
l 'hôte  après I ' inoculat ion,  b ien  que cette étape ne semble pas essen- 
t i e l  le  pour  I ' infect ion. 



Après cet te phase de prétmîect ion,  l a  bactér ie  devient  enclose 
dans une sorte de poche dans l a  paro i  c e l l u l a i r e  d u  po i l  p a r  i nvag i -  
nat ion de ce1 le-ci , général lement côté concave de l a courbure. 

C'est a lo rs  q u ' u n  cordon in fec t ieux se développe à p a r t i r  
de cet endro i t  et c ro i t  vers l ' i n t é r i e u r  de l a  cel lu le.  

L a  pénétrat ion d u  p o i l  r a d i c u l a i r e  a donc l i e u  p a r  dégrada- 
t ion de l a  paro i  de l a  cel lule-hôte à ce po in t  d 'entrée s u i v i e  de l a  
formation de ce cordon in fec t ieux,  qu i  se poursu i t  vers l a  racine.  A 
ce po in t ,  les cel lu les cor t ica les  de l a  rac ine  se dédi f férent ient ,  se 
d iv isent  et forment u n  méristème qui s 'é tend et condui t  à l a  croissance 
extér ieure à l a  surface r a c i n a i r e  d ' u n  nodule. 

A I ' i n t é r i e u r  de ce nodule, les bactéries sont relachées 
d u  cordon infect ieux dans le  cytoplasme des ce1 Iules-hôtes. 
Tout ce processus est t rès  b ien  décr i t  p a r  W l  LSON et a l  (1983) et 
schématisé p a r  ME l JER et  BROUGHTON (1 982) . 

9 n 
\ P 

a : croissance du poil racinaire 

b : Rhiiobia dans la rhizosphère 

c : attachement polaire aux poils racinaires 
(F i  IV 

d : courbure du poil 
e : invagination d e  la paroi du poil e t  formation du cordon infection 

f f : croissance du cordon infectieux dans le poil 
-1' g : croissance e t  branchement du cordon infection dans Le cortex racinaire 

-rh 
h : Iibiration des bactéries 

F i g  4 : D I F F E R  ENTES € T A  PES DE L ' 1 N F  E  C T  I O N  ( M E 1  J E R  e t  BROUGHTON,  1982) .  

Après leu r  l i bé ra t ion ,  les bactér ies se d iv i sen t  activement. 
Chaque bac té r ie  est a lo rs  entourée d '  une membrane de séquestrat ion ou 
membrane p é r i  bactéroïde. 

Les bactér ies à croissance rap ide  cesse a lors  de se d i v i se r  
et subissent des déformations morphologiques importantes et une augrnen- 
ta t ion  de volume, tand is  que les bactér ies à croissance lente conserve 
leu r  forme de batonnet et peuvent se d i v i se r  à I ' i n t é r i e u r  des membranes 
de séquestrat ion conduisant à de pe t i t s  sacs contenant p lus ieurs  bactér ies 
(pour r evue  c f  DENAR l E et TRUCHET ( 1979). C'est .% ce moment que 
les bactér ies se font appeler  bactéroïdes. 



2.2.  L'ETAT BACTEROIDE ET EFFICIENCE 

L e  terme de bactéroïde a été tout  d ' a b o r d  i n t r o d u i t  p a r  
BRUNCHORST en 1885 comme é tan t  une v a r i é t é  de s t ruc tu res  e t  de formes 
enf lées. d u  Rhizobium e n  c u l t u r e  ou présent  dans les nodules des Iégu- 
mi neuses. 

C 'es t  BERGERSEN (1974) qui a suggéré que ce terme é t a i t  
rése rvé  a u x  formes symb iot i ques présentes dans les nodu les r a c i  n a i  res  
sans t e n i r  compte de l e u r  forme et t a i l l e .  C'est a i n s i  q u ' o n  nomme 
ac tue l  lement bactéroïde toute ce1 l u l e  de Rhizobium présente à I ' i n t é r i e u r  
des ce1 Iu les du t issus c e n t r a l  des nodules (SUTTON et a l ,  1981 ) .  

En ef fet ,  l e  nodu le  peut ê t r e  d i v i s é  en q u a t r e  zônes (WILSON 
et a l ,  1983) : 

- Une zône d i s t a l e  mér ismat ique 
- Une zône symbio t ique précoce ou zône d '  i n v a s i o n  d u  

cxdc m c t i e u x  
v - Une zône symbio t ique t a r d i v e  contenant  les bactéroïdes 

matûres e t  f i x a t e u r s  d 'azote 
- Une zône p r o x i m a l e  o u  zône senescente. 

Les bactér ies  a i n s i  déformées, incapab les  de se d i  v i s e r  
deviennent  de v r a i s  organes f i x a t e u r s  d 'azo te  de l a  p l a n t e  (VERMA 
et LONG, 1983). 

Au cours de cet te t rans format ion  en bactéroïde,  l a  bac té r ie  
se v o i t  totalement modifiée. On observe tout d ' a b o r d  une i n h i b i t i o n d e  
l a  synthèse de l a  p a r o i ,  ce q u i  e n t r a i n e r a i t  une pe r te  de r i g i d i t é  et 
une g rande  sensi b i  l i té osmotique (SHAR I F I , 1984). Cela s e r a i t  une adap- 
t a t i o n  de l a  bac té r ie  à l a  hau te  osmolar i té  d u  cytoplasme hôte (SUTTON 
et a l ,  1977) e t  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  les problèmes de v i a b i l i t é  de ces 
c e l l u l e s  qu i  nécessitent p o u r  l eu r  isolement u n  m i l i e u  de c u l t u r e  appor-  
t a n t  des protect ions osmotiques, déc r i  t d ' a i  l l eurs  p a r  GRESSHOFF et ROLFE 
(1978), p a r  a d d i t i o n  de manni to l  e t  de sorb i to l  ( m i l i e u  PDB). I I  ob t ien t  
de ce t te  façon une complète v i a b i l i t é .  

D 'au t res  mod i f i ca t i ons  ont  l i e u  a u  se in  de cette ce l l u le , te l  les 
des a l t é r a t i o n s  d u  nucléoi'de, une augmentat ion des g r a i n s  de 8 po ly -  
h y d r o x y b u t y r a t e  ( P D B )  , de glycogène e t  de pol yphosphate. 

L a  composit ion de l a  membrane p lasmique est auss i  modif iée 
p a r  des changements de composit ion en phosphol ip ides,  en ac ides  g ras  
et les membranes semblent p l u s  f l u i d e s  (MILLER et TREMBLAY, 1983) 

Les bactéroïdes sont comme nous I ' avons d é c r i t  précédemment 
enclos dans une membrane de séquest ra t ion  appelée pér ibac téro ïde.  
I ' O r i g i n e  de ce t te  membrane reste encore mai connue et p l u s i e u r s  hypothèses 
ont  été soulevées à ce su je t  : 



- , L e 5  ce l i  u les Rh izobi a l  es seraient  encloses p a r  une membrane 
plasmique de l a  ce l lu le  hôte p a r  endocytose a u  moment 
de leur  l ibérat ion.  

- Cette membrane sera i t  dérivée des endomembranes hôtes 
tels que l e  r e t i cu l  um endopl asmiqueou I 'enveloppe nuc léa i re .  

- E l  le  se ra i t  p rodu i t  p a r  synthèse de I1novo". 

De for tesévi  dences à présent favor isent  l a première hy ~ o t  hèse 
grâce à l a  comparaison ent re  les deux membranes (dens i té , ,  sens ib i l i t é  
aux détergeants an ion i  ques, composition pept i d i  que). - 

Tout au cours du  développement d u  nodule, des protéines 
spécif iques sont synthétisées à l a  fo i s  p a r  I 'hôte et  p a r  l a  bac té r ie  
et le  contact  é t ro i t  ent re  les deux par tena i res  est véri tablement b i en  
concrét isé au cours de l a  synthèse de l a  leghémoglobine. En effet,  cette 
protéine q u i  permet l e  main t ient  de l a  tension en oxygène au  n iveau  du  
nodule a u r a i t  sa p a r t i e  protéique,  l a  g lob ine synthétisée p a r  l a  plante-hôte, 
a lors  que I 'hème sera i t  apportée p a r  l a  bactér ie.  I I  semblerait  q u ' i l  
y a i t  une re la t ion  ob l iga to i re  ent re  l a  présence de l a  leghémoglobine 
et  l a  capac i té  de f i x e r  I 'azote. 

Cependant, des formes "pseudobactéroïdes" ont p u  ê t re  
obtenues en cu l tu re  l i b r e  dans une var ié té  de mi l ieux dont l a  hau te  
teneur en thiamine, a lka lo ïdes ou acides aminés semble importante 
(SUTTON et a l ,  1981; KANESHIRO et a l ,  1983).  Les cel lu les sont p l u s  
grandes, déformées et  contiennent de nombreux g ra ins  de PHB, cependant 
l a  s t ruc tu re  de l a  paro i  est inchangée. 

2.2.2. L 'ef f ic ience.  

Les bactéroïdes présents dans l e  nodule sont le s i te  
p r ima i re  de l a  f i x a t i o n  d'azote. Cela a p u  ê t re  détecté en su ivan t  l a  
f i xa t i on  d 'azote  marqué. 

Le p rodu i t  issu de l a  f i x a t i o n  d 'azote  est l ' i o n  ammonium 

NH4 
+ et cette réact ion est catalysée p a r  un  complexe enzymatique, 

l a  n i  trogènase. Cette enzyme sera i t  formée de deux protéines fac i  iement 
séparables (HAAKER et VEEGER, 1984),  une protéine tétrarnérique 

"z 8 2  ) de PM 220 000 appelée MoFe proté ine (contenant du  mobybdate 
et du f e r )  et une protéine dimér ique ($ ) de PM 64 000 appelée Fe 
protéine (contenant du fe r ) .  2 

L ' i o n  ammonium a ins i  p rodu i t  est a lors  assimi lé selon 
deux voies possibles fonction de l 'o rgan isme et de l a  concentrat ion - - 
en N H ~ + .  - .  

Ainsi l a  g lutamine et le g lutamate sont des acides aminés 
p r ima i res  synthétis6s au  cours de l a  f i x a t i o n  d'azote et sont ensui te 
conver t is  en autres acides aminés p a r  t ransaminat ion,  qu i  seront a lo rs  d is-  
ponibles pour  Io  croissance de  l a  p l an te :  



Nitrogenase 
N Z  + ATP NH 4+ + AOP 

M en excès 

+ A T P  c é t o g l u t a r a t e  + NH ' 
t 

4 

+ glutamate 
I + 

Glutamine t d c e t o g l u -  Glutamate - 2 Glutamates 
Synthé tase  

t a r a t e  1 t ransaminases * 
Acides aminés 

F i g  5 : FIXATION DE L'AZOTE ET ASSIMILATION DE N H ~  
(SHARIFI, 1984) 

+ 
Beaucoup d ' a u t e u r s  pensent que NH4 s e r a i t  emporté dans 

le  cytosol  de l a  p l a n t e  et que  son ass im i la t i on  ne  s e r a i t  p a s  effectuée 
p a r  les enzymes bactér iens  (KONDOROSI et a l ,  19771, d ' a i l  l e u r s  l a  
g lu tamine synthétase e t  la g lu tamate  déshydrogénase présentent  chez le 
bac téro lde  une p l u s  f a i b l e  a c t i v i t é  que chez l a  c e l l u l e  l i b r e  (O'GARA et 
SHANMUGAM, 1976 ; SUTTON et  a l  , 1981 ) . 

L a  n i  trogénase nécessi te  de p l u s ,  beaucoup d 'éne rg ie ,  sous 
forme d 'ATP e t  de réduc tan ts  (ANDERSEN et a l ,  1'980). 

L ' a c t i v i t é  de ce t te  enzyme peut  ê t re  déterminée expérimenta- 
lement p a r  l a  méthode de KEISTER (1975) q u i  u t i l i s e  l a  réduc t ion  d 'acé-  
t y  lène en éthy lène,  réac t i on  c a r a c t é r i s t i q u e  de l a  ni trogénase.0n observe 
p a r  cet te méthode une augmenta t ion  de p l u s  de 1000 f o i s  de son a c t i v i t é  
en 3 à 4 j ou rs  pendant  l a phase  de m a t u r a t i o n  d u  nodule.  Cette 
augmentat ion s e r a i t  dûe à une synthèse de "novo". 

On a longtemps considéré que cette a c t i v i t é  é t a i t  le  p r i v i l è g e  
d u  bactéro ide ,  mais  depu is  1975, i l  a p u  ê t re  mis en évidence des souches 
lentes de Rhizobium pouvan t  syn thé t i se r  l a  n i t rogénase en c u l t u r e  l i b r e  
(KE I STER, 1975; TJEPKEMA et EVANS, 1975; KANESH l RO et  a l ,  1983). 
Les cond i t i ons  expér i  mentales on t  a l o r s  été déterminées pour  o b t e n i r  cette 
ac t i v i t é .  L a  f a i b l e  teneur en oxygène semble ê t re  l a  cond i t i on  essent ie l le  
(TJEPKEMA et EVANS, 1975; KEISTER, 1975; AGARWAL et KEISTER, 1983) 
a i n s i  que l a  c u l t u r e  en m i l i e u  f a v o r i s a n t  le  plelomorphisme, contenant  
d u  g lu tamate ,  du manni to l  e t  du. g luconate (KANESHIRO et a l ,  1983). 

A ins i  ce concept de l a  nécessité de l a  p l a n t e  a- t - i l  été mis 
en cause, b i e n  que l a  dépression de l a  synthèse de l a  n i t rogénase semble 
ê t re  u n  processus complexe r é g u l é  p a r  des fac teurs  inconnus et beaucoup 
de souches ne peuvent  ê t re  déréprimées (AGARWAL et KEISTER, 1983). 

I I  ex i s te  dans l a  na tu re  des bactér ies  q u i  f i x e n t  normalement 
l ' a z o t e  atmosphérique en c u l t u r e  l i b r e ,  dont  une enterobactér ie  K lebs ie l l a  
pneumoniae, t rès  u t i  l e  pou r  é luc ide r  le '  mécanisme de ce processus. 

- - 
L a  symbiose Rhizobium-légumineuse semble donc ê t r e  une 

r e l a t i o n  t rès complexe e n t r e  les deux p a r t e n a i r e s  q u i  do ivent  a v o i r  chacun 
u n  r ô l e  p a r t i c u l i e r .  



L 'ana lyse  génétique de quelques légumineuses a permis 
de mettre en évidence l e  r ô l e  des gènes de l a  p lan te  dans l a  symbiose, 
l eu r  nombre et  leur r é p a r t i t i o n  . Cependant ces t r avaux  restent  très 
labor ieux-  et t rop ra res  (NUTMAN, 1969). 

Quand à la bactér ie,  e l  l e  nécessite l a  possession de fonc- 
t ions physiologiques et biochimiques par t i cu l iè res ,  dont l a  régu la t ion  
ne peut ê t re  comprise que p a r  I ' i nves t iga t ion  de son matér ie l  génétique. 

I I  1 - ETUDE DU GENOME DE RHIZOBIUM 

L''association symbiot ique Rhizobium-légumineuse ne peu,t 
ê t re  comprise que pa r  I 'étude des re la t ions  ent re  les propr iétés sym- 
biot iques del a bactér ie et son matériel génétique. 

L 'ana lyse  du génome est permise p a r  l ' u t i l i s a t i o n  de diverses 
techniques de manipulat ions génétiques, b ien que les t ransfer ts  généti- 
ques chez Rhizobium restent  très dé1 icats.  

3.1 . LE GENOME DE RH l ZOBl UM 

3.1 .l. Le chromosome. 

Comme toute ce l lu le  procaryote, l e  Rhizobium possède u n  
chromosome d i f f u s  dans l a  ce1 Iu le  dont I 'ADN q u i  le compose est amalgamé 
p a r  des protéines basiques de type HU e t  p a r  I 'ARN. 

Cet ADN est b ien  sû r  le  siège de I 'hérédi té de cette bac té r ie  
et code pour  les fonctions indispensables à l a  v i e  végétat ive de l a  
ce1 Iule. 

3.1.2. Les éléments extrachroniosomiques. 

Les bactér ies du  genre Rhizobium sont généralement caracté-  
r isées p a r  l a  présence d'éléments génétiques extrachromoscmiques appelés 
plasmides. 

Leur nombre et t a i l l e  va r ien t  selon les espèces de 
Rhizobium. O n  a pu tout d ' a b o r d  mettre en évidence que l a  t a i l l e  de 
ces plasmides é ta i t  compris entre 50 et 200 Md p a r  l a  technique de 
CURR l ER et PJESTER ( 1976) , mais p a r  des techniques p lus  f i nes  
et p l us  douces, des plasmides de p l us  de 250 Md ont p u  ê t re  décr i ts  
(NUTI et a l ,  1977; BECHET et GUILLAUME, 1978). 

Par  des techniques de lyse d i rec te  su r  gel d 'agarose 
(ECKARDT, 1978), un screening des contenus plasmidiques a p u  ê t re  
effectué faci lement chez les diverses espèces de Rhizobium. 

iCJest aloi= p a r  cette technique que fûrent  découverts de 
grands plasmides dont l e  PM a t te ind  460 Md chez R. t r i fo l i i  (ZURKOWSKI 
et LORKIEWICZ, 1979) et p l us  de 300 Md chez R.meliloti (ROSENBERG et 
a l ,  1981; 1982) appelés a lo rs  mégaplasmides. 



L '  invest igat ion de l a  présence de grands plasmides chez 
les diverses espèces de Rhizobium a ' pe rm is  de décr i re  p l us  de 60 
souches à croissance rap ide  possédant de grands plasmides (DENAR I E 
et a l ,  1981 ) .  Chez l a  p l u p a r t  des souches étudiées, u n  ou p lus ieurs  
p l  asrnides ont été détectés. 

R.leguminosarum semble por te r  au moins 3 plasmides de 
p l  us  de 90 Md (CASSE et a l ,  1979). Chez R.rneliloti d i f férentes méthodes 
d' isolement ont révé lé  l a  présence de 2 classes de plasmides, l ' u n e  
pouvant ê t re  isolée p a r  l a l  technique dk .d&naturat ion a lca l  ine dont les 
PM se s i tuent  ent re  90 et 200 Md et l ' a u t r e  qu i  n ' a  p u  être détectée 
p a r  ce procédé mais seulement p a r  l a  technique.dlECKARDT (1978) dont 
les PM sont supér ieurs à 300 Md. Un tel plasmide a p u  ê t re  trouvéchez 
27 souches de R-rnel i lot i  d ' o r i g i n e  géographique dif férente. 

Tout récemment, le  poids moléculai re exact du  mégapl asmide 
de R-rnel i lot i  a p u  être déterminé grâce à son isolement en lyse très 
douce et analysé en microscopie électronique (BURKARDT et BURKARDT, 
1984). Sa longueur a permis de déterminer un PM d 'env i ron  1000 Md. 
Ces mégaplasmides ava ient  eu leur  PM estimé p a r  l a  méthode d'électropho- 
rèse en gel d 'agarose,  mais le  ca lcu l  v i r tuel lement impossible é ta i t  
faussé p a r  l a  r e l a t i on  non logar i thmique ent re  l a  mobi l i té  et l a  t a i l l e  
de tel les molécules. 

Si l a  présence de tels grands plasmides semble ê t re  
générale chez les espèces à croissance rap ide ,  i l  n ' en  est pas de même 
pour ce1 les à croissance lente. Des d i f f i cu l tés  ont été rencontrées pour 
détecter et isoler  les plasmides de ces souches de façon reproduct ib le ,  
cependant certa ines études posi t ives suggèrent leu r  présence possib le 
chez les bactér ies à croissance lente. 

Ces p l  asmi des ont  longtemps été consi dérés comme c r y  p t  iques , 
c 'est-à-di re de phénotype inconnu. Cependant, on a p u  tout d ' abo rd  
observer I ' ins tab i  l i té des propr iétés symbiotiques, p a r  l a  per te  spontanée 
à haute fréquence de I ' i n fec t i v i té  de certa ines souches. De p lus ,  c ette 
per te  dans cer ta ins  cas a p u  ê t re  accélérée p a r  cer ta ins  traitements à 
I ' a c r i d i n e  orange (HIGASHI, 1967) ou à l a  cha leur  (ZURKOWSKI et 
LORKIEWICZ, 1978). 

De nombreux mutants furent  a lors  mis en évidence, permettant 
de f a i r e  l a  c d l a t i o n  ent re  l a  présence de plasmides et  les^ propr iétés 
symbiotiques. 

Des t ransfer ts  de caractères symbiotiques ont p u  ê t re  
effectués à p lus  hautes fréquences que ce1 les trouvées pour les marqueurs 
ch romos~ i i ques .  HI  GASH 1 ( 1  967) t ransfera  a ins i  à une souche de 
R.phaseoli l a  capac i té  de noduler  le  t rè f le ,  pu is  les t r avaux  de JOHNSTON 
et a l ,  (1978) confirmèrent l a  présence de gènes de spéc i f ic i té  d 'hô te  
su r  un  plasmide en t ransferant  un  plasmide marqué p a r  le Tn 5 de 
R. leguminosarurn à R - t r i f o l i i  et R.phaseoli. Les t ransconjugants 

2 
obtenus à haute fréquence (10- ) éta ient  tous capables de former des 
nodules su r  le  po is  a ins i  que sur  leur  hôte hab i tue l  respectivement le 
t rè f le  et l a  har icot  . 



Les évidences ne s 'a r rê ten t  pas  là. En ef fet ,  de nombreuses 
expériences ont prouvé que les gènes Nif de nombreuses espèces de 
Rhizobium sont local isés su r  I ' ADN extrachromosomi que. C'est en clonant 
les gènes s t ruc turaux de l a  ni trogénase chez KlebsKtI la - pneumoniae, 
les gènes n i f  H D K dans un pe t i t  p lasmide amp l i f i ab le  appelé pSA 30 
(CANNON et a l ,  1977) et p a r  hyd r i da t i on  avec cette sonde marquée 
que I ' on  a p u  iden t i f i e r  des séquences homologues à ces gènes de 
K.pneumoniae codant pour  l a  nitrogénase sur  les grands plasmides de 
d ive rs  Rhizobium. 

L a  présence de gènes n i f  homologue à ceux de K.pneumoniae 
a p u  a i ns i  ê t re  déterminée sur  I'ADN p lasmid ique de R.leguminosarum 
(NUTI et a l ,  1979; RUVKUN et AUSUBEL, 1980), de R.phaseoli (HOMBRECHER 
et a l ,  1981), de R . t r i fo l i i  (RUVKUN et AUSUBEL, 1980; HOOYKAAS et a l ,  
1981 1 ,  de Rhizobium d u  groupe Cowpea (MORRISON et a l ,  1983), de même 
chez R..meliloti, l a  présence de tels gènes a p u  ê t re  local isée su r  le  
mégaplasmide (BANFALVI et a l ,  1981 ; ROSENBERG et a l ,  1981) et non sur  
le  p lasmide moyen, b i en  que celu i -c i  po r te  des séquences d'homologies en t re  
des souches de R-me l i l o t i  d ' o r i g i nes  diverses (JOUANIN et a l ,  1981). Ces 
séquences communes codent ce r ta i  nement pour  des fonctions b io log i  ques 
qu i  restent  encore inconnues. 

i 

I I en est a i ns i  pour  certa ines souches de R.japonicum à 
croissance rap ide  isolées de Chine où les gènes Nod semblent ê t re  si tués 1 ;. 
su r  l e  g r a n d  plasmide (SADOWSKY et BOHLOOL, 1983) a i ns i  que les gènes 
Ni f  (MASTERSON et a l ,  19821, a lors  que ces gènes chez les souches 
à croissance lente, ne sont pas v isua l isés sur  les plasmides (MASTERSON 

et a l ,  1982; HAUGLAND et VERMA, 1981 ) .  

A ins i ,  le r ô l e  des plasmides dans l a  symbiose semble confirmé 
pdur les souches à croissance rap ide  et p l  us pa r t i cu l  ièrement pour  
R.meliloti où les gènes codant pour les fonctions p r inc ipa les  de spécif i -  
c i t é  d 'hôte,  et d ' i n f ec t i v i t é  et d 'e f f ic ience sont portés p a r  les plasmides. 

FORRAI et a l ,  (1983) ont cependant observé des défiofénces 
symbiot iques engendrées pa r  des mutations chromosomiques. Cela permet 
de supposer que des gènes symbiotiques peuvent avo i r  un  support  
chromosomique aussi b i en  que plasmidique. 

3.1.3. Le génome de l a  forme endosymbiotique. 

Beaucoup de t r avaux  se sont attachés à déterminer d'éventuel- 
les dif férences de contenu génétique ent re  les formes végétat ives et 
endosymbiotiques de Rhizobium. 

De nombreux auteurs ont observé que l e  contenu en ADN du 
bactéroi'de é ta i t  quant i tat ivement égal ou supér ieur à ce lu i  de l a  
forme l i b re .  Cela a été décr i t  p a r  BISSELING et a l  (1977) chez R.meliloti, 
R . t r i fo l i i  et R-phaseol i ,  a ins i  que pa r  PAAU et a l  (1977; 1979) et p a r  
RE l J l NDERS et a l  ( 1975) chez R. leguminosarum. 

Cela pou r ra i t  être d û  à une ampl i f ica t ion des gènes symbiot iques 
essentiels pour l a  f i x a t i o n  d 'azote  ou à une accumulat ion de I'ADN 
dûe au  manque de d i v i s i on  ce l l u l a i r e  bactéroïde. L a  seconde hypothèse 
semble l a  p l us  vraisemblable. 



DILWORTH e t  WILLIAMS (1967) suggèrent  que l a  q u a n t i t é  
D'ADN s e r a i t  l a  même v o i r  d iminuée chez l e  bactéroïde.  Cela a été 
observé p a r  PAAU et a l ,  (1978) ma is  chez l e bactéroïde immature o u  
senescent d e  R.mel i loti. 

AGARWAL e t  MEHTA (1974) ont  observé une d i m i n u t i o n  de la 
température de déna tu ra t i on  et du GC % de I  'ADN d u  bactéroïde,  imp l  i- 
q u a n t  a i n s i  un changement de I  'ADN c e l l u l a i r e  a u  cours de l a  t rans fo r -  
mat ion  phys io log ique.  

L ' a c t i v i t é  de  l a  n i t rogénase,  mesurée p a r  l a  réduc t ion  1 
d ' acé ty lène  peut augmenter de p l u s  de 1000 fo i s  en 3 à 4 j ou rs  a u  l 

I 

cou rs  de l a  rnaturat ion.Cela s e r a i t  assuré p a r  l a  synthèse de ''novon e t  
réservé à l a  forme symbio t  i que  b i e n  q u ' e x i s t a n t  chez cer ta ines  souches 
à l 'é ta t  l i b r e  (KE ISTER, (1  975) ; TJEPKEMA, 1975). 

De p lus ,  l ' a c t i v i t é  de l a  DNA polymérase semble ê t r e  d iminuée 
selon PAAU et  COWLES (1975) a i n s i  que l a  q u a n t i t é  d'ARN (DILWORTH e t  

De p lus ,  les ARNm de ce t te  enzyme on t  été mis en évidence 
p o u r  l a  première fo i s  chez R.meli lot i  à l ' i n t é r i e u r  de l a  p l a n t e  et en 
p a r t i c u l i e r  dans l e  bac téro ïde matûre  (PAAU et  BRILL, 1982). Une f o r t e  
expression des gènes N i f  a été d é c r i t  aussi  chez l e  bactéroïde de 
R.leguminosarum p a r  r a p p o r t  à l a  bac té r ie  l i b r e  où ces gènes ne s ' e x -  I 

p r imen t  peu ou pas d u  tout  (KROL et a l ,  1980; 1982). Aucune arnpl i f i c a t  i on  
l 

de  ces gènes n ' a  p u  ê t r e  decelée. I I  s ' a g i t  donc vra isemblablement d ' u n e  
augmentat ion de l a  t r a d u c t i o n  de ces gènes q u i  se ra i t  donc essentiels 
p o u r  I  'assoc ia t ion  symbiot  ique.  

l 

! 

A i n s i ,  l ' é t u d e  d u  génome d u  bactéro ïde ne semble pas t rès  
év idente  e t  res te  dé1 i ca te ,  les bactéroïdes p u r s  é tan t  d i f f i c i  les à o b t e n i r .  

1 
beaucoup de résu l ta t s  semblent donc con t rad ic to i res  et incomplets et des I 

t r a v a u x  do iven t  a p p r o f o n d i r  ces études a f i n  de comprendre l e  fonctionnement 
des modi f i ca t ions  qu i  su rv iennen t  en t re  l e  passage de l a  forme végé ta t i ve  
à l a  forme symbiot ique.  1 

WILLIAMS, 1967) a l o r s  que l a  synthèse proté jque augmente a u  cours 
du changement de forme (SUTTON et  a l ,  1981 ) .  i 

l 
I I  est cependant c e r t a i n  que l e  contac t  de l a  p l a n t e  a g i t  

fortement s u r  l ' exp ress ion  d u  génome de son syrnbionte. I I 

3.2. ETUDE ET MANIPULATION DU GENOME CHEZ RHIZOBIUM. 

L ' i n t é r ê t  augmentant  de l a  f i x a t i o n  b io log ique de l ' azo te  
atmosphér ique a f a v o r i s é  I  'é tude de ce t te  b a c t é r i e  grâce a u x  énormes 
p rog rès  des mét hodes d ' a n a l  y se génét ique mi ses a u  po in t  récemment . 
De nombreuses techniques de b io log ie  molécu la i re  et de t r a n s f e r t  a i n s i  
développées, nous permettent  I ' i nves t i ga t i on  d u  génome de Rhizobium. 

3.2.1. L ' i so lemen t  de mutants.  

Pour  l ' é t u d e  génét ique de toutes bac té r ies , i l  est t rès  impor tan t  
v o i r  essentiel  d ' o b t e n i r  des mutants.  Les muta t ions  ont p r inc ipa lement  
deux buts,  d '  une p a r t  I  'ob tent ion  de marquages sélect i fs  s u r  u n  élément 
génét ique donné, tel les que l a  rés is tance à u n  an t ib io t i que ,  une a u x t r o p h i e  
ou d ' a u t r e  p a r t ,  I  ' ob ten t ion  de souches déf ic ien tes  dans une étape donnée 
d ' u n  processus déterminé te l  l e  que \ a  f i x a t i o n  de I  'azote p o u r  Rhizobium 
Cela permet de d i f f é r e n t i e r  les stades p r é c i s  composant l a  fonct ion é tud iée 
e t  de l oca l i se r  les gènes responsables. 

Les d i ve rs  moyens de muta t ion  peuvent  ê t re  phys iques (rayonnement 
UV, t ra i tement  à l a  c h a l e u r ) ,  ch imiques ( t ra i t emen t  p a r  l e  NTG, I 'é thy lmé-  
t h y l s u l f o n a t e  EMS, I  ' a c i d e  n i t r i q u e ,  I  ' a c r i d i n e  orange,  l e  bromure 



d 'é th id ium,  l e  SOS.. . ) ou b io log iques  ( u t i l i s a t i o n  d 'é léments génétiques 
t ransposab les appelés transposons) . 

C'est H'LGASHI (1967) qui évoqua l a  r e l a t i o n  en t re  les . 
p lasmides e t  les p rop r ié tés  symbiot iques de Rizobium en t r a i t a n t  p a r  
I  ' a c r i d i n e  orange une souche de R . t r i f o l i i  qui p e r d i t  ses p rop r ié tés  
d ' i n fec t i on .  Ce t ra i tement  é t a i t  dé jà  connu p o u r  ses p rop r ié tés  d ' é l  im ina t ion  
des p lasmides ou "cure". 

Depuis, 1 ' u t i l i s a t i o n  d ' a g e n t s  chimiques e t  physiques a été 
trèsemployée pour  o b t e n i r  des mutants  symbiot iques t a n t  s u r  l e  
carac tère  d ' i n f e c t i v i t é  (ZURKOWKI e t  a l ,  1973; MAlER e t  BRILL,  1976; 
STACEY et  a l ,  1982; SKORUPSKA et  a l ,  1984) que s u r  l e  carac tère  
d 'e f f i c i ence  (BER INGER et a l ,  1977; SKOGEN-HAGENCON et ATHERLY, 1983). 

Cela a permis aussi  I ' o b t e n t i o n  de mutants  a l té rés  dans 
leu r  composit ion en po lysacchar ides  et dé f i c ien ts  dans l e u r  r e l a t i o n  
symbio t ique (PALOMARES et a l ,  1978; SANDERS et a l ,  1978; 1981 ; STACEY 
et a l ,  1982). 

P a r  ce procédé, I  'é tude de d i f fé rentes  voies métabol iques I 

a p û  ê t r e  précisée g râce  à I ' ob ten t ion  de mutants  auxotrophes 1 

(KONDOROSI et a l ,  1977; ZLOTNIKOV et a l ,  1984). 

L a  méthode de mutagénèse l a  p l u s  u t i l i s é e  actuel lement 
et en p a r t i c u l i e r  p o u r  I  'é tude de p lasmides concerne I  ' i nse r t i on  d 'é léments 
génétiques t ransposables ou transposons dont  p r i nc ipa lemen t  le  Tn5. 

Cette méthode permet en p a r t i c u l i e r  l e  marquage des 
p lasmides grâce à l a  rés is tance à l a  kanamyc ine  que confère l e  Tn5 
(JOHNSTON et a l  , 1978; BREW l N e t  a l  , 1980; BUCHANAN - WOLLASTON et a l  , 
1980). 

Les transposons servent  auss i  à I  'ob tent ion  de mutants  
symbiot iques (CEN et a l ,  1982; ZIMMERMAN et  a l ,  1983; HAHN et HENNECKE, 
1984; DALENOEL et a l ,  1984) a i n s i  q u ' à  l ' o b t e n t i o n  de mutants auxot rophes 
(CEN et ad, 1982; FORRAI, et a l ,  1983; ALI  et a l ,  1984) t rès  u t i l e s  pour 
détermi n e r  les d i f fé rentes  voies métabol iques chez Rhizobium. 

Récemment, i l  a été découvert que le  Tn7 possède l a  
p rop r ié té  de s '  i nsé re r  spécif  i quement dans l e  mégapl asmide de d i f fé rentes  
souches d e  R.mel i l o t i .  Cela p rocu re  un o u i i  l génét ique t rès  in téressant  
pour  l a  man ipu la t i on  d u  mégaplasmide de ce t te  bac té r ie  (BOLTON et a l ,  
1984). 

L a  mutagénèse permet donc d ' é l u c i d e r  l e  r ô l e  des p lasmides 
dans l e  processus symbio t ique et d ' o b t e n i r  des clones intéressants q u i  
seront p réc ieux  pour  I  'é tude d u  génome de Rhizobium. 

3.2.2. L a  t ransduct ion .  

L a  t ransduc t ion  est I ' une des voies de t r a n s f e r t  génét ique 
dont l e  vec teur  est phag ique  q u i  est app l i quée  à Rhizobium. E l l e  n ' a  
été u t i l i s é e  que pour  t rès peu de souches de Rhizobium et concerne 
pr inc ipa lement  l ' é t u d e  de R.meli loti. 

C 'est  KOWALSKI (1967) qui d é c r i t  pour  l a  première f o i s  
une t ransduc t ion  chez R.mel i lo t i .  Chez cet te bac tér ie ,  une g rande  pvo- 
po r t i on  de phages tempérés est capab le  de t ransduc t ion  de carac tères  
de rés is tance à l a  st reptomycine,  d ' a u x o t r o p h i e  et d 'e f f i c i ence  
( KOWALSK I , 1970). 



L a  cotransduct ion de marqueurs a été observée chez 
R.meliloti. Des mutants exigeants en leucine le eu-) et inef f ic ient  
( ~ i x - )  ont  été t ransdui  t pour l e  caractère leu- et ont  re t rouvé leur 

f caractère F i x  . (KOWALSK I et  DENAR I E, 1972). 

Les t ransduct ions ont aussi été effectuées chez R. 1egumino.- 
-sz i~~W,-  .- - - -  e t  de Rrieguminosarurn à R. t r i f o l  i i p a r  BUCHANAN-WOLLASTON 
et a l ,  (1979) q u i  ont réussi à t ransferer des gènes chromosomiques et 
p lasmidiques p a r  I ' in termSdia i re  de phages v i ru len ts .  

HASSAN 1 (1983) a de même cot ransdui  t le  gène Leu avec 
le  Tn5 chez une souche de R.meliloti a ins i  que le gène responsable d u  
caractère Méthionine (Met ) d 'une  souche prototrophe vers une soucl-ie 
auxotrophe. 

Cette technique semble intéressante mais reste très l imitée 
et peu employée. Cependant, son appl ica t ion peut ê t re  u t i l e  pour 
I 'é tabl  issement de car te  génétique. 

3.2.3. L a  conjugaison et le  clonage chez Rhizobium. 

L a  p l u p a r t  des études génétiques concernant Rhizobium 
sont actuel lement basées sur  l e  t ransfer t  p a r  conjugaison où le matér ie l  
génétique passe directement d 'une  ce1 Iu le  donnat r ice  vers une ce1 I u l e  
réceptr ice. 

La  conjugaison peut provoquer un échange de p l  asmi des 
entre diverses bactér ies et cela permet dans l a  nature une adaptat ion 
des microorganismes. El l e  fû t  décr i te  pour  l a  première fo is  chez 
Rhizobium p a r  Hl GASH l (1 967) qu i  t ransfera  l e  caractère de spécif i c i  té  
d 'hôte  de R - t r i f o l i i  à R-phaseoli  pu i s  p a r  HEUMANN (1968) impl iquant  
un t ransfer t  chromosomique chez R. lupini. 

Des études p l us  récentes ont por té  su r  le  t ransfer t  de 
plasmides de groupe d '  incompat ib i  l i té I nc P por tant  des caractères 
de résistance aux ant ib io t iques (BERINGER, '1974 ; MEADE et SIGNER, 

1977). 

Des car tes  génétiques ont p u  ê t re  effectuées a ins i  chez 
R.leguminosarum (BERINGER et a l ,  1978) et R.meliloti (KONDOROSI et 
a l ,  1977; MEADE et SIGNER, 1977). 

Des essais de t rans fe r t  morceau p a r  morceau de chromosome 
de R. t r i fo l i i ,  R,phaseol i et R. leguminosarum n ' o n t  abouti  à aucun 
t ransfer t  de spéci f ic i té d 'hôte  suggérant que les gènes impl iqués doivent  
ê t re  extrachromosomiques (BERINGER et a l ,  1980). 

Chez Rhizobium, cette technique concerne pr incipalement 
l e  t ransfer t  d i rec t  des plasmides con jugat i fs  permettant quelquefois 
le  t ransfer t  de caractères symbiotiques (JOHNSTON, 1978; BEYNON et 
a l ,  1980; HOOYKAAS et a l ,  1981; DJORDJEVIC et a l ,  1983). 

Ces t rans fe r ts  ont été p r i  ncipalement observés pour les 
souches de R. Leguminosarum, R. t r i f o l  ii et R-phaseoli  , dont les p l  asmi des 
symbiot i  ques (pSym) sont autotransmissibles donc capables d 'ê t re  
in t rodu i tschez d ' au t res  espèces de Rhizobia. Les t ransconjugants obtenus 

- sont capables d '  associat ion symbiot ique avec l e  nouvel hôte, ce qu i  r e n d  



év ident  l a  présence d e  gènes symbiot iques s u r  ces pl asmi des. 

Cependant,  chez R.meli lot i ,  I [ ' u t o t r a n s m i s s i b i l i t é  du pSym2- 2 
n ' a  p a s  encore été observée. Les études p o r t a n t  s u r  ce mégaplasmide 
sont extrêmement d i f f i c i l e s  à cause de l ' impor tance  de s a  t a i l  l e  e t  
aucun t r a n s f e r t  d i r e c t  n ' a  j u s q u ' à  ce j o u r  pu ê t re  possible. 

Pour t r a n s f e r e r  ce mégaplasmide pSym de Rhizobium m e l i l o t i ,  
i l  f a u t  donc a v o i r  recours  à des techniques p l u s  complexes de c lonage 
et l ' u t i l i s a t i o n  des p lasmides 1nC P l  ou  de l e u r  dé r i vés  a permis  l a  
mob i l i sa t i on  de ce pSym. 

En e f fe t ,  I ' u t i l i s a t i o n  de te ls .p lasmides dont  l e  RP a permis  
4 l ' i n s e r t i o n  de l a  r é g i o n  m b  dans l e  mégaplasmide de R.meii lot i  41 l 

(PR me 41b), te r e n d a n t  suscept ib le d ' ê t r e  mobi l i sé  vers  d ' a u t r e s  
bac tér ies  où I  'express ion des fonct ions symbiot iques de cet te souche 
a pu ê t r e  obtenue. (KONDOROSI et a l ,  1982; WONG et a l ,  1983). 

L 'ob tens ion  de p lasmides Rprime p a r  i nse r t i on  in  v i v o  de 
g rands  f ragments d u  pSym dans ces p lasmides Inc  P l  ( t e l  l e  RP4 
donnant  a i n s i  l e  RP'& a condu i t  de même a u  t rans fe r t  de carac tères  
de ce pSym, notamment de carac tères  Nod et N i f  d u  pRme 41b 
(KONDOROSI et a1,1983) et d u  pSym de R.mel i lo t i  2011 (JULLIOT et a l ,  1984). 
Ce d e r n i e r  t rans fe r t  a p u  en p a r t i c u l i e r  ê t r e  effectué v e r s  Agrobacter ium 
tumefasciens (TRUCHET et a l ,  1984) condu isant  à l a  fo rmat ion  de 
nodosi tés s u r  l a  l uzerne p a r  les t ranscon jugants .  

Pa r  I  ' u t i  l  i s a t i o n  de p lasmides Rprime, KONDOROSI et a l ,  ( 1984) 
ont  p u  é tud ie r  les gènes Nod et F i x  d u  mégaplasmide. Les gènes Nod semblerlt 
ê t re  séparés en deux groupes, les gènes Nod "communs" ex i s tan t  chez 
d i v e r s  Rhizobium et  imp l iqués dans l a  cou rbu re  des p o i l s  et les gènes 
Nod responsables de l a  spéc i f i c i té  d 'hô te .  

Les gènes Nod "communs" ont  été clonés p a r  SHMIDT et a l  
(1984) permettant  I  'express ion de h u i t  p ro té i  ne.s impl  iquées dans les étapes 
précoces de l a  nodu la t i on .  

L ' é t u d e  des gènes N i f  de R.mel i lo t i  a p u  ê t r e  déterminée p a r  
c lonage et h y b r i d a t i o n  et ceux-ci semblent ê t r e  t r a n s c r i p t s  dans le  sens 
N i f  H- D- K q u i  est l e  même que pour  K.pneumoniae (RUVKUN et a l ,  1982). 

Ces techn iques de t r a n s f e r t  on t  p u  ê t re  réa l isées chez 
R. t r i fo l  i i pour  1 ' é tude des p lasmides non auto t ransmiss ib les  (SCOTT e t  
RONSON, 1982 ; WATSON et  a l ,  1983). 

L '  u t i  l i s a t i o n  de te l  l e  technologie a permis de renforcer  I  ' é tude  
des gènes N i f  j u s q u ' à  l e u r  r é g u l a t i o n  p a r  homologie avec ce l l e  de 
K.pneumoniae, i d e n t i f i a n t  a i n s i  les séquences homologues de l a  r é g i o n  
promoteur des gènes N i f  conservées chez d iverses  espèces de Rhizobium 
(BETTER et a l ,  1983). 

Le système de r é g u l a t i o n  chez Rhieobium semble s i m i l a i r e  à 
ce lu i  deK.pneumoniae (DE BRUIJN et AUSUSEIL, 1983; DIXON et a l ,  1983) 
qu i  a p u  ê t re  schématisé a i n s i  (AUSUBEL ET AL, 1982) : 
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FIGURE 5 - RECULATION DES CENES NF CHEZ K. PNEUMONIAE (AUSUBU. 

et al., 1982). 

Cependant chez Rhizobium, les gènes Ni f  ne sont exprimés 
qu 'en  symbiose avec l a  p lante.  Tous ces gènes seraient sous l e  
contrôle d ' u n  système central  de régu la t ion  symbiot ique (SUNDARESAN 
et a l ,  1983 a;  1983 b ;  SZETO et a l ,  1984). 

Ainsi  l ' é t ude  des gènes symbiot iques que ce soit  pour 
R.meli l o t i  ou pour d ' au t res  Rhizobia nécessite souvent I  ' i n te rven t ion  de 
technologie lourde et complexe, et l a  manipu la t ion de gènes isolés n ' es t  pas 
toujours possible. 

En effet,  i l  f a u d r a i t  pouvo i r  disposer pour ce la ,  de techniques 
de t rans fe r t  p lus  simples et en p a r t i c u l i e r  l ' u t i l i s a t i o n  de l a  t ransfor -  

va t i on  de cel lu les réceptr ices p a r  de I'ADN isolé i n  v i t r o .  

3.2.4. L a  t ransformat ion Chez Rhizobium 

L a  t ransformat ion a été l a  base d u  premier rappor t  de 
t rans fe r t  génétique chez Rhizobium (KRASI LN IKoV,  1941 ) -décrivant le  
t ransfer t  de l a  capaci té de nodu le r  p a r  cu l t u re  d 'une  souche de Rhizobium 
en p lus ieurs  passages dans unmi l  ieu contenant un  f i  l  t rat .  s tér i  l e  d ' une  
aut re  souche. Ce t rans fe r t  a a lo rs  été a t t r i b u é  à l a  présence d'ADN dans 
les f i l t r a t s  de cu l ture .  

Les t r avaux  por tant  su r  l a  t ransformat ion p a r  de I'ADN 
p u r i f i é  chez R.meli lot i  , R. lupJni ,  R; japonicum ont pr incipalement été 
effectués. p a r  BALASSA R., po r tan t  su r  le t ransfer t  de capaci té de 
nodu 1 a t i an  , de marqueurs d '  auxotrophie et de résistance aux ant ib io t iques.  
Tous ces t r avaux  ont été revus p a r  BALASSA G. (1963). 

En  1965, BALASSA R. t ransfèra  l e  caractère de dépendance 
à l a  streptomycine à des souches de R.lupi-rii mais les fréquences 
étaient  fa ib les .  



D ' aut res  au teu rs  repor tèrent  auss i  des t r a n s f e r t s  de gènes 
p a r  t rans fo rmat ion ,  chez R.1u.pini (GABOR,1965) R. du groupe cowpea 
(RAI NA e t  MOD 1 , 1972) R: t r i f o l  ii (DROZANSKA et LORKI EW I CZ, 1978). 

De même, des t rans format ions  e n t r e  Rhizobium et d '  au t res  
genres bactér iens  o n t  été décr i tes.  

SEN et  a l  (1969) ont  pu a i n s i  t rans former  deux souches 
d 'Azotobacter  avec de I 'ADN de R. leguminosarum, R.mel i l o t i ,  R. japonicum 
et R . t r i f o l i i  selon un marqueur  de rés is tance à l a  st reptomic ine.  

A l ' i n v e r s e ,  une souche de R . t r i f o l i i  a p u  ê t r e  transformée 
p a r  u n  fac teur  R codant  pour  l a  rés is tance à l a  kanarnycine, I ' a m p i c i l l i n e  
et le  ch loramphénico l  issus de f'seudornonas aerug inosa (DUNI CAN et T I ERNEY, 
1973). 

Récemment, une techn ique de t rans fo rmat ion  chez R. t r i f o l  ii 
u t i l i s a n t  d e  l a  g l y c i n e  p o u r  r e n d r e  l a  b a c t é r i e  p l u s  t rans formable  a été 
décr i  te  p a r  DROZANSKA et a l  , ( 1982) . 

De même p o u r  R .mel i lo t i ,  une techn ique de t rans format ion  a été 
mise a u  p o i n t  a u  l a b o r a t o i r e  (COURT0 IS, 1982), aucune technique e f f i -  
cace n ' a y a n t  été encore déc r i t e  p o u r  cette souche.!! ! ,! ! Jr3'm~1.* &(fin 

Depuis peu ,  quelques techniques de t rans format ion  p a r  de 
I 'A3N p lasmid ique  o n t  été déc r i  tes chez 8.mel i l o t i  p a r  SELVARAJ et IYER 
(1981) e t  p a r  KISS e t  KALMAN (1982) u t i l i s a n t  de I 'ADN de p lasmides I n c  

IP1 et chez R.leguminosarum p a r  BULLERJAHN et SENZINGER (1982) p a r  de 
I'ADN p lasmid ique  du pR 68.45 de R.leguminosarum. 

Cette techn ique de t r a n s f e r t ,  b i e n  q u ' e l  l e  res te  encore 
d i f f i c i l e m e n t  rep roduc t ib le  et q u ' e l l e  n ' i m p l i q u e  que p e u  de marqueurs  
ne manque pas  d ' i n t é r ê t .  

E n  ef fet ,  e l  le  o f f re  l a  p o s s i b i l i t é  de t rans fè re r  de I 'ADN 
préa lab lement  iso lé in v i t r o ,  donc m a n i p u l a b l e  chimiquement. 

L' u t i l i s a t i o n  de l a  t rans format ion  pour  I ' i n t r o d u c t i o n  de vec- 
teurs de c lonage po ten t ie l s  chez d iverses  souches de Rhizobium est donc 
attendue, e t  c'ela s e r a i t  u n  o u t i l  impor tant  p o u r  i n t r o d u i r e  des p lasmides 
non t rans fèrab les  p a r  con juga ison,  a i n s i  que  des p l  asmides c o n s t r u i t s  
i n  v i t r o ,  d a n s  une c e l l u l e  réceptr ice.  

I V  - LA TRANSFORMATION 
4.1. H is tor ique et app l i ca t i ons .  

C 'es t  en 1928 que ce premier  t rans fe r t  f û t  évoqué p a r  GRIFFITH 
q u i  d é c r i v i t  l ' a c q u i s i t i o n  de capsu le  exopolysacchar ide p a r  des pneumo- 

--coques a v i r u l e n t s  non  capsulés, devenant a l o r s  v i r u l e n t s ,  p a r  s imple contact  
avec des pneumocoques v i r u l e n t s  tués p a r  l a  cha leu r .  



Ce n ' e s t  q u ' e n  1944 que l a  v é r i t a b l e  n a t u r e .  ch im ique  res- 
ponsab le  de ce t r a n s f e r t  f û t  i den t i f i ée  comme é tan t  I 'ADN p a r  AVERY et a l .  

Cette techn ique d e  t r a n s f e r t  a été ensu i te  app l i quée  avec p l u s  
ou moins de succès à de nombreux genres bactér iens ,  a u t a n t  à gram 
néga t i f  que p o s i t i f  a i n s i  qu'à ce r ta ines  ce l l u les  eucaryotes dont  les 
levures  (KLEBE e t  a l  . . 1983 ; ORR-WEAVER et a l ,  1983) et les a lgues 
in fé r ieu res  (STEVENS et PORTER, 1980). 

E l l e  a été déc r i t e  p o u r  des genres d i v e r s ,  te ls  que C los t r i d ium 
p e r f r i n g e n s  (KEEPNER et a l  , 1984), Haemophi l u s  i nf luenzae (BREMER et a l  , 
1984), Azotobacter v i n e l a n d i  i (PAGE ET T I  GERSTROM, 1979; DORAN et PAGE, 
19831, Pseudomonas p u t i d a  (MYLROI E e t  a l ,  1978), Pseudomonas s tu tze r i  
(STEWART et a l ,  1983), B a c i l  lus sphaer i  cus (ORZECH ey BURKE, 1984), 
de même pour Rhizobium précédemment déc r i  t . 

Ce t r a n s f e r t  génét ique a s u r t o u t  été p a r t i c u l  ièrement b i e n  
déc r i t  et étudié p o u r  t r o i s  espèces bactér iennes,  chez Escher i ch ia  c o l i  
(COSLOY et OISHI, 1973; VAN DIE  et a l ,  1983) notamment avec de I 'ADN 
issu d e  genre b a c t é r i e n  d i f f é ren t  (SANCHEZ et a1,1976), e t  s u r t o u t  chez 
Diplococcus pneumoniae (SET0 et TOMASZ, 1975; LACKS et a l ,  1975 ; 
V l JAYAKUMAR et MORR I SON, 1983 ; MORR 1 SON et a1 ,1983,. ) et chez 
Baci l l u s  sub t i  l i s  (WEPPNER et LEACH, 1978 ; CHAUSTOVA et a l  , 1980 ; 
RANDEN et VENEMA, 1981 ; MULDER et VENEMA, 1982; SM l TH et a l  , 1983.. ) . 

Bepuis l a  p u r i f i c a t i o n  des pl asmides, des t rans format ions  ont  
p u  ê t r e  réal isées avec de I 'ADN extrachromosomique ce q u i  o f f r e  u n  
in té rê t  cons idérab le ,  ces molécules p o u v a n t  ê t re  modi f  iées in  v i t r o .  

Cela a pu ê t r e  d é c r i t  chez u n  g r a n d  nombre de bac té r ies ,  
dont Bac i  l l u s  sphaer i cus  (ORZECH MAC DONALD et BUAKE, 1984), 
Escher ich iaco l i  (COHEN et a l ,  1972); COUETDIC et a l ,  1983; HIMENO et a l ,  
1984) e t  Rhizobium me l i l o t i  (SELVARAJ et IYER, 1981 ; 1<1SS et KALMAN, 
1982), Ye rs in ia  enter01 i t i c a  (80DR I GUEZ-SOLORZANO et a1 ,1984) . 

4.2 . Condi t ions  de t rans format ion .  

De nombreux paramètres i n f l u e n t  s u r  l a  t rans fo rmat ion  et pou r  
o b t e n i r  des fréquences de t r a n s f e r t  acceptables,  i l  f a u t  s a v o i r  se p lace r  
dans l e s  mei l leures  cond i t ions  possib les q u i  sont souvent t rès  v a r i a b l e s  
d ' u n e  espèces à I ' a u t r e .  

Tro is  f a c t e u r s  sont essent ie ls  p o u r  cont rô le r  ces cond i t ions  : 
I ' é ta t  de  I'ADN p u r i f i é ,  de l a  c e l l u l e  récep t r i ce  et l e  m i l i e u  de t rans-  
format i on .  

4.2.1. L 'ADN t rans formant .  

Chez ce r ta ines  espèces bactér iennes,  l a  t rans format  i on  peut 
s 'e f fec tuer  p a r  s imp le  contact  en t re  une  c u l t u r e  de ce l l u les  donnat r ices  
et une c u l t u r e  de ce1 iu les  réceptr ices,  où  I 'ADN donneur est spontanément 
excrêté p a r  les bac té r ies ,  mécanisme d '  a i  l l e u r s  poss ib le  dans l a  na ture .  



C'est  en  observant  des fréquences de t rans fe r t  supér ieures  p a r  
s imple  contact  ce1 lu1 a i r e  que p a r  a d d i t i o n  d'ADN p u r i f i é  chez Pseudomonas 
s tu tze r i ,  que STEWART et  a l  (1983) on t  suggéré l a  fo r te  c o n t r i b u t i o n  d e  
I 'ADN donneur a u  cours de l a  t rans format ion .  L ' E t a t  de cet ADN est 
donc u n  fac teu r  p r i m o r d i a l  pou r  permett re le  t rans fe r t .  

Beaucoup d ' a u t e u r s  ont  aussi  remarqué que I 'ADN donneur d o i t  
ê t r e  de h a u t  po ids  molécula i re,  supér ieu r  à 10 Md. Selon RAINA et MODl 
(1972), I 'ADN dénaturé  p a r  l a  cha leu r  est i ncapab le  de s 'accrocher  s u r  
l a  c e l l u l e  récept r ice  de R.japonicum. MYLROIE et a l ,  (1978) ont  de même 
observé une hau te  fréquence de t rans format ion  chez Pseudomonas p u t i d a  
avec de I 'ADN de h a u t  po ids  molécu la i re  double brin q u i  semble b io log i -  
quement a c t i f .  Une déna tu ra t i on  abol i t  complètement le  t r a n s f e r t .  

Ce r ô l e  b io logiquement a c t i f  de I 'ADN donneur a été aussi d é c r i t  
chez Streptococcus pneumoniae ( V  I JAYAKUMAR et MORR I SON, 1983) q u i  d o i t  
ê t r e  de h a u t  po ids  molécu la i re  et non dénaturé  (doub le  b r i n ) .  

Un a u t r e  paramèt re  q u i  semble impor tant  pour  l a  t rans fo rmat ion  
concerne l a  concent ra t ion  en ADN donneur.  I I  semble cependant nettement 
d i f f é r e n t  selon les d iverses  espèces bactér iennes.  L a  concent ra t ion  opt imum 
v a r i e  a i n s i  de 1 ~ g / m ~  chez C los t r i d ium p e r f r i n g e n s  (SMITH e t  a l ,  1983) 
de 5 à 10 )g/ml chez Pseudomonas p u t  i da (MYLRO I E et a l ,  1978), de 
20 à 5 0   ml chez Rhizobium (RAINA et MODI, 1971). 

L ' o r i g i n e  de I 'ADN a aussi  son importance. Plus l 'homolog ie  e n t r e  
I 'ADN donneur et ce lu i  de l a  c e l l u l e  récept r ice  est g rande,  p l u s  l a  fréquence 
est g rande.  Cela p o u r r a i t  se s i t u e r  a u  n i v e a u  des premières étapes de 
l a  t rans fo rmat ion ,  mais c ' e s t  probablement après l a  pénét ra t ion  que 
I 'ADN, s ' i l  est t r o p  d i f f é ren t  de ce lu i  de l a  c e l l u l e  hôte est soumis à 
l ' a c t i o n  des endonucléases de res t r i c t i on .  A f i n  d ' é v i t e r  ce la ,  i l  est t r è s  
in téressant  de posséder des bactér ies  r e s t r i c t i o n  moi ns. 

Le succès de l a  t rans format ion  de Azotobacter p a r  de I  'ADN de 
Rhizobium a été rendu  poss ib le ,  g râce à l a  composit ion proche en GC % 
des deux  bactér ies  q u i  semblent étroi tement proches l ' u n e  de l ' a u t r e  
(SEN et  a l ,  1969). 

Cependant, selon VAN RANDEN et a l  (19821, une s imple  pe t i t e  
r é g i o n  d 'homologie s u f f i t  e n t r e  1 'ADN dlE.col i  et c e l u i  de B.subt i l i s  p o u r  
i n i t i e r  l a  recombinaison et a b o u t i r  à u n  complexe ins tab le  ADN donneur- 
receveur ,  b i e n  quei l a  fo rmat ion  de complexe s tab le  n ' a i t  j ama is  été observée 
en t re  I 'ADN dlE.col i  et ce lu i  de B.subt i l i s .  

En concl usion, p o u r  ê t re  en cond i t i on  f a v o r a b l e  de t rans format  i on ,  
I 'ADN a jouté  d o i t  ê t r e  doub le  b r i n ,  de h a u t  po ids  molécu la i re ,  à une 
concent ra t ion  optimum, et d ' o r i g i n e  l a  p l u s  proche possib le de ce lu i  de  
l a  ce1 I u l e  récept r ice ;  

4.2.2. L a  ce1 I u l e  récept r ice .  

De nombreuses espèces bactér iennes ne sont pas capab les  en 
cond i t i on  n a t u r e l  l e  de c u l t u r e  de s u b i r  l a  t rans format ion  génét ique.  



Par  l ' u t i l i s a t i o n  de protoplastes, chez d i ve rs  bactér ies TlCHY 
et a l ,  1968; ORZECH et BURKE, 1984; NOACK et a1,1984), ce t ransfer t  
a p u  ê t re  possib le donnant de hautes fréquences, supér ieures à cel les 
obtenues avec des bactér ies intactes (CHANG et COHEN, 1979). 

Les d i f f i cu l t és  posées p a r  cette méthode ne compensent pas son 
ef f icac i té  et des techniques p l  us récentes uti l i san t  l e  ch lo ru re  de ca lc ium 
(CaC12 ) ont  été décr i tes d 'ap rès  l a  méthode s tandard  de MANDEL et HlGA 
(1970). 

4.2.2.1 . L a  compétence. 

Une bac té r ie  réceptr ice normale, p o u r  recevoir  et incorporer 
dans son génome cet ADN transformant doit  en général se t rouver dans 
un état  p a r t i c u l i e r  appelé compétence ou t ransformabi  l i té, b ien que 
cer ta ins  auteurs  décr i  vent des transformat ions bactériennes p a r  simple 
incubat ion d '  un  mélange d 'une  c u l t u r e  de ce1 lu les  réceptr ices et d ' u n e  
solut ion d'ADN (SEN et a l ,  1969). 

Cet état  de compétence est déf in i  comme l a  perméabi l i t é  des 
ce1 Iules à I 'ADN et se t rouve l i é  à de nombreux facteurs,  tels que l a  

1 

composition d u  mi l ieu,  l ' é t a t  physio logique des cel lu les,  les condi t ions 
physico-chimiques d u  t ransfer t  (BALASSA, 1963). 

Les condi t ions requises pour  a t te indre cet état  ne sont 
pas toujours très b i en  comprises. Pour de nombreuses espèces bactériennes, 
i l  semble que ce la  soit  l i é  à l ' é t a t  physiol'ogique de l a  bactér ie,  donc à 
l ' âge  de l a  cu l tu re .  

Haernophi l us  inf luenzae, Diplococcus pneurnoniae et cer ta ins  
Baci l l us  a t te ignent  I 'é ta t  de compétence en f i n  de phase exponentiel l e  de 
craissance, a lo rs  que Neisseria I ' a t t e i nd  en début de phase exponentiel l e  
a ins i  que certa ines espèces de Rhizobium (RAINA et MODI, 1971)1 b ien que 
certa ines souches de Rhizobi a présentent le  maximum de compétence en 
f i n  de phase exponent ie l le tel R.japonicum (RAINA et MODI, 1972). 

4.2.2.2. Le fac teur  d'accrochage de I 'ADN. 

L a  compétence semble ê t re  u n  phénomène de surface qu i  
i mpl i que I ' accrochage de I 'ADN et son t ransport .  

Cet é ta t  peut ê t re  augmenté ou favor i sé  p a r  add i t i on  de 
facteurs n u t r i t i f s  dans le  m i l i eu  de croissance, tels que l ' e x t r a i t  de 
levure et d u  casamino acide pour Rhizobium (RAINA et MODI, 1969; 1971; 
1972) et récemment l a  g lyc ine  semble  rése enter u n  in térê t  important pou r  
favor iser  l a  compétence de cette bactér ie  (DROZANSKA et a l ,  1982). 

L '  add i t i on  de calc ium semble être généralement u n  facteur 
indispensable pour i n d u i r e  l a  t ransformat ion.  

Au cours de cet état de compétence, l 'ADN ét ranger  doi t  
s 'associer à l a  surface externe de l a  bactérie.RAINA et MODl (1972), 



ont é tud ié  expérimentalement chez R. japonicum, I ' accrochage d 'ADN marqué 
a u  3 2 ~  pendant l a  phase logar i thmique de l a  compétence. 10% de cet 
ADN marqué semble s'accrocher i r révers i  blement a lors  que de I 'ADN dénaturé 
marqué est incapable  de s '  accrocher dans les mêmes condit ions. 

Cette adsorpt ion de molécules d'ADN à l a  surface bactér ienne 
semble ê t r e  spécif ique de polydéoxyribonucléotides. Cette capaci té 
d'accrochage est perdue p a r  lavage à I ' eau  d i s t i l l ée  de pneumocoques 
compétents (SETO et TOMASZ, 1975) et de Azotobacter v i n e l  and i  i ( DORAN 
et PAGE, 1983). 

Une i nac t i va t i on  p l us  ou moins complète de cette capac i té  
d 'accrochage de I 'ADN a été observée a u  cours de l a  format ion de p-oto- 
p l  astes ou  pendant I ' incubat ion brève de bactér ies compétentes dans 
cer ta i  ns tampons ou sol u t  ions de sucres hyper ton i  ques. 

Cet accrochage de l 'ADN semble ê t re  l i é  à u n  facteur noté 
BF (B ind ing  factor)  qu i  a pu  ê t re  détaché de pneumocoques compétents 
conduisant a lors à des pneumocoques incompétents. I I semble ê t re  de 
nature protéique et garde après sol ub i  l i sa t i on  les propr ié tés  de récep- 
teurs à I 'ADN des pneumocoques t ransformables (SETO et TOMASZ, 1975). 

Le détachement de ce BF de ce1 l u les compétentes peut re f lé ter  l 

l a  f r a g i l i t é  de ce phénomène chez l a  bactér ie.  

I n  v i t r o  l a  réact ion BF-ADN présente un  pH optimum et 
requ ie r t  des temps et  températures d '  incubat ion précis.  

Une g l  ycoprotéine d'enveloppe r e l  achée p a r  lavage à I 'eau 
d is t i l l ée  a été ident i f iée chez A.v inelandi i .  Cette pro té ine de PM 60 000  
semblerai t l iée à l a compétence (DORAN et PAGE, 1983) . 

Chez B . sub t i l i s ,  une protéine membranaire de PM 18 0 0 0  
absente chez des mutants incompétents, semble de même ê t re  impliqu6e 
dans I 'accrochage de I 'ADN (SMITH et a1,1983). 

L '  i nduct ion de l a compétence est souvant amenée p a r  augmerrta- 
t i on  ou d iminut ion de l a  température du  m i l i eu  de t ransformat ion.  
LOPEZ et a l  (1983) ont  remarqué chez B.subti l is que l ' i n d u c t i o n  ou 
l ' i n h i b i t i o n  de l a  t ransformabi l . i té p a r  changement de température sont 
para l lè les  à l a  capac i té  des ce1 Iu les  à accrocher I 'ADN transformant.  

Par  add i t i on  de chloramphénicol , i l s  ont obtenu une i n h i b i t i o n  
d u  développemenit de l a  compétence. Ce composé i nh iban t  l a  synthèse 
protéique l e u r  a permis de conclure qu 'une  synthèse protéique en cont inu 
est nécessaire pour l e  développement de cet état .  Selon ces auteurs,  cette 
protéine d '  accrochage ne sera i t  pas synthétisée pendant l a  phase de 
précompétence. 

D'après WEPPNER et LEACH (1978), I 'attachement i n i t i a l  de 
I 'ADN transformant à des ce1 l ules de B.subti l i s  compétents ne dépend 
pas de l a  température ent re  25OC et 4S°C, mais en dessous de 15OC, une 
nette d iminut ion de l a  quant i té  d'ADN accroché est observée. Le change- 
ment de température i n d u i r a i t  une a l té ra t ion  de l a  membrane ou paro i  
bactérienne, modi f icat ion nécessaire pour l a  t ransformat ion et les si  tes 
d'attachement i n i t i a u x  pour I 'ADN aura ient  des conformations v a r i  ables 





Cette enzyme membranaire de type endonucléase L est 
nécessaire à l a  conversion de I 'ADN donneur en ADN simple b r i n  
permettant l ' en t rée  d ' u n  des b r i n s  a lo rs  que i e  second est dégradé 
en ol i gonucléoti des à I ' ex té r ieu r  ( LACKS et NZUBERGER , 19755). 
l 'Enzyme a g i r a i t  comme une translocase à ADN at taquant  et dégradant 
un  b r i n  tout en f a c i l i t a n t  l 'en t rée du  b r i n  complémentaire dans l a  
cel lu le.  

D 'aut res enzymes dont I 'amylomaltase, des exonucléases, l 

une déoxyribonucléase ATP dépendante et une endonucléase de type de 
res t r i c t ion  sont s i tués dans le  cytosol de l a  bactér ie.  Aucune de ces l 

enzymes ne semblent a v o i r  une loca l isa t ion pér ip lasmique. 

Des enzymes autoî y t i  ques permettant I 'obtent ion de sphéropl astes ' 
spontanés semblent ê t re  impl i qués dans ce processus. 

Les t r a v a u x  de LACKS se sont poursu iv is  p a r  I 'obtent ion 
d 'au t res  mutants de S.pneumoniae déf ic ients en nucléase membranaire et 
déf ic iente dans I 'ent rée de I 'ADN. L'ADN cependant est accroché aux  
cel lu les et semble a v o i r  sub i  des coupures simple b r i n  a lors  que l 'ADN 
accroché aux ce l lu les  sauvages ne présente que des coupures double 
b r i n  (LACUS, 1979). 

Les rappo r t s  de LACKS et a l  ont permis à d 'au t res  auteurs I 

d ' é t ud ie r  ce même mécanisme chez 5.subti  l i s .  

Chez cet te bactér ie,  I 'ADN donneur est de même conver t i  en 
b r i n  un ique  accompagné p a r  une pa r t i e l  l e  solubi  l i sa t ion  acide de I 'ADN 
(obtention d 'o l  igonucléot ides).  Le mécanisme d'entrée de I 'ADN peut 
aussi ê t r e  inh ibé p a r  adjonct ion dtEDTA. 

La s im i l i t ude  entre les deux systèmes a permis de suggérer 
q u '  une nucléase membranaire peut aussi ê t re  impl iquée dans I 'entrée de 
I 'ADN chez B.subti l i s .  

C'est p a r  l ' ob ten t ion  de mutants faiblement compétents et p a r  
comparaison avec l a  bactér ie  sauvage que MULDER et VENEMA (1982) 
ont révé lé  I 'existence de t ro is  ac t i v i tés  nucléasiques associées à l a  
compétence de PM 13 000,  15 000, et 26 000. Ces t r o i s  ac t i v i tés  dépendent 
de l a  présence de ~ n 2 +  ou M ~ ~ +  et sont spécif iquement présentes dans 
une f r ac t i on  de ce l lu les  compétentes. 
Par l 'examen de d i v e r s  mutants, les résu l ta ts  ont permis de constater 
que l a  molécule de PM 26 OOOest u n  dimère de cel le de 13 000  et  que 
ces nucléases sont impl  iquées dans I 'entrée de I 'ADN 

Par contre,  en essayant de p u r i f i e r  l a  pro té ine d 'accrochage 
de i3.subti l is de PM 18 000 (cf  précédemment), SMITH et a l  (1983) , l 

ont isolé en même temps u n  complexe contenant cette u n i t é  de PM 18000 
accompagnée d ' u n  au t re  po lypept ide de PM 17 000  ayan t  un  pHi d i f fé rent .  1 

l 

Ces deux sous-unités, isolées selon le même procédé se 
trouvent dans le même p ro f i l  d ' é l u t i on  dans un  p ic  correspondant à une 
protéine de PM 75 000 .  Cela suggère que ces deux protéines forment 
un  complexe dans l a  membrane des ce1 l u les compétentes. I 



L ' accrochage de I 'ADN sera i t  I  ' une des propr ié tés  de cette 
pro té ine récepteur a u  cours de l a  transformation. L a  seconde propr ié té  
d u  complexe proté ique p u r i f i é  a été déterminée comme étant  une ac t i v i t é  
nucléasique, ac t i ve  en présence de cat ions d iva len ts ,  inhibée par1 
I'EDTA. 

II semble intéressant de c ro i r e  que les s i tes d'accrochage 
multirnoléculaireschez B - s u b t i l i s  servent 'en même temps de s i te  d'entrée. 

L ' i dée  d ' u n  complexe protéique impl iqué à l a  fo i s  dans 
I ' accrochage et I  'entrée de I 'ADN donneur a été fortement supportée 
p a r  des expériences récentes ind iquan t  que l a  deuxième sous-uni té 
d u  complexe est absente chez des mutants de B.subt i l i s  déf ic ients dans 
l ' en t rée  de I'ADN. 

Contrairement à ces hypothèses, LOPEZ et a l  (1983) pensent 
q u '  au  moins deux complexes spécif iques de l a  compétence semblent être 
nécessaires pour les premières étapes de l a  t ransformat ion chez B.subti l i s  : 
un  composé capable  d 'accrocher I  'ADN donneur et une nucléase membranai r e  
dont I ' a c t i v i t é  semble être impl iquée dans l ' en t rée  de I'ADN, s i tua t ion  
s im i l a i r e  à ce l le  de S.pneumoniae. 

L ' a c t i o n  d u  chloramphénicol , inh iban t  I  'accrochage de I 'ADN 
sans a l té re r  l ' a c t i v i t é  nuc léo ly t ique a permis à ces auteurs de conclure 
que l e  facteur d 'accrochage est synthét isé en con t inu  au cours d u  . 
développement de l a  compétence, a lo rs  que le  fac teur  responsable de 
I ' a c t i v i t é  nuc léo ly t ique l i é  à l 'en t rée de I'ADN est dé jà  synthét isé au  
moment de l ' i n d u c t i o n  de l a  compétence. 

L 'accrochage de I 'ADN p a r  les ce1 Iu les  compétentes de 
B.subti l i s  peut donc expérimentalement être séparé de I ' a c t i v i t é  nucléol y-  
t ique membranai-re. 

D 'aut res auteurs ont observé q u ' u n  traitement à 42OC de 
ce l lu les  de B.subt i l i s  i nh ibe  l e  t ranspor t  de I'ADN marqué à l ' i n t é r i e u r  
de l a  bactér ie  a lo rs  que celu i -c i  reste accroché à l ' e x té r i eu r  en grande 
quan t i té  (DORAN et PAGE, 1983). Le t ranspor t  de I 'ADN est donc sensible 
à l a  cha leur  mais l a  compétence est réacquise à 30°C. 

l l s e n  déduisent qu 'une  synthèse protéique est nécessaire a u  
cours de l a  compétence et p l us  part icul ièrement pour  l e  t ranspor t  de I 'ADN, 
ce qu i  semble en désaccord avec les résu l ta ts  de LOPEZ et a l  (1983). 

A ins i ,  l a  compétence semble être l iée à deux facteurs,  
l 'attachement de I'ADN à l a  bactér ie,  pu i s  son entrée dans l a  ce l lu le  
a u  t r ave rs  de l a  membrane, mais beaucoup de t r a v a u x  restent encore 
à f a i r e  pour é luc ider  ce mécanisme. 

Cet é ta t  semble peu stable et correspondre à une courte 
période de l a  croissance en générale étroitement l iée à l a  s t ruc tu re  
de l a  paro i  de l a  bactér ie.  Les condi t ions de cu l t u re  ont donc certaine- 
ment u n  rô le  p r imo rd ia l  pour i ndu i r e  ce phénomène. 

4.2.3. Les m i l i eux  de t ransformat ion . 
I I  f au t  tout  d ' abo rd  d is t inguer  deux choses : d 'une  p a r t ,  les 

condi t ions nécessaires à I ' i nduc t ion  de l a  compétence permettant l a  
t ransformat ion et d '  au t re  p a r t ,  ce1 les nécessaires a u  t ransfer t  lui-même. 



II est cependant quelquefo is  d i f f i c i l e  de  d i s t i n g u e r  l e  r ô l e  de chaque 
pa ramèt re  dans  Fes d i f f é ren tes  étapes qui conduisent à l a  t rans format ion .  

4.2.3.1. Mi  l i e u  de compétence. 

Beaucoup d ' a u t e u r s  se sont at tachés à d é f i n i r  les cond i t ions  
opt imales  condu isant  à cet é ta t  de compétence, cond i t i ons  qui semblent 
v a r i  ab les  selon les espèces bactér iennes.  

I  I  semble cependant assez f réquent  que I  ' ad jonc t i on  de fac teu rs  
n u t r i t i f s  ami nés permette u n t e l  phénomène. 

Chez Rhizobium, l a  p l u p a r t  des méthodes de t rans format ion  
déc r i t es  u t i l i s e n t  comme m i l i e u  de compétence, un m i l i e u  syn thé t ique  
m i n é r a l  add i t i onné  de casamino ac ide  e t  d ' e x t r a i t  de  levures  (RAINA et 
MODI, 1969; 1971 ; COURTOIS, 1982). 

L ' u t i l i s a t i o n  d'un m i l i e u  ressemblant à c e l a  a été déc r i t  
p o u r  S.pneumoniae p a r  GRlST et BUTLER (1981 ) où  l e  casamino acide 
semble ê t re  u n  paramèt re  i n f l u a n t  s u r  l e  développement de l a  compétence. 

L ' a d d i t i o n  de g l y c i n e  dans  le  m i l i e u  de c u l t u r e  de R . t r i f o l i i ,  
a pe rm is  p a r  cont re  une augmentat ion de d i x  fo is  de l a  f réquence de 
t rans format ion  (DROZANSKA et  a l ,  1982). 

L ' hypothèse soulevée est que l a compétence est u n  phénomène 
de su r face  o ù  l a  s t r u c t u r e  de l a  bac té r ie  joue u n  r ô l e  p r i m o r d i a l .  
Au cou rs  de l a  cro issance,  cet te s t r u c t u r e  sub i t  des modi f i ca t ions  qu i  
permet t ra ien t  l e  passage de l 'ADN pendant  les phases de t r a n s i t i o n .  

Le  pH d u  m i l i e u  semble auss i  ê t re  u n  paramèt re  t rès  impor tant  
pou r  l ' i n d u c t i o n  de l a  compétence. Des ce l l u les  de B a c i l l u s  b r e v i s  
tra. i tées p a r  u n  tampon t r i s h y d r o c h l o r i d e  à pH a l c a l  in  incorporent  I  'ADN à 
une t rès  haute  f  réquence(TAKAHA5H I et a l  , 1983). 

4.2.3.2. M i l i e u  de t rans fe r t .  

Les cond i t ions  du t r a n s f e r t  lui-même semblent ê t r e  p r i m o r d i a l e s  
p o u r  a b o u t i r  a u  succès de l a  tran<formation. 

Déjà le  r ô l e  d u  ca l c ium (ca2+) et d u  magnésium ( M ~ ~ ' )  a v a i t  
été observé p o u r  l a  t rans format ion  chez Rhizobium permettant  u n  dévelop- 
pement de l a  compétence, a l o r s  que d ' a u t r e s  ions te l s  ~ e 3 + ,   MO^+ et 
zn2+ i n h i b a i e n t  a u  c o n t r a i r e  le  phénomène (RAINA et MODI, 1971). 

C'est  a l o r s  q u ' u n e  méthode s t a n d a r d  d e  t rans fo rmat ion  a été 
- d é c r i t e  p a r  MANDEL et HlGA (1970) u t i l i s a n t  un t ra i tement  p a r  le  CaCIs 

Cette technique r e p r i s e  p a r  COHEN et  a l  (19721, chez E.coli a été 
app l  i quée avec succès chez cet te b a c t é r i e  p a r  COSLOY et O l SH l ( 1973) , 
CHANG (1982) et VAN DIE et a l  f1983) et chez d ' a u t r e s  espèces bactér iennes 
dont  Pseudomonas p u t i d a  (MYLROIE et a l ,  1978). 

Selon VAN DIE et a l  (1983), l e  r ô l e  pass ib le  de ca2+ se ra i t  
de f a c i l i t e r  l e  t ranspor t  de I 'A3N d a n s  les ce l l u les  so i t  p a r  l a  fo rmat ion  
d ' u n  complexe ca2+ - ADN neu t re  ou so i t  p a r  I  ' i n t é r a c t i o n  des ions ~ a 2 +  
avec les phosphol i p i  des membranai res  chargés négat  i vernent , af fec tant  
a i n s i  l a  s t a b i l i t é  des docibles couches. 



Au cours de l a  phase de t rans i t i on ,  le  ca2+ f a c i l i t e r a i t  
l a  format ion de pores ex is tan t  temporairement a u  ni veau des membranes 
que pou r ra i t  a lo rs  t raverser  I'ADN. 

L a  t ransformat ion est un processus qu i  nécessite de I 'énerg ie  
(CHAUSTOVA et a l ,  1980), le Ca2+ pou r ra i t  à ce n iveau a v o i r  un  r ô l e  , 
dans l e  mécanisme énergétique l i é  à I 'ATP. 

L ' i o n  ~ ~ 2 +  de même semble a v o i r  pour  cer ta ines espèces 
bactériennes, u n  rô l e  essentiel pour  l a  t ransformat ion,  notamment pour  
E.coli (VAN DIE et a l ,  1983; CHANG, 1982). Cela a par t icu l iè rement  b i e n  
été étudié chez Azotobacter v ine l  and i  i où aucune t ransformat ion n ' a l i e u  
sans magnésium (PAGE et VON TIGERSTRON, 1979). Selon ces auteurs,  l e  
Ca2+ ne peut remplacer l e  Ce dern ier  ion a u r a i t  u n  rô l e  dans 
I ' accrochage ou le  t ranspor t  de I 'ADN. 

MULDER et VENEMA (1982) ont observé que I ' a c t i v i t é  des 
endonucléases l iées à l ' en t rée  de I 'ADN é ta i t  dépendante de l a  présence 
d '  ions manganèse ou magnésium, a i ns i  I 'ad jonct ion de MgCl2 dans le  
mi l i eu  de t ransformat ion sera i t  un  facteur important  pour I ' ac t ion  des 
nucléases a u  cours des premières étapes de t ransformat ion. 

Ces deux ions ~ a 2 +  et ~ ~ 2 +  semblent en général p a l i e r  a u x  
exigences pa r t i cu l  ières permettant l e  t ranspor t  de I 'ADN dans l a  ce1 l u l e  I 
réceptr ice. 

Cependant récemment, d iverses techniques u t i  l i san t  du  
pol  yéthy lènegl ycol (PEG) ont  été rapportées comme favor i san t  l a  t ransfor -  
mation chez E.coli (KLEBE et a l ,  1983 ; HIMENO et a l ,  1984) en I 'augmen- 
t an t  d ' u n  facteur de 5, a i ns i  que chez une t rès  grande va r i é té  de 
microorganismes dont C los t r id  ium per f r ingens (HEEFNER et a l  , 1984) et 
B.sphaericus (oRzECH et BURKE, 1984). 

Cette technique est généralement associée à un  traitement 
l 

p a r  CaC12. 

HIMENO et a l ,  (1984) suggèrent que le  PEG permet t ra i t  i a  
, 

condensation des molécules d'ADN, prévenant a i ns i  1 ' a t taque  p a r  les , 
exonucléases et fac i  l i t an t  leur  pénétrat ion dans l a  cel-Iule. 

Lorsque les condi t ions optimales sont présentes, I 'ADN 
est ajouté aux  ce l lu les  compétentes. I I  ne reste p l us  q u ' à  t rans fé re rk  
et  sélectionner le  phénotype recherché. , 

4.2.4. Les étapes de l a  transformation. 
1 

L a  t ransformat ion d '  une bac té r ie  récept r ice  est I ' aboutissement 
d 'une  série d 'étapes conduisant à l a  recombinaison génétique entre I 'ADN 1 

donneur et receveur qu i  permet à l a  ce l lu le  hôte d ' acqué r i r  u n  phénotype 
nouveau. 

1 

1 

4.2.4.1. L 'assoc ia t ion  ADN - bactér ie.  

L'ADN ent re  en contact avec l a  ce l lu le  compétente et s 'associe 
à ce1 le-ci au  n iveau  d u  fac teur  d'accrochage. Cette associat ion semble 
f r a g i l e  mais peut deveni r  i r révers ib le .  

Un changement de température peut i ndu i r e  des a l  téra t ions 
l 

membranaires et favor i se r  cet accrochage permettant peut ê t re  une réor ien- 1 



ta t ion des sites d'attachement de I'ADN sur  l a  bactér ie  (WEPPNER et 
LEACH, 1978) , 

L'attachement s'effectue prat iquement en moins de d i x  
minutes après contact des ce l lu les  avec I'ADN (LACKS et  GREENBERG, 
1976) et I 'ADN accroché à l ' e x té r i eu r  est sous forme b ica téna i re  et 
encore accessible a u x  agents externes. 

4.2.4.2. Pénétrat ion de I'ADN. 

Dès que I'ADN est stablement associé à l a  ce l l u l e  réceptr ice,  
les nucléases in terv iennent  et permettent l a  pénétrat ion de I 'ADN dans 
l a  cellule-hôte. 

Au n iveau  où I 'ADN est at taché aux  protéines d'accrochage 
(BindingProtein)  , des coupures ont  l i eu  su r  I 'un des b r i n s .  

L a  p ro té ine  d 'accrochage devient a lors  attachée à 1 'extrémité 
5 '  de l a  coupure. Pour i n i t i e r  I 'entrée, une désoxyribonucléase membra- 
na i r e  adjacente à l a  pro té ine d 'accrochage coupe le  b r i n  opposé à p a r t i r  
de l a  coupure d ' o r i  g i  ne (LACKS et GREENBERG, 1978). 

L 'ent rée commence p a r  passage d u  b r i n  accroché à l a  protéine,  
dans l a  ce1 I u l e  a lors  que l e  b r i n  opposé est coupé et dégradé à I 'exté-  
r i e u r  en o l  i gonucléatides ( LACKS et NEUBERGER, 1975; LACKS, 1979 ; 
MULDER et VENEMA, 1982). 

Ainsi , I 'endonuclease a g i r a i t  comme une translocase, a t ta -  
quant et dégradant I ' u n  des b r i n s  de I'ADN et f a c i l i t a n t  1 'entrée d u  b r i n  
complémentaire dans l a  ce1 Iule. 

Un modèle moléculai re de l 'accrochage et entrée de I 'ADN 
chez D.pneurnoniae a été proposé p a r  LACKS et GREENBERG (1.976). 

I : formation d e  coupures simple brin au niveau de l'attachement de l'ADN 

à la protéine d'accrochage 

II : formation d e  cwpures double brin et initiation de  I'entrée de l'ADN 

TU : entrée d e  I'ADN catalysée par la DNase membranaire qui dégrade un 

brin de I'ADN en  oligonucléotides t w t  en conduisant l e  brin complé- 

mentaire dans la cellule. 

Fig.6 : Modèle moléculaire des étapes ai l a  t ransformat ion chez 
D .pneurnoniae (LACKS et GREENBERG, 1976). 



Selon ces auteurs ,  I 'endonucléase f e ra i t  p a r t i e  d ' un  complexe 
proté ique qu i  t raverse l a  membrane et  forme un cana l  aqueux p a r  
lequel le  b r i n  d'ADN s ' i n t r o d u i t  dans l a  cel lu le.  

Au cours de son t ranspor t ,  l 'ADN vo i t  son a c t i v i t é  b io log ique 
annulée, I ' a c t i v i t é  transformante des b r i n s  uniques étant  beaucoup p l u s  
f a i b l e  que ce l le  de I'ADN natif. Cette phase est nommée phase d 'éc l ipse a u  
cours de laquel  l e  le  b r i n  donneur est associé aux  composés ce1 l u l a i r es  pour  
former une s t ruc tu re  appelée complexe d'écl ipse. 

Ce complexe cont ient  au  moins une proté ine de PM 19 500 
chez 5.pneumoniae qu i  synthétisée spécif  i quement pendant l a  compétence, 
a u r a i t  un  rô l e  dans le  t ranspor t ,  l a  protect ion cont re  les nucléases 
ou l a  promotion de l a  recombinaison ( V I  JAYAKUMAR et MORR I SON, 1983). 

I I semble évident selon ces auteurs que I 'ADN associé à ce 
complexe p ro té i que  d 'éc l ipse sera i t  1.e précurseur de l a  réact ion d '  in-  
tégrat ion.  

L a  pénétrat ion de I 'ADN dans l a  ce l lu le  rencontre dif férentes 
bar r iè res ,  mais le  mécanisme n ' a  jamais encore été décr i t .  

I 'ADN semblerait  t raverser  l a  membrane externe p a r  I ' in ter -  
média i re  de "B ind ing  Protein" in tervenant  dans le  t ranspor t  de substrats 
dans l a  ce,l~lule, 

L a  traversée d u  pept idoglycanne const i tuant  l a  paro i  serai t  
possib le au  n iveau  des s i tes de croissance de cette s t ruc tu re  (DROZANSKA 
et a l ,  1982). 

Lorsque I 'ADN a f ranch i  ces b w r i è r e s ,  i l  se t rouve l i bé ré  
dans le  cytoplasme où i l  v a  pouvoir  se recombiner avec I'ADN receveur 
de l a  cellule-hôte. 

4.2.4.3. Recombi na ison ADN donneur-receveur. 

L'ADN donneur q u i  a pénétré dans l a  ce1 I u l e  se t rouve sous 
forme monocaténai re.  

Juste après son entrée, ce b r i n  d'ADN donneur forme un 
complexe ins tab le  avec I 'ADN receveur où un appariement de bases 
non covalent s'effectue au  départ .  

Le complexe se t rouve ensui te l i é  covalent ie l  lement et. devient 
s tab le  (VAN RANDEM et VENEMA, 1981 ) . Cet appar iement est impl iqué 
dans les premières étapes de l a  recombinaison, et une grande homologie 
est généralement nécessaire pour I 'obtent ion de ce complexe stable.  

Des protéines semblent impl i quées dans I 'ouver ture  de l a  
double hé1 ice de I 'ADN receveur et s tab i  l isent ces régions ouvertes chez 
B .sub t i l i s  (VAN RANDEM et a l ,  1982). 

Cette poss ib i l i t é  est intéressante d ' au tan t  p l us  que I 'on sa i t  
qu ' une  protéine rec A chez E.coli f a c i l i t e  I 'appari ement de b r i n s  uniques 



a u  ni veau des rég ions  homologues. 

Chez S.pneumoniae des mutants capab les  de t r a n s p o r t e r '  l 'ADN 
à 1 ' i n t é r i e u r  de  l eu r  cytoplasme mais i ncapab les  de 1 ' i n t é g r e r  dans 
l e u r  génome on t  été obtenus p a r  MORRISON et a l ,  (1983). Ces mutants 
appelés ~ e c -  sont i ncapab les  de condu i re  à l a  fo rmat ion  d '  hé térodup lex  
recombi nant  ADN donneur-receveur. 

MEJEAN et CLAVERYS (1984) on t  de même é tud ié  l ' i n t é g r a t i o n  
d ' ADN marqué radioacklvement dans l a  rég ion  hoinologue d u  chromosome 
chez cet te même bactér ie .  Juste après son entrée, seule une p e t i t e  p a r t i e  
de l 'ADN s ' i n t è g r e  dans l e  chromosome a l o r s  que l a  p l u p a r t  d u  matér ie l  
donneur est dégradé en f ragments  de moins de 2 Kb de long. 

A ins i ,  l a  t rans fo rmat ion  b i e n  qu 'apparemment s imple  dans son 
p r i n c i p e  est u n  phénomène complexe où de nombreux fac teurs  i n te rv iennen t  
e t  sont nécessaires à l ' i n t é g r a t i o n  et à l ' exp ress ion  de cet ADN donneur 
dans l a  ce1 Iule-hôte. 



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  



1 - LES SOUCHES BACTERIENNES UTILISEES 

1 .l. LES SOUCHES DE RH l ZOBl UM 

1.1 .l. Rhizobium me1 i l o t i  

- L a  souche M N m exigente en isoleucine et 
5 1  1 

en va l i ne  ( M  N I le -va l -es t  u t i l i sée  comme souche réceptr ice pour l a  
5 1 

t ransformat ion.  E l l e  a été obtenue p a r  l ' a c t i on  de l a  N- Méthyl-Nt-Nitro-N- 

Ni t rosoguanidine (N.T.G.) su r  l a  souche 14 N sauvage. 
5 1 

+ - L a  souche M5N1 l leCval ( ILV') est u n  réver tan t  

spontané prototrophe de l a  souche M N Ile-val: Les transformations sont 
5 1 

réalisées à pa r t i r  de I 'ADN e x t r a i t  de c e t t e  bactér ie.  

- L a  souche 444 

El l e  est u t i l i sée  comme témoin négat i f  lo rs  des 

tests d ' hyb r i da t i on .  

- L a  souche 2009 

Même u t i l i s a t i o n  que l a  souche 444. 

1.2. LA SOUCHE D'ESCHERICHIA COLI 

- L a  souche CNCM 7624 
l 

El  le  est u t i l i sée  comme témoin négat i f  lo rs  des 

tests d '  hyb r i da t i on .  

SOUCHES ORIGINE l SOLEMENT PHENOTYPE 

U.S.T. L i l l e  I 
M5N1 

M.sat iva de 
Lab.de Microbiologie L i l l e  

sauvage 

G. TRUCHET non connu sauvage 
htarsei l le  - - 

P. PlCHlNOTY 
R.C.R. (Hotharnstet col- +Ion connu sauvage 

lection of Rhizobium) 
1 

E-col i  Centre National de 
collections microbiennes 

CNCM 7624 

sauvaqe 

l 
TABLEAU 2 : SOUCHES UTILISEES 



I I  - MILIEUX DE CULTURE 

2,1. M IL IEU RHIZOBIUM COMPLET RC 

Mg SD4 , 7 H20 .................. 0,2 g 

K2HP04 ............................ 1 g 

E x t r a i t  de l evu re  ................. 1 g 

E a u  d i s t i l l é e  qsp ................. 1 I 
* 

pH  7,2 à 7,5 

S t é r i l i s a t i o n  à 120°C pendant  20  mn 

L e  glucose cons t i t uan t  l a  source de carbone est 

a jou té  à l a  concent ra t ion  de 1 % .  I I  peut ê t r e  remplacé p a r  d u  manni-  

tol  à l a  même concent ra t ion ,  celu i -c i  permettant  l ' exp ress ion  du 

ca rac tè re  de mucosité. 

L e  m i l i e u  add i t i onné  d ' a g a r  à 15 g/ l  (RCG) 

permet t ra  l ' i so lement ,  l a  conservat ion  et les numérat ions des colonies 

de R.meli lot i .  

2.2. MIL IEU RHIZOBIUM MINIMUM R 

E a u  d i s t i l l é e  qsp ................. 1 I 

pH 7 , 2  à 7 , 5  

S t é r i l i s a t i o n  à 120°C pendant  20  mn 

Ce m i l i e u  peut ê t r e  u t i l i s é  te l  quel  pou r  les 

d i l u t i o n s  ou add i t i onné  de glucose à l % ,  de b i o t i n e  à 0 , 0 5 p / m l  et 

de th iam ine  à O,Ol)g/ml pou r  les cu l tu res  (R Glc H BI) .  

Add i t i onné  d ' a g a r  à 15 g / l ,  i l  permet t ra  les 

numérat ions des bactér ies  transformées. 



2 3. MILIEU DE W E T E N C E  

Ce m i l i e u  mis a u  po in t  p o u r  l e  développement de  

l a  compétence des bac té r ies  récept r ices  est u t i l i s é  add i t i onné  de 

glucose à 1%, d ' e x t r a i t  de l e v u r e  à 0,l % et d ' h y d r o l y s a t  de casé ine 

à O,l% (COURTOIS, 1982). 

2.4. M IL IEU SANS PHOSPHATE (M-P). 

KN03 .................................. 0,6 g 

Na2S04 ................................. 0 ,6  9 

NH4S04 ................................. O,1 9 

...................... E a u  d i s t i l l é e  qsp 1 I 

PH 7,2 

Ce m i l i e u  est u t i l i s é  comme mi l i e u  de t rans format ion .  

2.5. M IL IEU TY 

T ryp tone  ................................ 5 g 

....................... E x t r a i t  de l evu re  3 g 

....................... E a u  d i s t i l l é e  qsp 1 I 

pH  7,2 à 7,5 

S t é r i l i s a t i o n  à 120°C pendant  20 mn. 

Ce m i l i e u  est add i t i onné  de CaCl à l a  concentra- 
2 

t i o n  de 1,3 g / l  

I I  est u t i l i s é  comme m i l i e u  r i c h e  p o u r  l a  c u l t u r e  

des souches de Rhizobium. 

2.6. M I L I E U  DE LURlA 

NaCl .................................... 5 g 

Tryp tone  ................................ 10 g 

....................... E x t r a i t  de l evu re  5 g 

E a u  d i s t i l l é e  qsp ....................... 1 I 

pH 7,3 à 7,4 



Ce m i l i e u  est u t i l i s é  p o u r  les c u l t u r e s  des souches 

2.7. MI.LIEU DE NICOL ET THORTON 

de luzerne.  

FeCI3 ............................. 1 ml d ' u n e  so lu t ion  
m è r e  à 10 g / l  

E a u  d i s t i l l é e  qsp .................. 1 I 

PH 7,2 

Ce m i l i e u  est u t i l i s é  p o u r  l a  cro issance des p l a n t u l e s  

2.8. M IL IEU AU BLEU D'ANILINE 

MaCl ............................. 0, l  g 

.................. E x t r a i t  de l evu re  1 g  

Mann i to l  ........................... 20 g 

..................... B leu  d ' a n i l i n e  0,s g 

A g a r  .............................. .20 g  

a Eau  d i s t i l l é e  qsp .................. 1 I 

PH 7 

Ce m i l i e u  est u t i l i s é  p o u r  mettre en évidence l a  
réac t ion  avec le  b l e u  d ' a n i l i n e  ( recherche de mutants non muqueux) .  

1 I I  - TAMPON DE NON PROLIFERATION (TNP)  

K2HP0 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 g 

MgS04 ............................ O,2 g 

.................. Eau  d i s t i l l é e  qsp 1 1 



Ce tanpon est u t i l i s é  p o u r  les d i l u t i o n s ,  lavages 

ou ' cu l tu res  en non  pro1 i f é r a t i o n  ne devant  p a s  con ten i r  d 'azote. 

IV -. PKEPARATION D'ADN TOTAL 

4.1 . EXTRACT l ON ET PUR l F l CAT l ON 

L'ADN est e x t r a i t  à p a r t i r  de l a  souche intéressée 

cu l t i vée  e n  fermenteur  en m i l i e u  TY,  selon l a  technique a u  phénol  

de MlURA (1967). 

Cette techn ique est basée s u r  une dépro té in isa t ion  

a u  phénol pH9 s u i v i e  de l a  p r é c i p i t a t i o n  de 1 '  ADN par l ' é t h a n o l .  

L a  pu re té  de I'ADN est appréciée p a r  comparaison 

de l a  D.O. à 260 nm et de ce1 les mesurées à 230 nrn e t  280 nm. 

4.2. ESTIMATION DE LA QUANTITE D'ADN OBTENUE 

E l l e  est donnée p a r  l a  v a l e u r  de l a  dens i té  opt ique 

à 260 nrn sachant  q u ' u n e  D.O. de 20 correspond à 1 mg/ml d'ADN. 

4.3. PURIFICATION DE L 'ADN 

L 'ADN peut  ê t r e  . p u r i f i é  p a r  gel f i l t r a t i o n  s u r  une 

colonne de séphadex G 50 medium Gluée p a r  une so lu t ion  de NaCl 

0,15 M pH7. 

Ce f ract ionnement de I 'ADN permet de séparer  

grossièrement I 'ADN " l o n g  b r i n "  é lu6  en premier  de I 'ADN "pe t i t  brin1'. 

4.4. CONSERVATION DE L t  ADN 

L'ADN sera  amené à une concentrat ion de 0,l mg/ml , 
concentrat  i o n  opt imale  pour  l a  t rans format ion .  

Cette so lu t i on  sera s té r i l i sée  p a r  a d d i t i o n  de 

c h  loroforme et stockée à 4OC. 



Le chloroforme sera é l iminé a u  moment de I ' u t i l i -  

sat ion p a r  cent r i fugat ion , p u i s  évaporat ion de l a  phase aqueuse à 3 7 ' ~ .  

V - TECHNIQUE DE TRANSFORMATION 

Cette technique a été mise au  po in t  récemment au 

laborato i re  pa r  COURT0 l S ( 1982). 

L a  t ransformat ion s'effectue p a r  t ransfer t  de l'ADN 
1 

+ + 
i ssu  de l a  souche donnatr ice M N I l e V a l  de R-rne l i lo l i  vers l a  

1 
5 1 

1 souche réceptr ice M N 't l e - ~ a l -  
l 

5 1 

l 5.1 . TRA l TEMENT DES CELLULES 

Les ce l lu les  réceptr ices sont cu l t ivées en mi l i eu  de 

compétence à 30°C en b a i n  mar i e  agi té,  pu i s  placées t ro is  heures 

avant l a  t ransformat ion en c u l t u r e  s ta t ique à 30°C. 

Les ce l lu les  sont a lo rs  déformées, ce qu i  f a c i l i t e  leu r  

compétence. 

A ce stade est effectuée une numération (temps 70) 
1 

su r  m i l i eu  R Glc HB contenant de I ' i so leuc ine et de l a  va l i ne  à 1%. 
1 

l 
Une cen t r i fuga t ion  ménagée en présence de saccharose 

2M est effectuée sur  10 ml de cu l t u re  et l e  culot  est r e p r i s  p a r  1,6 ml 

de mi l i eu  M-P. Cette suspension est r é p a r t i e  en deux tubes : 
l - le  premier tube const i tuant  l e  tube réact ionnel ,  1 

- le  deuxième tube const i tuant  l e  tube témoin, 

5.2. TRANSFORMAT I ON 

Chacun des deux tubes est a lors  t r a i t é  selon les 

condi t ions suivantes : 



Tube témoin Tube réac t ionne l  

- 0,8 ml de suspension 
c e l l u l a i r e  

- 0,8 ml de  suspension 
c e l l u l a i r e  

+ 0,1 ml de MgCl 1 M 
2 

+ 0,1 ml de  MgCI2 1 M 

+ 0,5 ml d'ADN donneur  
mélanges p lacés 15 mm à O°C 

mélanges p lacés 15 mn à O°C 

chaque mélange s u b i t  a l o r s  une sé r ie  de chocs thermiques. 

p u i s  est incubé en b a i n  mar ie  s t a t i q u e  à 30°C pendant  un temps 
T dési ré.  

5.3. NUMERATIONS ET CALCUL DE FREQUENCE 

Des numérat ions peuvent  ê t re  effectuées a u  cours d u  

temps, ce qui permet d ' é t a b l i r  une c iné t i que  de fréquence de t rans forma-  

t ion .  

Pour chaque temps, on  ef fectue : 

- Une numérat ion,  d u  tube réac t ionne l  sur  : 

. m i l i e u  RGlc HB1 I l e  Val  donnant  le  nombre de bac té r ies  
v i a b l e s  tota les.  

. m i l i e u  RGlc HB donnant  le nombre de bac té r ies  a y a n t  
1 

acqu is  le  carac tère  I  le+ !al+ 

- Une numérat ion  d u  tube témoin, s u r  m i l i eu  RGlc HB, donnant  

le  nombre d 'éventue ls  r é v e r t a n t s  o u  mutants spontanés. 

- Un étalement de l a  so lu t i on  d'ADN a f i n  de v é r i f i e r  sa  

s tér  i l i té. 

Les fréquences de t rans format ion  sont déterm i nées 

à p a r t i r  des v a l e u r s  des numérat ions,  l e  nombre de t ransformés " v r a i s "  
+ + 

é tan t  le  nombre de bactér ies  a y a n t  acqu is  l e  ca rac tè re  I  l e  Va l  d im inué  t 

d u  nombre de r é v e r t a n t s  ou mutants spontanés. 

A ins i ,  l a  fréquence de t rans format ion  F s e r a  déterminée I 

selon de c a l c u l  s u i v a n t  : 



F = Nombre de transformés "vrais" 
Nombre de bactéries totales d u  
mélange de transformation 

V I  - ETUDE DES PROPRIETES INFECTIVES 

Cette propr ié té se détecte par  I ' inoculat ion des souches 

à tester à des plantules de luzerne cult ivées aseptiquement en mi l ieu 

de Nicol et Th,odon (ALI , 1982). 

L '  isolement des bactéries de ces nodules est décr i t  par  

GRESSHOFF et ROLFE (1978). 

V I 1  - TYPAGE PHAGIQUE 

Cette méthode permet de v isual iser  l a  sensibi l i té ou l a  

résistance d '  une souche aux phages. 

0,3 ml d 'une cu l ture sont mélangés à 3 ml d 'une gélose 

pour bactériophage de composition suivante : 

Mannitol ............................................ 10 9 

................................................ Agar 7,5 g i 

Eau dis t i l lée qsp ................................... 1 I I 

Stér i l isat ion à 105OC pendant 3 0  mn. l 

Le mélange est étalé sur  une boi te contenant du RC mannité 

et après séchage une goutte de suspension phagique à tester est 

déposée au centre de l a  boite. 



Une l yse  éven tue l l e  des bac té r ies  p a r  les phages e n t r a i n e r a  

une p l a g e  d ' i n h i b i t i o n  de croissance'. 

- LYSE EN ELECTROPHORESE SUR GEL D'AGAROSE 

Cette méthode permet de v i s u a l  i se r  rapidement l e  contenu 

p lasmid ique  des souches de Rhizobium e t  d'E,Coli p a r  l yse  douce d i rec te  

des bactér ies  placées dans  une  a lvéo le  d'un gel d 'agarose.  

- 
E l l e  d é r i v e  de l a  méthode dtECKARDT (1978) et permet de 

met t re  en évidence les rnégapl asmi des de R.mel i lo t i .  

8.1 . LYSE CELLULAIRE 

- Les c u l t u r e s  bactér iennes sont effectuées j u s q u ' e n  phase 

exponent ie l le  de cro issance (D.O. 0,3 à 0 ,7)  dans le  m i l i e u  TY ou l u r i a  

- l ' é q u i v a l e n t ,  de 0,5 ml d ' u n e  c u l t u r e  à D.O. 0,3 est 

p lacé  dans u n  tube "Eppendorf".  Un volume de tampon T r i s  HCI 50 mM, 

Na EDTA 20mM, pH8 a d d i t i o n n é  de s a r k o s y l  à 1% est a jouté d a n s  le  
2 

tube. Le tout mélangé doucement est p lacé  dans l a  glace. Ce t ra i tement  

permet de f r a g i  1 i se r  les ce1 Iu les .  

- Chaque tube est cen t r i f ugé  4 mn à température ambiante 

dans une cent r i fugeuse de t y p e  Eppendorf.  Le surnageant  est auss i tô t  

é l im iné  à l ' a i d e  d ' u n e  ser ingue.  

- l e  cu lo t  c e l l u l a i r e  est remis  en suspension p a r  60  1 t 
de tampon d 'é lectrophorèse Tris89mM,Na2EDTA 2,5 mM,B(OH)3 89 mM, 

pH8,3 contenant  du saccharose à 25%, 1 u n i  té .de r ibonuc léase A/ml et 

1 rng/ml de lysozyme. 

- l a  suspension est homogén9isée a u  moyen d ' u n  a g i t a t e u r  

"Vortex". E l  l e  est immédiatement déposée dans une a lvéo le  d '  u n  gel  ver- 

t i c a l  à 1% coulé en t re  deux p laques  de v e r r e  espacées de 3 mm (Cuve 

B i o r a d  Proteam ce1 1) . 
- 90,l de tampon d 'é lectrophorèse contenant 1% de SDS, 

0,4% d 'agarose e t  0,05% de b l e u  de bromophénol sont ajoutés au-dessus 

d u  dépôt.  Le SDS provoquera  l a  lyse  des sphéroplastes.  



8.2. M l  GRAT l ON ELECTROPHORET l QUE 

L a  m i g r a t i o n  s 'e f fec tue dans du tampon d 'é lec t rophorèse 

sous l ' e f f e t  d ' u n  champ é lec t r i que  tou t  d ' a b o r d  f a i b l e  (45 mn à 30 V) ,  

p u i s  p l u s  impor tant  (1H 30 mn à 130 V ) .  Les molécules p lasmid iques  

vont  a l o r s  pénét rer  p u i s  m i g r e r  dans l e  gel .  

8.3. VISUALISATION DES BANDES PLASMIDIQUES 

E l l e  s 'ef fectue pas  trempage du gel  dans un b a i n  de 

bromure d ' é t h i d i u m  ( ( B r  E t )  à 1 /ml pendant  30  mn. L a  f luorescence P 
des bandes est v i s u a l  i sée s u r  un t r a n s i  l l um ina teu r  .en UV. 

I X  - PREPARATION D'ADN PLASMID IQUE 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de p r é p a r a t i o n  p a r  lyse a l c a l i n e  

déc r i  te  p a r  JOUANI N e t  a l  (1981 ) dér ivée de la  méthode de CURRl ER e t  

NESTER ( 1 976 ) . 

Cette technique permet l a  p r é p a r a t i o n  des p l  asmides de t a i  l l e  

impor tante  te l  l e  p lasmide moyen de R.mel6loti M N dont  l e  poids 
5 1 

molécu la i re  est de 90  Md. 

9.1. LYSE ET EXTRACTION 

Les bactér ies  sont cu l t i vées  j u s q u ' e n  phase s t a t i o n n a i r e  

de cro issance,  p u i s  lavées p a r  85 ml de  tampon TE ( T r i s  HCI 50 mM, 

Na2EDTA 20 mM pH8) p o u r  1 ,5 g de ce1 l ules. 

- l a  l yse  s 'e f fec tue en présence de 5 ml de SDS à 20% et  

de 10 ml de pronase à 5 mg/ml pendant  20 mn à 37OC. 

-F - Le pH est a l o r s  réa jus té  à 12,45 - 0,05 à l ' a i d e  
- - 

d ' u n e  so lu t i on  dé NaOH 3N. 

- l ' a d d i t i o n  d e  20 ml de tampon T r i s  HCI pH7 permet de 

r e v e n i r  à pH 8,5. 

- l a  suspension est a lo rs< la issge 15 mn à O°C, p u i s  



est adi t ionnée d 'une  so lu t ion de NaCl 5M, a f i n  d ' ob ten i r  une concen- 

t r a t i o n  f i na le  de 1M. Cela v a  permettre l a  p réc ip i ta t ion  sélect ive de 

LiADN chromosomique et  des débr i s  ce l lu la i res .  Ce mélange est la issé 

1H à O°C. 

- t e s  protéines et agrégats d'ADN chromosomique sont 

él iminés pa r  cen t r i fuga t ion  ( 1 0  mn à 15000  g ) .  

- le  surnageant est add i t ionné de polyéthylène g lyco l  

6 0 0 0  (PEG) à 50% à une concentrat ion de 10%. Une n u i t  à O°C v a  

' permettre l a  p réc ip i ta t ion  des molécules d'ADN plasmidique. 

- le p réc ip i t é  est récupéré p a r  cen t r i fuga t ion  à basse 

vitesse ( 2 0  mn à 2 0 0 0  g) p u i s  dissout dans du tampon TE. 

9.2. PURlf lCATlON DE L'ADN PLASMIDIQUE EN GRADIENT 
DE C s C l / B r ~ t  

9.2.1. P r inc ipe  

L'ADN piasmidique est p u r i f i é  p a r  cen t r i fuga t ion  

dans un  grad ient  de ch lo ru re  de césium-bromure d 'é th id ium.  

l e .  BrEt d iminuant l a  densi té de I 'ADN, les molécules 

plasmidiques sous forme superhél icoi'dale seront donc p l u s  denses que 

les molécules l inéa i res  ou c i r cu la i r es  ouvertes et se placeront  donc dans 

l a  zône concentrée du g rad ien t  de ch lorure de césium, c 'est-à-di re en 

une bande in fér ieure v i sua l  isée p a r  fluorescence en UV : 

w4 
C u l o t  ~ ' A R N  

s , Débris protéiques 

Forme LDNA et OC DNA 

forme CCC DNA . 



9.2.2. Protocole expérimental 

- Le  cu lo t  plasrnidique dissout dans l e  tampon 

TE est complété p a r  : 

csc t -  ............................... 9,6 9 

N L a u r y l  saccosinate de sodium 
2 5% ............................ 0,3 ml 

TE qsp ........................... 11,7 ml 

Une précent r i fugat ion effectuée dans u n  rotor  

60 Ti  20 mn à 40000 g permettra d 'é l im iner  le  maximum de débr is 

protéiques. 

L a  so lu t ion pu r i f i ée  sera addit ionnée de 0,3 ml 

d 'une  solut ion de BrEt à 10 mg/ml dans d u  tampon TE, p u i s  cent r i -  

fugée 48 H à 42000 rpm à 20°C dans un ro tor  50 T i .  

- L a  bande plasrnidique v isua l isée en UV est préle-  

vée à l a  p ipe t te  automatique avec u n  embout coupé. 

- Le bromure d 'é th id ium est é l iminé p a r  adjonct ion 

p lus ieurs  fo is  d '  un vol urne d '  isopropanol saturé  en CsCI-TE. Une absence 

de fluorescence en UV de l a  phase aqueuse ind ique  l ' é l im ina t i on  tota le 

d u  BrEt. 

- Les molécules plasmidiques récupérées de cette 

phase complétée pa r  d u  tampon TE' ( T r i s  HCI 50 mM, Na2EDTA 0,5 mM, 

pH8) sont culotées pa r  cen t r i fuga t ion  à 150 0 0 0  g pendant 16 H à 20°C 

dans u n  ro tor  50  Ti. 

- Le pe t i t  culot  d '  ADN plasmidique est dissout 

délicatement dans  100 )l de tampon. Le tampon u t i l i s é  sera fonction des 

manipulat ions u l tér ieures.  

X - ELECTROPHORESE H O R I Z O N T A L E  E N  G E L  D' AGAROSE 

10.1. Pr inc ipe 

Cette technique permet de séparer et d ' i d e n t i f i e r  les 

molécules d'ADN. La  mig ra t ion  des molécules d'ADN chargées négativement 



grâce à leurs  groupements phosphates s'effectue dans u n  gel d 'agarose 

t raversé  p a r  u n  champ électr ique.  

L a  vitesse de mig ra t ion  dépend de la masse moléculai re 

des par t i cu les  et de leur  conformation. E l  l e  est inversement proport ion- 

ne l le  a u  logar i thme décimal de leur  masse moléculaire, ce qu i  permet 

d ' é t a b l i r  une re l a t i on  : 

LoglO M.R. = A logl0 M.M. + B 

M.R. = M ig ra t ion  re l a t i ve  mesurée sur  le  gel 

M.M. = Masse moléculai re d ' u n e  molécule 

A et B= Constantes caractér is t iques de I 'électrophorèse, 

Cette méthode permettra de v isua l i se r  d ' une  p a r t ,  les 

di f férentes formes d ' une  molécule plasmidique (CCC DNA, OC DNA, L DNA) 

et d ' a u t r e  p a r t ,  de comparer les poids moléculaires des molécules plas- 

midiques de même con f igu ra t ion  spat ia le.  

L a  forme c i r c u l a i r e  ouverte des plasmides de PM supér ieur 

à 30 Md reste a u  n iveau  du dépôt, ne pouvant pénétrer dans le gel.  

L a  forme superhél icoïdale migre moins v i t e  que l a  forme 

l i néa i re  pour  des gels de 0,8 à 1,2% en agarose,mais ce la  est inversé 

pour des gels de 0,4 à 0,6%. 

10.2. Protocole 

Pour v i sua l i se r  les cfifférentes formes de I 'ADN plasmi-  

d ique p u r i f i é  ou pour comparer son p r o f i l  de digest ion enzymatique, i l  

est pré férab le  d ' u t i l i s e r  I 'électrophorèse en gel d 'agarose hor izonta l  

(p laque Biorad électrophoresis ce l l  1415). 

L a  solut ion p l  asmidique à tester est addi t ionnée de 

tampon d'électrophorèse contenant du  saccharose à 5% et du  b leu  de 

bromophénol à 1%. 

Le dépôt s 'ef fectue dans l ' a l véo le  d u  gel recouvert de 

tampon d'électrophorèse. 



La mig ra t i on  s'effectue directement à 130 V pendant 2 à 4H 

su ivan t  l a  concentrat ion du gel et  l e  type de  manipu la t ion.  

L a  v i sua l i sa t ion  s'effectue p a r  trempage d u  gel dans un 

b a i n  de BrEt à 1 )g/mI pendant 30  mn. 

X I  - LES ENZYMES DE RESTRICTION 

11  . l .  Pr inc ipe  

Les bactgr ies possèdent des systèmes de res t r i c t i on  et de 

modif icat ion qui permettent l a  préservat ion de la spéc i f ic i té  génétique 

des espèces. 

On nomme endonucléase de res t r i c t i on  ou enzyme de res- 

t r i c t i on ,  une enzyme capable  de dégrader de façon spéci f ique tout ADN 

étranger.  l a  protect ion de l'ADN de l 'hôte  cont re  ses propres enzymes de 

res t r i c t ion  est réal isée p a r  une modi f icat ion q u i  consiste en une méthy- 

l a t i on  dei cervaines bases pa r t i cu l i è res  qu i  sont précisément cel les qu i  

interv iennent dans les séquences de reconnaissance de 1 'enzyme de r e s t r i c -  

t ion el le-même. Ce1 a protège I ' i nforrnation endogène de I ' a c t i v i t é  des 

enzymes de restr ic t - ion de l a  ce l lu le .  

Les endonucléases de res t r i c t ion  ont  donc pour  si tes de 

reconnaissance des séquences spécif iques de bases sur  \ ' ADN b icaténa i re .  

El les coupent (c 'es t  la res t r i c t ion )  à prox imi té  ou au n i veau  même de ces 

sites de reconnaissance lorsque cet ADN n 'es t  pas méthylé (modi f ica t ion) .  

Ces endonucléases sont classées en t ro is  groupes d i f férents  : 

- type f et type III ayan t  une a c t i v i t é  de res t r i c t ion  et 
de modif i ca t i on  

- type n ' a y a n t  qu ' une  ac t i v i t é  de rest r ic t ion.  

a)  les enzymes de type 1 : 

El  les ont l e u r  si te de coupure élo igné da leu r  s i te  de reconnaissance 
1 

et coupe p l u s  ou moins au  hasard.  ~ 

b )  les enzymes de type iIL 

El les coupent à l ' e x té r i eu r  ou dans leur  s i t e  de reconnaissance, mais 



les deux extrémités complémentaires produi tes  p a r  coupuresdécalées 

ne sont spécifiques que d ' u n  s i  te de reconnaissance donné. Une 

extrémité donnée n ' a u r a  prat iquement comme h m l o g u e  que ce l le  qu i  

se t r ouva i t  en face avan t  l a  coupure. 

C) Ce sont prat iquement les seules enzymes de res t r i c t ion  u t i l i sées en 

génétique. E l  les reconnaissent 1 'ADN en des s i  tes p a r t i c u l  i e rs  soi t  dans 

leurs  si tes de reconnaissance ou  à p rox im i té  immédiate d 'eux.  

Le s i te  de coupure peut correspondre à I ' a x e  de symétrie des deux 

b r i n s  de l'ADN, ce q u i  abou t i t  à une coupure f ranche donnant 

naissance à des "bouts f rancs".  

ex : Enzyme Hae aTT 
I 

Lorsque le s i t e  de coupure est décalé de p a r t  et d ' a u t r e  de I ' a x e  

de symétrie, l a  coupure est d i t e  cohésive produisant  des extrémités 

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

Les extrémités cohésives ont l a  p a r t i c u l a r i t é  de pouvoi r  se réassocier 

p a r  l i aisons hydrogène ent re  les bases l i bres a ins i  démasquées. 

ex : Eco R 1 
1 

- 5 ' - G L T - T - A - A ,  [ A - A - T - T - ,  C - 3 '  

- 3' - C G - 5 '  
, . 

f' 
I 

Pst 1 
1 

- 5  C T - C G -  , A A G G C C T T I  G - 3 '  - 3 '  G C - 5'  

Ces enzymes sont fréquemment ut i l isées en bio logie moléculaire, leur 

s i te  d 'ac t ion  étant  par fa i tement  connu. 

L a  l i gat ion d 'extrémi tés cohésives produites après d i  gestion des 

enzymes de res t r i c t ion  permet d 'associer  les molécules d'ADN d ' o r i g i ne  

dif férente. Cette techni que est t rès u t i  l isée dans, les expériences 
1 

de clonage. 



11.2. Protocole 

Chaque endonucléase de res t r i c t ion  nécessite une condiction 

pa r t i cu l i è re  d 'emploi .  Pour chaque réact ion,  i I fau t  donc des tampons 

de réact ion et de d i l u t i o n  de compositions va r i ab les  et des températures 

d '  incubat ion spécif iques. 

Toutes ces condi t ions sont données p a r  une f iche techni que 

d u  fabr i can t ,  accompagnant I 'enzyme. 

Les digest ions enzymatiques sont réal isées dans u n  tube 

"Eppendorf" s té r i l e  su r  0 ,5  à l p g  d'ADN pour 1 U. d'enzyme dans u n  

volume f i n a l  de 20 à 50 1 de tampon de réact ion correspondant à t 
l 'enzyme. Ces condi t ions doivent  ê t re  établ ies dans chaque cas pour 

avo i r  un bon rappor t  Enzyme-Substrat. 

L a  réact ion enzymatique peut ê t re  stoppée p a r  une tempéra- 

t u re  élevée (6S°C) mais généralement, l ' a r r ê t  de l a  réact ion s'effectue 

p a r  add i t i on  d ' u n  tampon d ' a r r ê t  contenant de I 'urée à 4 mole/ l ,  d u  

sucrose à 50%, de 11EDTA,Na2 50mM pH7 et du  b l eu  de bromophénol à 

0,1% qu i  permettra de v i sua l  iser  l a  m ig ra t ion  électrophorétique u l té r ieu re .  

Après a r rê t  de l a  réact ion,  le  mélange d ' incuba t ion  est 

déposé sur  u n  gel d 'agarose hor izontal  et l a  m ig ra t ion  s'effectue pendant 

2 à 4H sous tension de 130 V.  

Les d i f férents  fragments d'ADN obtenus peuvent être comparés 

à des fragments issus de l a  d igest ion enzymatique de l 'ADN d u  phage 

dont les poids moléculaires sont connus. 

Pour nos études, nous avons u t i l i s é  quelques unes des 

endonucléases de l a  col lect ion : 

Enzyme O r i  g i  ne Fabr i can t  

Srna I 
Xba I 
Kpn I 
H ind  I I I  
Bgl  I I  

Serrat  i a marcescens Sb Boehri nger 
Xanthornonas b a d r i  i II 

K l e b s i e l  l a  pneummiae I f  

Haernoph i l us  i n f  l uenzae Rd II 

Bac i l l us  g l o b i g i i  1' 



X I I  - MARQUAGE D'ADN 1 N V I T R O  

12.1 . MARQUAGE 

Les molécules d'ADN peuvent ê t r e  marquées r a d i o a c t i -  

vement in v i t r o  a f i n  d ' ê t r e  u t i l i sées  comme sonde dans les techniques 

d ' h y b r i d a t i o n .  

L a  m a n i p u l a t i o n  s 'ef fectue a u  moyen d ' u n  k i t  p réparé  

p a r  les l abo ra to i res  BRL (Bethesda Research l abora tor ies)  q u i  fourn is -  

sent le  protocole expér imenta l .  

Le m a r q u e u r  u t i l i s é  est l e  35 S ATP f o u r n i  p a r  NEN 

(New E n g l a n d  Nuc lea r ) .  

Le marquage sl&,fectue. e:ri i ncuban t  1H à 15OC : 

- 1 )g d'ADN à marquer  

- 6 de 3 5 ~  ATP so i t  6 0 p i  

- 5 de tampon T r i s  HCI 500 mM pH7,8, MgC12 50 mM, 
2 mercaptoéthanol 100 mM, sérum a lbumine  bov ine 
100 g/ml contenant  les t r o i s  au t res  déoxyr ibonucléo-  / t ides  f r o i d s  : CTP, GTP, TTP à 0,2 mM. 

- 5)l d ' u n e  so lu t i on  composée de ' :  
0,4 U/)I de DNA pol  ymérase 1 
40pg/)l de  DNAse 1 

dans un tampon T r i s  HCI 50 mM pH7,5, acéta te  de 

magnésium 5 mM, 2 mercaptoéthanol 1 mM, PMSF 0,1 mM, g l  ycérol  50%, 

Sérum a lbumine  bov ine 1 0 0 p / m l  

- Eau d i s t i l l é e  q s p  45 1 > 
Le marquage est stoppé p a r  a d d i t i o n  de 5 1 de 

so lu t i on  d ' a r r ê t  composé de Na EDTA 300 mM pH8. 
/. 

2 

12.2. COMPTAGE 

A f in  de v é r i f i e r  l a  bonne inco rpo ra t i on  d u  3 5 ~  ATP, 

l e  comptage s 'ef fectue en mélangeant : 

- 1)l d u  mélange d '  i ncuba t ion  

- 1 ml d ' u n e  so lu t i on  d'ADN de sperme de h a r e n g  à 
1 mg/ml 

- 1,1 ml d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  (TCA) à 20%. 



Ce mélange p lacé  1H à O°C est ensuite f i l t r é  su r  f i l t r e  

whatman GF/C. Le f i l t r e  est r i n c é  p a r  d u  TCA à 5%, p u i s  p a r  u n  mélange 

vol urne-vol ume d'éthanol-éther. 

Le comptage s'effectue a u  ' moyen d,'un. compteur à scin- 

t i l l a t i o n  Beckman LS 2000 dans un l i qu ide  sc i n t i l l an t  Beckman HP. 

Pour que le marquage soi t  correct, i l  f au t  que I ' i ncor -  
7 

porat ion de 3 5 ~  ATP corresponde à env i ron  10 d.p.m. p a r  microgramme 

d'ADN. 

12'.3'. SEPARAT l ON DE L I  ADN MARQUE DES BASES NUCLEOT l D l QUES 

Le mélange d ' i ncuba t i on  ayan t  serv i  a u  marquage est 

addi t ionné d ' u n  demi-volume d 'acéta te  d'ammonium à 7,s M et de deux 

volumes d 'é thanol  glacé ( à  - 20°C). 

Après une n u i t  à-20°C, I 'ADN préc ip i té  est récupéré 

pa r  cen t r i fuga t ion  pu is  r e p r i s  dans le  tampon u t i l i s é  pour  l a  su i te  des 

manipulat ions.  

XII I TRANSFERT 

L a  méthode de t rans fe r t  u t i  l isée pour  les tests d '  hybr i>dat ion 

est une méthode mise a u  point  p a r  les laborato i res  NEN u t i l i s a n t  les - 
membranes "Gene Screen" . 

I I  s ' a g i t  de .la méthode de WAHL et a l  (1979) dont le t rans- 

fe r t  est basé sur  l a  méthode t rad i t i onne l le  de SOUTHERN (1975) p a r  

passage de I'ADN d u  gel su r  l a  membrane p a r  cap i l l a r i t é .  

13': 1 . TRANSFERT 

- le  gel d '  agarose après m ig ra t ion  électrophorétique et 

révé la t ion p a r  le  BrEt est p lacé 10 mn sous lumière UV a f i n  de déna- 

t  u re r  I  ' ADN i ncorporé. 

- I I  est a l o r s  p lacé dans u n  b a i n  dlHCI 0,25 N pendant 

15 mn en légère ag i ta t ion  à température ambiante. L ' ac i de  étant  re je té  



I ' opé ra t i on  est répétée une f u s .  

- Après u n  b r e f  l avage  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  l e  gel  est 

a l o r s  a g i t é  doucement dans  un b a i n  contenant  une  so lu t ion  de NaOH 0,2 N ,  

NaCl 0,6 M pendant  30 mn. 

- I I  est ensu i te  l a v é  t r o i s  fo i s  dans du tampon phosphate 

Na2 HP04 / ~ a  H2 PO 0,025 M pH6,5 pendant  une heure sous légère 
4 

a g i t a t i o n .  

- L a  membrane gene screen adaptée a u x  dimensions d u  gel 

est ag i tée  15 mn dans d u  tampon phosphate pH6,5. 

- l e  t r a n s f e r t  s 'e f fec tue a l o r s  de manière  su i van te  : 

. Le gel est p lacé  s u r  deux f e u i l l e s  de p a p i e r  f i l t r e  

Whatman 3M déposées s u r  une p l a q u e  de ver re .  Le  p a p i e r  f i l t r e  est en 

contac t  p a r  ses extrémités avec le  tampon phosphate assu ran t  a i n s i  u n  

t rans fe r t  d u  tampon a u  t r a v e r s  d u  gel ve rs  l a  membrane placée s u r  

ce1 u i -c i  . 
. Cinq f e u i l l e s  de paa ie r  Whatman 3M de même t a i l  le  

que le  gel et l a  membrane sont placées au-dessus. 

. p lus ieu rs  couches de pap ier  absorbant  vont  ensu i te  

r e c o u v r i r  le  tou t ,  b i e n  maintenues p a r  u n  poids.  

. Ce montage peut  ê t r e  schématisé a i n s i  : 

Papier f i  1 t r e  

Plaque de verre 

, Papier absorbant 

-- 
Y- i 

i _-Membrane Gene Scr 

Ç i g  7 : SCHEMA DU MONTAGE PERMETTANT LE TRANSFERT POUR L'HYBRIDATION. 



- L e  t rans fe r t  s 'e f fec tue pendant  12 H en changeant  f ré-  

quemment le  p a p i e r  absorbant .  

- Après t rans fe r t ,  l a  membrane est re t i rée ,  lavée p a r  d u  

tampon phosphate a f i n  d 'en leve r  I ' agarose rés idue l ,  séchée à température 

ambiante  p u i s  chauf fée de 2 à 4 H à 8 0  - 100°C. 

13.2. PRE-HYBR 1 DAT I ON 

L a  membrane est t r a i t é e  d ' a b o r d  p a r  10  ml  d u  mélange 

s u i v a n t  : 

Formamide déionisée ....................... 50: % 
P o l y v i n y l p y r o l i d o n e  (PM 40000)  ........... 0,2% 

Sérum a lbumine b o v i n e  .................... 0,2% 

F i c o l l  (PM 400 0 0 0 )  ....................... 0 4 %  

T r i s  HCI pH7,5 ............................. 0,05 M 

NaCl ........................................ 1 M 

Pyrophosphate de sodium ................... O, 1% 

Sodium dodecyl su l fa te  ..................... 0,1%. 

Sul fate de d e x t r a n  ......................... 10  % 

add i t i onné  d'ADN de sperme de ha reng  dénaturé  à concentra- 

t i on  supér ieure  o u  éga le  à 1 0 0 ~ g / m l .  

Cette so lu t i on  est a joutée dans  u n  sac en p l a s t i q u e  conte- l 

nan t  l a  membrane q u i  sera  sce l lé  . L ' i n c u b a t i o n  s 'ef fectue 6H à 4S°C l 
l 

sous a g i t a t i o n  constante. l 
l 

13.3. HYBRIDATION 1 

2 à 3 ml de l a  so lu t i on  s u i v a n t e  sont a jou tés  dans  le  sac 

pl as t i que  : 

Formamide ................................... 50 % 
P o l y v i n y l p y r o l  idone (PM 40000) .  ............. 0,2% 

Sérum a lbumine b o v i n e  ...................... 0,2% 

F ico l l  (PM 400 0 0 0 )  ........................ 0,2% 

T r i s  HCI pH7,5 ............................... 0,05 M 

Pyrophosphate de sodium .................... 0,1% 

...................... Sodium dodecyl s u l f a t e  0,1% 

add i t i onné  d'ADN de sperme de ha reng  ( > 1 0 0 ~ g / m l )  



dénaturé et de l a  sonde rad ioac t i ve  u t i l i sée  dénaturée p a r  l a  chaleur 

(10 mn à 100°C, pu i s  5 mn 2 O°C) à une concentrat ion in fé r ieu re  ou 

égale  à 10 ng/ml. 

Le sac scel lé est incubé à 42OC pendant 16 H à 24 H sous 

légère ag i ta t ion.  

L a  membrane est a lo rs  lavée p a r  : 

- 2 fo is  100 ml de tampon NaCl 0,3 M, T r i s  HCI 0,06 M 
pH8, EDTA Na2 0,002 M à température ambiante sous ag i ta-  
t i on  constante pendant 5 mn. 

- 2 fo is  100 ml du même tampon addi t ionné de SDS à 0,5%, 
à 60°C sous légère ag i t a t i on  pendant 30 mn. 

- 2 fo is 100 ml de tampon T r i s  base 0,0[r3M à température 
ambiante sous ag i ta t ion  constante pendant 30 mn. 

L a  membrane est séchée, p u i s  mise au  contact d ' u n  f i l m  auto- 

rad iograph ique  Kodack X-Amat A L pendant 4 à 5 jours à -70°C. 
1 

13.4. REVBLAT l ON DU F l LM AUTORAD IOGRAPHI QUE 

Le développement s'effectue p a r  trempage d u  f i l m  dans un 

b a i n  de révé la teur  L X 24 pendant 5 mn. 

Après un  lavage de 30 secondes sous I 'eau courante, l a  f i xa -  

t i on  s'effectue p a r  trempage dans u n  b a i n  de f i xa teu r  AL pendant 2 à 
4 

4 mn, sous légère ag i t a t i on ,  de 5 secondes toutes les 30 secondes. 

Le f i  lm est r i n c é  à I 'eau courante pendant 5 mn, p u i s  séché. 

X I V  - HYBRIDATION SUR COLONIES 

Nous avons uti l isé  une technique d '  hyb r i da t i on  basée 

sur  cel les décr i tes p a r  GRUNSTEIN et HOGNESS (1975) et p a r  MASS (1983), 

rnodif iées p a r  BECHET et ALI (comrn. pers. ) . 

Cette techni que permet I ' hyb r i da t i on  d '  une sonde avec 

L'ADN total  d '  une colonie bactér ienne cu l t i vée  sur  une membrane. 



14.1 . PREPARAT l ON DE L A  MEMBRANE 

- La membrane "Gene Screen" adaptée à l a  dimension d ' u n e  

bo i te  de p é t r i  est lavée t r o i s  fo i s  1 mn dans  de l ' e a u  d i s t i l l é e  b o u i l -  

lan te ,  séchée e t  s té r i l i sée  30  rnn à 105OC. 

- Des spots à p a r t i r  des colonies à tester sont effectués 

s u r  cette membrane déposée s u r  u n  m i l i e u  r i c h e  TY gélosé contenu dans  

une bo i te  de p é t r i .  

- Une incuba t ion  à 30°C est effectuée j u s q u ' à  l ' o b t e n t i o n  de 

be l  les colonies s u r  l a  membrane ( 2  mm). 

- L a  membrane est p lacée dans une  bo i te  de p é t r i  en p y r e x  

contenant  du pap,ier Whatman 3M ( q u i  pe rmet t ra  l a  d i f f us ion  des d i f f é -  

r e n t s  tampons a u  t r a v e r s  des colonies) .  

- E l l e  est a l o r s  t r a i t é e  p a r  15 ml de  chaque tampon s u i v a n t  : 

. NaOH 0,5 N,NaCI 1,5M en c h a u f f a n t  p a r  de  l a  v a p e u r  
d ' e a u  bou i  l 1 an te  pendant  6 mn jusqu '  à absorp t ion  complète 
d u  tampon. , 

. NaOH 0,5 N,NaCI 1,5 M pendant  2 mn à température 
ambi a n  te  

. T r i s  HCI 1M pH7,4 pendant  8 mn à température ambiante.  

. Séchage sous v i d e  dans  u n  dessicateur  pendant  20 mn, 
j u s q u ' à  ce que les colonies prennent  un aspect désséché. 

. SSC 1M (NaCl 0,15 M, c i t r a t e  de sodium 0,015 M pH7) 
contenant  1 mg/ml de pro té inase K : incuba t ion  1 H à 37OC . , 

L a  membrane est a l o r s  lavée p a r  20 ml des so lu t ions  

su i van tes  : 

- Ethanol  à 25% : 1 f o i s  

- Chloroforme : 5 f o i s  

- NaCl 0,3 M : s imple  trempage pour  é l i m i n e r  les 
d é b r i s  ce1 I u l a i r e s .  

La membrane est ensu i te  séchée à température ambiante.  l 

14.2. HYBRIDATION ET REVELATION 

L e  protocole expér imenta l  est le  même que c e l u i  d é c r i t  



précedemment pour les hybridations issues d '  un transfert de gel selon 

la  technique décrite par N.E.N. 



R E S U L T A T S  



ILa tauthnique de t rans format ion  chez R.meli lot i  mise a u  p o i n t  

récemment .au Labora to i re  (COURTOIS, 1982) a été étudiée en p a r t i c u l i e r  s u r  

l a  souche M N 1 le-~al.-  Cette technique permet l e  t r a n s f e r t  d u  carac tère  
+ + + 

d ' a u x o t r o p h i e  I l e  Val ( I L V  ) à cette souche à une f réquence d ' a u  

moins 100  à 1000 fo i s  supér ieure  a u  t a u x  de révers ion .  

Les clones transformés obtenus sont morphologiquement d i f f é ren ts  de 

l a  souche auxotrophe d ' o r i g i n e .  

Nos t r a v a u x  se sont a l o r s  por tés s u r  l ' é t u d e  de ces c e l l u l e s  et 

s u r  l a  dé terminat ion  d 'éven tue l l es  modi f i ca t ions  survenues ap rès  ce 

t r a n s f e r t .  

1 .1 . Transformat ion  et fréquences 

La. souche récept r ice  R. rne l i lo t i  M N 1 l e - ~ a l a ~ r è s  a v o i r  été 
5 1 

amenée à l ' é t a t  de compétence est t ransformée p a r  a d d i t i o n  d'ADN donneur.  

Cet ADN est e x t r a i t  de l a  souche pro to t rophe réve r tan te  M5N1 ILV' p a r  

l a  méthode a u  phénol de MlURA (1967) e t  a p u  ê t r e  u t i l i s é  te l  quel  

ou ap rès  gel f i l t r a t i o n ,  ce qui permet I 'ob tent ion  de f ragments  longs 

b r i n s  séparés groksièrement des b r i n s  cour ts .  

Diverses t rans format ions  ont  a i n s i  été r é a l  isées. L a  fréquence 

op t ima le  obtenue lo rs  de l a  t rans fo rmat ion  p a r  de I  'ADN f i l t r é  a pu  

a t t e i n d r e  1,7. 1 0 - ~  après deux heures d ' i n c u b a t i o n  a lo rs  q u ' u n e  

f réquence maximale de 3,9. 1 0 - ~  a été obtenue l o r s  de l a  t rans fo rmat ion  

p a r  de I  'ADN b r u t .  

Ces fréquences rep r i ses  dans l e  Tab leau 3 sont nettement 

supér ieures  a u  t a u x  de réversioni ou  de muta t ion  spontanée pour  le  
Y + 

c a r a c t è i e  d t a u x o t r o p h i e  I l e  Val  i n f é r i e u r  a u  minimum & - 1 0 - ~  ( ca l cu lé  

à l ' a i d e  d ' u n  témoin) .  



Nombre de bactér ies  Fréquence de t ransformat ion 

p a r  ml maximale  obtenue 

Transformat ion u t  i l i s a n t  

I 'ADN f i l t r é  

Transformat ion u t i  l i sant  

I 'ADN b r u t  

TABLEAU 3 : ETUDE DE LA FREQUENCE DE TRANSFORMATION DE LA SOUCHE 
M5N,ll e - V a l - ~ ~  R.MELILOTI  SELON L E  CARACTERE D'AUXOTROPHIE 

C 

I LV+ 



1.2. Gékection des c'lones transformés. 

- L a  première sér ie de t ransformat ions effectuées avec de I 'ADN 

f i l t r é  nous a permis d ' ob ten i r  des clones donnant tous de très pet i tes 

colonies t ranslucides s u r  le  m i l i eu  minimum R Glc HB gélosé. 
1 

Ces clones repiqués sur  m i l i eu  r i c h e  RC manni té favor i san t  

l 'express ion du  caractère muqueux ont donné de très pet i tes colonies non - 
muqueuses, morphologiquement d i f férentes des colonies de l a  souche d ' o r i g i n e  

auxotrophe muqueuse s u r  ce m i l i eu  (Photos 1 et  2 ) .  I 
1 

Ces clones issus de t ro is  transformatSons successives ont été 

numérotés a r b i  t ra i rement.  : 

Clones 1,2,3,4 : issus d ' u n e  première t ransformat ion 

Clones 5 , 6 , 7  : issus d '  une deuxième transformat ion 

Clones 8 et 9 : issus d l  une troisième transformat ion 

- Nous avons a lors  effectué des t ransformat ions en u t i l i s a n t  l a  

solut ion d'ADN bru te  non f i l t r é e  après ext rac t ion.  

Nous avons a lors  sélectionné 14 clones donnant tous su r  m i l i eu  

RGlc HB de t rès pet i tes colonies t ranslucides mais donnant après isolement 1 
su r  m i l i eu  RC mannité soi t  : 

. de très pet i tes colonies : clone< A,B,C,D,E,F,G,I,M,N 
non muqueuses 

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

- tous ces clones r e p r i s  dans le  m i l i eu  de compétence et cu l t i vés  

à 30°C sous ag i ta t ion  ont  été examinés en microscopie optique. 

Nous avons p u  a lors  observer que leur morphologie é ta i t  

remarquablement modifiée p a r  rappor t  à l a  souche i n i t i a l e  a l l a n t  de 

peti tes ce l lu les  allongées, de ce1 Iu les ramif iées jusqu 'à  I  'obtent ion de 

"formes f i  lamenteuses" (Photo 3 ) .  

Cette ap t i tude  qlill-ont les ce l lu les  à se déformer d i spa ra i t  I 
l après rep iquage des clones en mi l i eu  complet RC a ins i  qu ' en  mi l i eu  de I 
l I 



PHOTO 1 : 

ASPECT DE L A  SOUCHE M5N1 

SUR M I L I E U  RC MANNITE 

A 1% 

PHOTO 2 : 

ASPECT D ' U N  CLONE TRANSFORME 

SUR M I L I E U  RC MANNITE A 1% 



PHOTO 3 : ASPECT DES CLONES TRANSFORMES CULTIVES 

EN M l  L I E U  DE COMPETENCE APRES L A  

SELECT I ON. 

a : C e l l u l e  n o r m a l e  

b : Cel l u l e  t r è s  a l  longée ( " f i  lamenteuse")  

c : C e l l u l e  b r a n c h é e  



compétence. i l  est cependant à noter que pour  les clones non muqueux, ce 

ca rac tè re  (non muqueux) reste s tab le  au  f u r  et à mesure des repiquages 

a lors  que les clones qui étaient  t rès muqueux lors de l a  sélect ion expriment 

moins ce caractère a u  cours des repiquages successifs. 

Ces grandes modi f icat ions morphologiques des ce l lu les  t rans- 

formées nous ont condui t  à poursu ivre  I  'é tude de ces clones a f i n  de 

savo i r  à quoi cela é t a i t  dû. 

1.3. Etude phys io log ique des clones transformés. 

1.3.1 Etude morphologique. 

Les d i f férents  clones transformés obtenus co r res~onden  t : 

- Pour l a  ma jo r i té  des cas à de pet i tes colonies non muqueuses sur  

m i l i eu  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 à des colonies muqueuses sur  ce même 

mi l ieu : clones H,J,K,L. 

Cependant ce caractère s 'expr ime moins b i en  au cours d u  temps pour  donner 

des colonies t rès peu muqueuses ( légèrement p l  us que les premières).  

Tous ces clones se développent normalement en mi l ieu RC et TY 

(m i l i eu  très r i che)  mais se développent assez lentement en mi l i eu  minimum 

Rglc HB1. 

Pour favor iser  les études u l tér ieures,  seuls les clones A non 

muqueux et J muqueux ont été sélectionnés parmi  ceux issus de l a  

dernière t ransformat ion.  



1.3.2. Etwide d u  carac tère  muqueux. 

Cette d i f fé rence de ca rac tè re  muqueux obtenue en m i l i eu  

RC g é l ~ s i é  mann i té  nous a condu i t  à ef fectuer  tou t  d ' a b o r d  u n  test r a p i d e .  

Le  b l e u  d ' a n i l i n e  formant  avec l a  l i a i s o n  p-g lucos id ique 

1 + 3, u n  complexe, condu i tà l  'ob tent ion  d ' u n e  co lo ra t i on  b l e u  n u i t ,  ce q u i  

permet de sélect ionner s u r  m i l i e u  gélosé contenant  ce composé, des mutants  

non muqueux de R.meli lot i .  

Nous avons testé s u r  ce m i l i e u  les clones t ransformés et 

v é r i f i é  que l a  souche auxot rophe donne une réac t ion  p o s i t i v e  b l e u  nu i t  

avec le  b l e u  d ' a n i l i n e  a i n s i  que les clones t ransformés légèrement muqueux 

(ex .  clone J )  a l o r s  que les clones t ransformés non muqueux (ex .  clone A )  

donnent une réac t i on  néga t i ve  soi t  aucune co lora t ion .  (Photo 4 ) .  

De même u n  dosage ef fectué lo rs  de précédents t r a v a u x  

(LEPREVOST, 1982) selon l a  méthode rsd ioch imique de COURTOIS et a l  (1982),  

nous a permis  de constater  que les ce l l u les  transformées synthét isent  beau- 

coup mains d 'exopo l  ysacchar i  des que l a  souche de dépar t .  

L ' i n f e c t i v i t é  des p l a n t u l e s  de luzerne é tant  l a  p r o p r i é t é  

c a r a c t é r i s t i q u e  de R me1 i l o t i ,  nous avons comparé les propr ié tés  infect ieuses 

des clones t ransformés 1,2,3,4,5,6,7,8,9, A et J à cel les de l a  souche 

d ' o r i g i n e .  Pour ce la ,  nous les avons inoculés à de j e u n e s - p l a n t u l e s  de 

luzerne aseptiques. 

L ' a p p a r i t i o n  des nodules s u r  l a  r a c i n e  des p l a n t u l e s  in fec-  

tées p a r  les clones transformés a été beaucoup p l  us t a r d i v e  comparat  ivement à 

l a  souche M N et n ' a  pas  été observée p o u r  l a  t o t a l i t é  des clones testés. 
5 1 

Ces r é s u l t a t s  sont r e p r i s  dans le  tab leau  4 .  l 

Le p l u p a r t  des clones testés ont  donc gardé leu r  p rop r ié té  I 

in fect ieuse,  b i e n  que  cel le-ci  so i t  t rès lente à a p p a r a i t r e  et que l a  - 

l 
f réquence de nodu la t i on  soi t  beaucoup p l u s  f a i b l e  que ce1 l e  obtenue p a r  l a  I 

l 

souche d ' o r i g i n e .  1 

l 



PHOTO 4 : CULTURE SUR M I L I E U  AU BLEU D ' A N I L I N E  DE L A  SOUCHE 

M N L le- V a  1 .-( 1 ) , DU CLONE TRANSFORME A ( 2 )  E T  DU 
5 1 

CLONE TRANSFORME J ( 3 ) .  



- -- 

CLONES TRANSFORMES 

Nodula t ion  +++ + ++ + + - ++ - + + + + 

TABLEAU 4 : TEST D'INFECTIVITE DES SOUCHES M 5 N l l l e - ~ a l È 1  

DES CLONES TRANSFORMES. 

+++ : Nodu la t ion  pos i t i on  à 100% 

++ : Nodu la t ion  p ~ s , i t i v e  < 100% mais  > 10% 

+ : Nodu la t ion  p o s i t i v e  < 10% 

- : Nodu la t ion  néga t i ve  



1.3.4. Typage phagique. 

\ I 
7 , - -  

L a  sensibi l i t é  à cer ta ins  phages détermi'néh étant  spéci f ique 

pour chaque espèce bactérienne, un  typage phagique a p u  ê t re  u t i l i s é  

comme test pour  prouver I  ' o r i g i n e  des clones trahsformés. 

Nous avons donc u t i l i s é  quelques phages spécif iques de l a  

souche M5N1 de R.meliloti sélectionnés à p a r t i r  de l a  col lect ion du  Labora- 

to i re  : y16 ,  y19, y 2 0  et v21.  

Ces résu l ta ts  sont r e p r i s  dans le Tableau 5. 

Nous avons a i ns i  observé une perte p l us  ou moins pa r t i e l  le  

de l a  sens ib i l i t é  aux  phages pour les clones transformés. I  I  est à noter 

que lorsque celle-ci est pos i t i ve  les p l  ages de lyse obtenue sont beaucoup 

p lus  pet i tes que ce1 les obtenues pour l a  souche parenta le .  

Toutes les t ransformat ions réal isées ont abouti  à l ' ob ten t ion  

des clones transformés ayant  sub i  d ' impor tantes modi f icat ions morphologiques, 

b io logiques et biochimiques. 

L 'express ion de ces caractères étant  l e  re f le t  de l ' i n f o rma t i on  

génétique, nous avons cherché à déterminer s i  des modi f icat ions d u  génome 

n ' é ta ient  pas apparues. 

II - MODIFICATIONS GENETIQUES SURVENUES LORS DE L A  TRANSFORMATION, 

2.1 . Etude d u  contenu pl'asrnidique. 

L 'é tude  bi-bl i og raph i  que des bactér ies du  genre Rhizobium montre 

que ces bactér ies sont caractérisées p a r  l a  présence de plasmides. L'espèce 

R.meliloti en p a r t i c u l i e r  est caractér isée p a r  l ' ex is tence  de grands plasmides. 

Nous avons a ins i  vou lu  comparer le  contenu plasmidique des 

clones transformés à celu i  de l a  souche d ' 'or ig ine.  

Nous avons donc a u  p réa lab le  effectué un  screening de ces 

clones p a r  l a  méthode d'électrophorèse p a r  lyse d i rec te  su r  gel d 'agarose,  



TEMI I N CLONES TRANSFORMES 

TABLEAU 5. : TEST DE SENSIBILITE AUX PHAGES v16,  y19 ,  v20 ,  v 2 1 ,  

POUR LA SOUCHE M5N1 lie-val- ET LES CLONES TRANSFORMES 

/ +++ : Sens ib i l i t e  donnant  une t rès  g rande  p l a g e  de l yse  

+ : Sens ib i l i t é  légèrement p o s i t i v e  donnant  une p e t i t e  p l a g e  de l yse  

- : Sens ib i l i té  néga t i ve  : aucune p l a g e  de l yse  



(ECKHARDT, 1978). Cette méthode permet p a r  m i g r a t  ion é lec t rophoré t ique 

de séparer  les bandes p lasmid iques  en fonc t i on  de l e u r  poids molécu la i re .  

Cette technique permet de v o i r  que  l a  souche M N I le-val -  de 
5 1 

R.mel i lot i  possède effect ivement deux p lasmides : u n  p lasmide géant ,  le  

mégaplasmide ( 1 0 0 0  Md) e t  u n  p lasmide moyen ( 9 0  Md) (CASSE et a l ,  1979). 

Les r é s u l t a t s  obtenus avec les clones transformés on t  condu i t  

à les séparer  en deux groupes ( T a b l e a u  6 ) 

- D ' u n e  p a r t  chez les clones t ransformés issus des t r o i s  

premières t ransformat ions (c lones 1 à 9 ) ,  nous n ' a v o n s  jamais p u  mettre en 

évidence de p lasmides q u ' i l  s ' a g i s s e  d u  mégaplasmide o u  d u  p lasmide moyen, 

(Photo 5 ) .  

- 

- D ' a u t r e  p a r t ,  en ce q u i  concerne les clones issus de l a  de rn iè re  

t rans fo rmat ion  (c lones A à N) ,  tous ont  présenté u n  p e t i t  p lasmide d ' e n v i r o n  

30 Md, beaucoup p l u s  p e t i t  que l e  p lasmide moyen (90 Md) ,  a l o r s  que tous 

semblent a v o i r  p e r d u  les p lasmides de l a  souche M N non transformée, 5 1 
(Photos 6 et 7 ) .  

I I  est à noter que des " t ra inées" d'ADN ont p u  ê t re  v isua l isées 

a u  cours des m ig ra t i ons  é lec t rophoré t  iques r é a l  isées à p a r t i r  des clones 

A,B,C,D,E,F,G, I  ,M,N cor respondant  a u x  clones non muqueux a l o r s  que ces 

" t r a i  nées'' sont tou jours  absentes pour  les clones H ,J ,K, L. 
- 

L a  souche M5N1 de R.meli lot i  a donc Sors de l a  t rans format ion  

soi t  p e r d u  son contenu p l a s m i d i q u e  totalement (clones 1 à 9) ou so i t  sub i  

de pro fonds remaniements de ces éléments extrachromosomiques (c lones A à N ) .  

Nous avons a lo rs  p o u r s u i v i  I  ' é tude  génét ique de ces clones transformés. 

Nous avons donc ef fectué I  ' e x t r a c t  i on  des p e t i t s  p l  asmides des 

clones A e t  J selon l a  technique de lyse  a l c a l i n e  (JOUANIN et a l ,  1981 ) ,  

ce q u i  nous a permis  de les é tud ie r  comparat ivement a u x  p lasmides de l a  

souche M5N1 de R.meli lot i  . 

2.2. Etude comparat ive  des p r o f i l s  de res t r i c t i on .  

Dans les cond i t ions  c lass iques ac tue l  les d ' e x t r a c t i o n ,  seul le  l 



Clones Présence d u  Présence d u  P i  asmi de  Présence d ' u n  p e t i t  . 
méqaol asmi de ( 1000 M d )  moven ( 9 0  M d )  plasmide ( 3 0  M d )  

Transformés 
1 , 2 , 3 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8 , 9  

Transformés 
A , B , C , D , E , F , G , H , I ,  
J ,K ,L ,M,N 

TABLEAU 6' : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE M5N1 1 l e - ~ a l -  

ET  DES CLONES TRANSFORMES. 



PHOTO 5 : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA  SOUCHE 

M5Nl 1 le,-Val-ET DES CLONES TRANSFORMES 1 à 9 

a : mégap lasm ide  

b : p l a s m i d e  moyen 



D E 
M N 

A B C  I ~ V '  

PHOTO 6 : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE L A  SOUCHE M5N1 I l e - V a l -  

( 1  : m é g a p l a s m i d e ,  2 : p l a s m i d e  moyen)  E T  DES CLONES 

TRANSFORMES A à F ( 3  : p e t i t  p l a s m i d e )  

l 
PHOTO 7 : ETUDE DU CONTENU PLASMI D IQUE DE L A  SOUCHE M5N, I l e-va I - - 

( 1  : m é g a p l a s m i d e ,  2 : p l a s m i d e  moyen)  ET DES CLONES 

TRANSFORMES G à M ( 3  : p e t i t  p l a s m i d e ) .  1 



p lasmide moyen de R-me l i l o t i  peu t  ê t r e  p réparé ,  l e  mégaplasmide est t rès  

d i f f i c i l e  à e x t r a i r e  é tan t  donné s a  t a i  l le. 

L ' a n a l y s e  comparat ive  des p e t i t s  p lasmides e x t r a i t s  à p a r t i r  

des clones t ransformés n ' a  donc p u  ê t re  poss ib le  q u ' a v e c  le  p lasmide moyen. 

Nous avons effectué d i f f é ren tes  d iges t ions  enzymat iques avec 

quelques endonucléases de r e s t r i c t i o n  décr i  tes pour  ne p r o d u i r e  s u r  l e  

p lasmide moyen de R. m e l i l o t i  q u ' u n  nombre de f ragments l 'm i té  (JOUANIN 

et a l ,  1982). 

C'est  a i n s i  que les p e t i t s  p lasmides des clones A et J a i n s i  que l e  

p lasmide moyen de l a  souche M N ILV-  ont  p u  ê t re  soumis à I  ' a c t i o n  des 
5 1 

endonucléases de r e s t r i c t i o n  Sma 1, Bam H I ,  X b a I ,  K p n I ,  Bgl  II et H i n d  ITI. 

Les p r o f i l s  de r e s t r i c t i o n  de ces p lasmides obtenus après  m i g r a t i o n  

é lec t rophoré t ique en gel d 'aga rose  ho r i zon ta l ,  o n t  p u  ê t r e  a lo rs  comparés. 

Les f ragments obtenus à p a r t i r  des pe t i t s  p lasmides sont totalement 

d i f f é ren ts  de ceux obtenus à p a r t i r  d u  p lasmide moyen. (Photos 8 e t  9 ) .  

Nous pouvons donc supposer que ces pe t i t s  p lasmides ne p rov ien -  

d r a i e n t  pas  d u  p lasmide moyen de l a  souche M N 1 l e - ~ d d e  R.meli lot i .  
5 1 

A f i n  de conf i rmer  c e l a  et d 'essayer  d ' é t a b l i r  l a  provenance de 

ces p e t i t s  p lasmides,  nous avons r é a l i s é  des expériences d ' h y b r i d a t i o n  

en t re  ces p e t i t s  p lasmides et I 'ADN de l a  souche d ' o r i g i n e .  

2.3. Recherche d 'homologie en t re  les p e t i t s  p lasmides des clones 
transforrnés e t  les p l  asmides de l a  souche d ' o r i g i n e .  

Nous avons effectué a l o r s  des expériences d ' h y b r i d a t i o n  avec de 

I 'ADN p lasmid ique  obtenu soi t  p a r  l yse  d i rec te  s u r  gel o u  soi t  pas  dépôt  

d u  p lasmide p u r i f i é ,  p u i s  m i g r a t i o n  é lec t rophoré t ique en gel d 'aga rose .  

Cet ADN est ensu i te  t rans fe ré  s u r  membrane "gene Screen" selon l a  

techni  que d u  SOUTHERN ( 1975) . 



PHOTO 8 : PROFILS DE RESTRICTION DES PLASMIDES DE : 

. L a  souche M5N1 ILv- ( p l a s m i d e  moyen)  d i g é r é  p a r  Sma I  ( D ) ,  
Barn H I  ( G ) ,  Xba I  ( J ) ,  K p n  l ( M )  

. Du c lone  t r ans fo rmé  A d i g é r é  par Sma I (E ) ,  Bam H I  (H), 
Xba I (KI, Kpn  I  ( N )  

. Du c lone  t r ans fo rmé  J d i g é r é  par Sma I ( F ) ,  Bam H I  ( l ) ,  
Xba  I ( L ) ,  Kpn  I ( 0 )  

TEMOINS : A ( p l a s m i d e  moyen ) ,  B ( p l a s m i d e  du c lone  A )  
C ( p l a s m i d e  d u  c lone  J )  

PHOTO 9 : PROFILS DE RESTRICTION DES PLASMIDES DE : 

. La souche M NI ILV-  ( p l a s m i d e  moyen)  d i g é r é  p a r  B g l  I  I ( D ) ,  
H i n d  I  I l  ( G ?  

. D u  c lone  t r ans fo rmé  A d i g é r é  p a r  Bg l  I I  ( E ) ,  H i n d  I  I  I  ( H )  

. D u  c lone t r a n s f o r m é  J d i g é r é  p a r  B g l  I I  ( F ) ,  H i n d  I I I  ( 1 )  

TEMOINS : A ( p l a s m i d e  moyen ) ,  B ( p l a s m i d e  du c lone  A )  
C ( p l a s m i d e  du c lone  J)  I 



2.3.1. Recherche d 'homologie avec l e  p lasmide moyen. 

Nous avons dans un premier  temps u t i  l  i sé  l e  p lasmide moyen 

p u r i f i é  comme sonde p o u r  les expér iences d ' h y b r i d a t i o n .  Celui-ci après  

a v o i r  été marqué rad ioac t ivement  à l ' a i d e  de 3 5 ~  ATP, a été mis e n  contact 

avec d i f fBrentes  membranes issues de t r a n s f e r t  des ge ls  à é tud ie r .  Les 

éventuel les h y b r i d a t i o n s  recherchées concernent uniquement dans ce cas 

les clones A à N, les au t res  ne  présentant  p a s  de bandes p lasmid iques.  

- Une première  expér ience a tenté d ' h y b r i d e r  ce p lasmide moyen 

avec les bandes p lasmid iques issues de l yse  d i rec te  s u r  gel des clones 

transformés A à M (Photos 10 et  11 ) .  

Nous avons a i n s i  observé une h y b r i d a t i o n  avec l e  témoin 

p o s i t i f  p lasmide moyen, issu  de l a  lyse d i r e c t e  de l a  souche M-N Ile'Val-, 
5 1 

mais aucune h y b r i d a t i o n  n ' a  été v i sua l i sée  avec les bandes p lasmid iques 

issues de l a  l yse  des t ransformés.  I I  semblera i t  donc que ces p e t i t s  p lasmides 

n ' a i e n t  aucune homologie avec l e  p lasmide moyen. 

- Une expérience d ' h y b r i d a t i o n  p l u s  préc ise  a été effectuée 

en essayant  d ' h y b r i d e r  ce p lasmide moyen marqué avec les f ragments  issus 

de l a  d iges t i on  p a r  I 'endonuc léase de r e s t r i c t i o n  Sma 1, des p e t i t s  p lasmides 

des clones A et J (Photo 12) .  

Une h y b r i d a t i o n  a été observée avec l e  témoin p o s i t i f  composé 

de l a  d iges t ion  d u  p lasmide moyen a i n s i  q u ' a v e c  le  p r o d u i t  de l a  d iges t ion  

de I  'ADN to ta l  de l a  souche M N l.le-V-al'par cet te même enzyme. Cependant, 
5 1 

aucune h y b r i d a t i o n  n ' a  été observée avecles f ragments issus de l a  d iges t ion  

enzymat ique des pe t i t s  p lasmides des clones A et J. 

Ces r é s u l t a t s  ont été conf irmés p a r  une a u t r e  manipu la t ion .  

Le p lasmide moyen n ' a  jamais  p u  h y b r i d e r  avec le p e t i t  p lasmide d u  clone 

t ransformé A, i ssu  soi t  de  lyse d i rec te  s u r  gel ou déposé après e x t r a c t i o n  

coupé ou non p a r  l 'enzyme Sma 1 (Photo 13). Le témoin p o s i t i f  const i tué  

dui p lasmide moyen lui-même coupé p a r  !-!enzyme Sma 1 ou obtenu p a r  lyse 

d i rec te  s u r  gel a présenté une h y b r i d a t i o n .  Une légère homologie avec le 

p lasmide de l a  souche 444 de R.rneli loti a été observée, ce q u i  a dé jà  été 

démontré en t re  d iverses souches de R.meli lot i  (JOUANIN et a l ,  1982). 



AUTORAD l OGRAPH lE 
( H y b r i d a t i o n  avec  l e  
p I asrn ide m y e n  m r q u é ) .  

ELECTROPKRESE 

PHOTO 1 0  : ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES 

DES CLONES TRANSFORMES A à F ( 3 )  ET  LE PLASMIDE MOYEN 

( 2 )  DE LA  SOUCHE M5N1 I f e - v a l -  . .- 
1 : mégaplasrn ide 

2 : p l a s m i d e  moyen 

3 : p e t i  t p l a s m i d e  



AUTORAD l OGRAPH l E 
( H y b r i d a t i o n  a v e c  
l e  p l a s m i d e  moyen 
marrqué 

PHOTO 1 1  : ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES 

DES CLONES TRANSFORMES G à M (3 )  ET L E  PLASMIDE 

MOYEN ( 2 )  DE L A  SOUCHE M5N, I le- \ /a l -  

1 : Mégap las rn ide  

2 : P l a s m i d e  moyen  

3 : P e t i t  p las rn r te  



AUTORADIOGRAPHIE 
( H y b r i d a t  i o n  avec 
l e  p l a s m i d e  moyen) 

ELECTROPHORE SE 

'PHOTO 12 : ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMiDES DES 

CLONES TRANSFORMES A et J ET LE PLASMIDE MOYEN DE 

L A  SOUCHE M5N1 I l e -va l -  

A : Plasmide moyen d i g é r é  p a r  Sma 1 

B : Pe t i t  p lasmide d u  c lone A non coupé 

C : Pe t i t  p lasmide d u  c lone A d i g é r é  p a r  Sma I  

D : Pet i t  p lasmide d u  c lone J d igé ré  p a r  Sma 1 

E : ADN to ta l  de l a  souche M5N , d i g é r é  p a r  Sma I  

F : ADN to ta l  de l a  souche 444 d i g é r é  p a r  Srna I  
( témoin n é g a t i f )  



AUTORADIOGRAPHIE 
( Hybi i i idahion avec  
l e  p l asm ide  moyen 
rna\rqué) . 

(PHOTO 13 : ETUDE DE L'HOMOLOGIE ENTRE L E  PET IT  PLASMI DE DU 1 

CLONE A ET L E  PLASMIDE MOYEN DE LA SOUCHE M5N, l l e - v a r  -. 
A : Souche 2009 ( l y s e  d i r e c t e )  : témoin n é g a t i f  

B : P e t i t  p l a s m i d e  d u  c l one  A 

C : P e t i t  p l a s m i d e  du c lone  A d i g é r é  p a r  Sma 1 

D : Souche M N I Lv- ( l y s e  d i r e c t e )  
5  1 

E : P lasm ide  moyen ( M  N )  d i g é r é  p a r  Sma I 
5 1 

F : Souche d1E .co l i  ( t émo in  n é g a t i f  : l y s e  d i r e c t e )  

G : Souche 444 ( témo in  n é g a t i f  : l y s e  d i r ec te )  

H : ADN t o t a l  de  l a  souche 444 d i g é r é  p a r  Sma 1 
( témo in  n é g a t i f )  



Ces p e t i t s  p lasmides contenus p a r  les clones t ransformés ne  

semblant p a s  p r o v e n i r  d u  p lasmide moyen de l a  souche d ' o r i g i n e ,  nous 

avons a l o r s  tenté de les u t i  l i se r  comme sonde pour  f a i r e  I ' expér ience inverse.  

2.3.2. Recherche d 'homologie ent re  les pe t i t s  p lasmides et 
l 'ADN de l a  souche d ' o r i g i n e .  

- L ' u t i l i s a t i o n  d u  p e t i t  plasmide d u  clone J comme sonde tout 

d ' a b o r d ,  ne  nous a donné aucune h y b r i d a t i o n  avec les bandes p lasmid iques 

issues de l a  lyse d i r e c t e  de l a  souche M N Il e-%l-, que ce so i t  avec le  
5 1 

mégap l  asmi de ou avec l e  p l  asmi de moyen. I I  a cependant été observé 

que ce p e t i t  p lasmide i s s u  d u  c lone J h y b r i d e  légèrement avec l e  p e t i t  

p lasmide d u  clone A, ce qui suggère l ' ex i s tence  d ' u n e  zône d 'homologie 

e n t r e  ces deux  p lasmides (Photo 14).  Aucune h y b r i d a t i o n  n ' a  eu l i e u  avec les 

témoins néga t i f s .  

- Cette expér ience a été mise en oeuvre avec I  ' u t i l i s a t i o n  d u  
1 

p e t i t  p lasmide du t rans formé A comme sonde. Les mêmes r é s u l t a t s  on t  été 

obtenus, so i t  aucune h y b r i d a t i o n  avec les bandes correspondant a u  p l  asmide 

l moyen et a u  mégaplasmide issu  de l a  lyse d i r e c t e  de l a  souche M N lie-Val'. 5 1 
Une légère homologie a été re t rouvée ent re  les p e t i t s  p lasmides des ciones 

A e t  J (Photo 15). 

- Des h y b r i d a t i o n s  avec les f ragments  p lasmid iques issus 

de l a  d iges t i on  p a r  I  'endonucléase Sma 1 ont  a l o r s  été réal isées.  
, 

L a  photo 16 nous montre que I  ' h y b r i d a t i o n  a eu l i e u  : 

. en t re  l e  p lasmide d u  clone J marqué et les f ragments  

O Menus ap rès  l a  d iges t i on  enzymat ique de ce p lasmide (témoin p o s i t i f ) .  

. avec quelques f ragments  issus  de l a  d iges t i on  d u  p e t i t  

p lasmide d u  t ransformé A. 

Cel a conf i rme I 'ex is tence de séquences homologues e n t r e  ces 

deux p l  asmi des. 

. Aucune h y b r i d a t i o n  n ' a  été obtenue avec les f ragments  

d 'ADN issus de l a  d iges t i on  d u  p lasmide moyen de l a  souche M N I le-val-,ni 
5 1 



AUTORAD l OGRAPH 1 E  
( H y b r i d a t i o n  avec l e  p e t i t  
p l a s m i d e  d u  c l o n e  J )  
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PHOTO 14 : RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE LES PETITS PLASMIDES 

DES CLONES A e t  J  e t  L 'ADN DE L A  SOUCHE M5Nl I l  e ~ a l -  

A  : Trans fo rmé J ( l y s e  d i r e c t e )  

B : P e t i t  p l a s m i d e  du c lone  J ( p u r i f i é )  

C  : Souche M5N1 ILV- ( l y s e  d i r e c t e )  

E  : Souche 444 ( l y s e  d i r e c t e )  : témoin n é g a t i f  

F : Souche 2009 ( l y s e  d i r e c t e )  : témoin n é g a t i f  

G : Clone A  ( l y s e  d i r e c t e )  

H : P e t i t  p l a s m i d e  du c lone  A ( p u r i f i é )  

D  : P lasm ide  moyen de  l a  souche M N  ( p u r i f i é )  5  1 



AUTORAD l OGRAPH l E 
( H y b r i d a t i o n  avec 
p lasmide du clone 

ELECTROPHORESE 

l e  p e t i t  
A)  

PHOTO 15 : RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE LES PET1 TS PLASM l DES , 
DES TRANSFORMES A et J ET L'ADN DE LA SOUCHE 

M5N1 
I le-val -  ( l yse  d i rec te ) .  

A : Souche M5N1 ILV- ( l y s e  d i rec te )  

6 : Clone A ( l y s e  d i rec te )  

C : Clone J ( l y s e  d i rec te )  

D : Souche 444 ( l y s e  d i rec te )  

E : Souche 2009 ( l y s e  d i rec te )  



@ 
LI1 

AUTORADIOGRAPHIE 
( H y b r i d a t i o n  avec l e  p e t i t  
p l a s m i d e  du c lone  J m a r q u é )  

- 

ELECTROPHORESE 

PHOTO 16 : RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE L E  PET IT  PLASMIDE 

DU CLONE J ET L ' A D N  DE LA SOUCHE M5N1 I le-val- l 

A  : P lasm ide  moyen d i g é r é  p a r  Sma I 

B : P e t i t  p l a s m i d e  d u  c l one  A  d i g é r é  p a r  Sma 1 l 

C  : P e t i t  p l a s m i d e  d u  c l one  J d i g é r é  p a r  Sma I  

D  : ADN t o t a l  d e  l a  souche M5N1 d i g é r é  p a r  Sma I 
1 

Ei : ADN t o t a l  de  l a  souche 444 d i g é r é  p a r  Sma 1 



avec I  'ADN to ta l  de  cet te même souche d igé ré  p a r  I  'enzyme Sma L. 

- Cette expér ience a été de même réa l isée avec l e  p e t i t  

p lasmide du clone A comme sonde. 

L ' h y b r i d a t i o n  a été réa l isée en t re  ce p e t i t  p lasmide e t  

l e  p rodu i t  de  l a  l yse  d i rec te  s u r  gel de l a  souche M N Ile-val- mune ne 
5 1 

h y b r i d a t i o n  n 'es t  observée, n i  avec l e  p lasmide moyen, ni avec le  méga- 

plasmide, ma is  nous pouvons observer  u n  marquage a u  n i v e a u  d u  dépôt 

de  cette l yse ,  (Photo 17) .  

Cette h y b r i d a t i o n  p rouve  que  l e  p e t i t  pl  asmi de cor respond 

b,ien à u n  f ragment d u  génome to ta l  de l a  bac té r ie  d ' o r i g i n e .  

Aucune h y b r i d a t i o n  n ' a  donc p u  ê t re  v i sua l i sée  en t re  ces 

p e t i t s  p lasmides des clones t ransformés et les plasmides e x i s t a n t s  chez l a  

souche i n i t i a l e .  

I I  nous f a u t  à présent ,  pouvo i r  conf i rmer que ces clones 

sont b ien  i ssus  de l a  souche M N I l e - & J r a p r è s  t rans format ion  et que leu rs  
5 1 

p e t i t s  p lasmides p û ~ ~ v i e n n e n t  b i e n  d '  u n  (ou de p lus ieu rs )  segments d u  génome 

de cette bac tér ie .  

D ' a u t r e  p a r t ,  pou r  tous les clones transformés obtenus, l a  

d i s p a r i t i o n  des p lasmides indigènes de l a  souche M N (p lasmide moyen e t  5 1 
mégaplasmide) a été observée. I  I  nous f a u t  donc tenter de déterminer  s i  ces 

plasmides o r i g i n a u x  on t  totalement ' d i s p a r u s  des ce1 Iu les  ou s '  i l s  ont  été 

in tégrés d a n s  l e  génome chez les clones transformés. 

2.4. H y b r i d a t i o n  s u r  colonies. 

2.4.1 . Recherche d u  p l  asmi de moyen chez les clones transformés. 

Des expériences u t  i l  i san t  comme sonde le p l  asmide moyen marqué 

on t  tenté de v i s u a l i s e r  une h y b r i d a t i o n  avec l 'ADN to ta l  i ssu  des colonies 

CU l  t  i vées p u i s  l  ysées s u r  membranes "gene screen" . 

Cette expér ience a été réa l i sée  e n  h y b r i d a n t  ce p lasmide moyen 

marqué avec I  'ADN to ta l  issu. de l a  l yse  des colonies des clones t ransformés 

1,2,3,4,5,6,7, A et J. 



AUTORAD I OGRAPH 1 E 
( H y b r i d a t i o n  avec  
p l a s m i d e  d u  c l o n e  
m a r q u é )  
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p e t i t  

PHOTO 17 : RECHERCHE D'HOMOLOGIE ENTRE LE  PET IT  PLASMIDE DU 

CLONE A ET LIADN DE L A  SOUCHE M5N1 lie-val- 

A : Souche MSN1 ILV- ( l y s e  d i r e c t e )  

B : Clone A  ( l y s e  d i r e c t e )  

C  : P e t i t  p l a s m i d e  du c lone  A p u r i f i é  

D  : P e t i t  p l a s m i d e  d u  c l one  A  d i g é r é  p a r  Sma I  

E : Clone J ( l y s e  d i r e c t e )  

F : Souche E.coli ( t émo in  n é g a t i f )  

G  :Souche 2009 ( t émo in  n é g a t i f )  



Le  résu l ta t  a été pos i t i f  au tan t  avec l e  témoin const i tué de 

l a  souche M N 1 !e?aI-el le-même, qu 'avec  les clones transformés testés. 5 1  - .  

Le témoin négat i f  const i tué de l a  colonie dtE.col i  CNCM 7 6 2 4  

n ' a  montré aucune h y b r i d a t i o n  (Phto 18). 

Le  plasmide moyen est donc présent chez les clones transformés, 

b i en  q u ' i l  n ' a i t  pu ê t re  v i sua l i sé  sous l a  forme extrachromosomique. 

2.4.2. Recherche de l ' o r i g i n e  des pe t i t s  plasmides. 

- L ' u t i l i s a t i o n  du  pe t i t  p lasmide d u  clone A comme sonde tout  

d 'abord ,  a toujours montré une for te h y b r i d a t i o n  avec les colonies issues 

d u  transformé A et d u  transformé J. 

Une Ikgère homologie a été observée avec l a  colonie de l a  

souche M NIle-val-,mais t rop légère pour  a f f i rmer  que l ' h y b r i d a t i o n  so i t  
5 1 

pos i t i ve  (Photo 19) .  

- Cette expérience réal isée avec l e  pe t i t  plasmide d u  clone J 

a montré de même une h y b r i d a t i o n  avec les colonies des clones A et J et  une 

p l u s  for te  hyb r i da t i on  avec l a  colonie de l a  souche M N I l e -va l -  que ne 
5 1 

l ' a v a i t  montré le  pet i t  p lasmide du  clone A, b ien que celle-ci reste r e l a t i -  

vement f a i b l e  (Photo 2 0 ) .  

De nombreuses modi f icat ions d ' o r d r e  morphologique, b iochimique 

et génétique ayan t  p r i s  p lace lors de l a  t ransformat ion génétique, i l  nous 

a semblé intéressant d ' é tud ie r  les propr iétés infectieuses de ces clones. 

11 1 - ETUDE D E S  C L O N E S  I S O L E S  DE N O D U L E S  R A C I N A I R E S  D E  P L A N T U L E S  

DE L U Z E R N E  I N F E C T E E S  PAR D E S  C E L L U L E S  T R A N S F O R M E E S ,  

Nous avons tenté d ' e x t r a i r e  et de c u l t i v e r  les bactéries contenues 

dans les nodules apparus su r  les p lantu les  infectées pa r  les clones t rans-  

formés. 



AUTORAD l OGRAPH l E 
( H y b r i d a t i o n  a v e c  l e  
pl a s m i  d e  moyen 

- L m a r q u é )  

COLONIES CULTl  
MEMBRANE GENE 

VEES SUR 
SCREEN 

PHOTO 18 : RECHERCHE DU PLASMIDE MOYEN CHEZ LES CLONES 

TRANSFORMES 1 (11, 2 (21, 3 (31,  4 ( 4 ) ,  5 ( 5 ) ,  

6 (61, 7 ('71, A (81,  J (91, PAR HYBRIDATION SUR 

COLONIES AVEC L E  PLASMIDE MOYEN ISSU DE L A  SOUCHE 

M5N1 I l e - v a l -  ( 1 0 )  

TEMOl N NEGATl F : SOUCHE E.COLI CNCM 7624 ( 1  1 ) 



,AUTORAD I OGRAPH I E 
( H y b r i d a t i o n  avec l e  p e t i t  
p l a s m i d e  du c lone  A 
marqué )  

, COLON l ES CULT l VEES 
SUR MEMBRANE GENE 

PHOTO 19 : RECHERCHE DE L 'ORIGINE DU PET IT  PLASMIDE DU CLONE 

A PAR HYBRIDATION SUR COLONIES AVEC L A  SOUCHE 
l 

M5N1 
ILV- ( 1 )  ET LES CLONES A ( 2 )  e t  J ( 3 )  

TEMOIN NEGATIF : SOUCHE D'E.COLI CNCM 7624 ( 4 )  



PHOTO 2 0  : RECHERCHE DE L ' O R I G I N E  DU P E T I T  PLASMIDE DU 

CLONE J PAR HYBRIDATION SUR COLONIES AVEC LA 

SOUCHE M5N I LV- ( 1  ) ET LES CLONES A ( 2 )  et 
1 

J ( 3 ) .  

TEMOIN NEGATIF : SOUCHE D I E - C O L I  CNCM ( 4 )  



- 
Après ex t rac t ion  en mi l i e u  hyper ton ique , p u i s  cu l tu re  en mi l i eu  

r iche,  peu de bactér ies issues de.ces nodules ont p u  se mu l t i p l i e r .  Seuls 

les clones issus des nodules p rodu i t s  p a r  les transformés 6,8,9 et J ont 

p u  ê t re  cu l t i vés  (Tableau 7 ) .  

3.1. Etude morphologique. 

Après isolement s u r  mi l ieu RC mannité gélosé, nous avons 

constaté que tous ces clones isolés des nodules donnaient su r  ce mi l ieu de 

très grosses colonies muqueuses ident iques à ce1 les de l a  bac té r ie  auxotrophe 

d ' o r i g i ne .  

Ces bactér ies cependant su r  m i l i eu  RGlc HB, sont restées pro- 
+ + 

totrophes pour  leur caractère de sélection I le Val ,damnantde p e t i t e s  colonies. 

Ces clones transformés ont donc subi de nouvel les modi f icat ions 

après passage sur  p lante .  Nous avons a lo rs  analysé p lus  p ro f  ondément ces 

clones issus des nodules. 

3.2. Etude- de leu r  contenu plasmidique. 

NOUS avons tout d ' a b o r d  effectué une électrophorèse p a r  lyse 

d i rec te  en gel d 'agarose des clones ayan t  p u  ê t re  réisolés de ces nodules. 

Non seulement ces clones après passage sur  p lan te  semblent 

avo i r  réacquis  les caractères morphologiques de l a  souche d ' o r i g i ne ,  

(caractère  muqueux), mais de p lus ,  i l s  semblent aussi  avo i r  acquis leur  

contenu plasmidique i n i t i a l ,  so i t  l a  présence du  mégaplasmide et du  plasmide 

moyen, le clone J semblant de p lus  a v o i r  perdu son pet i t  p lasmide ( Photo 21). 

Tous ces résu l ta ts  sont rhsumés dans l e  Tableau 8 

et nous remarquons que l e  p r o f i l  électrophorétique d u  contenu plasmidique 

de ces clones après passage s u r  p lante  est le même que celu i  de l a  souche 

auxotrophe parenta le  M N ILV-. 5 1 

3.3'. Typage phagique. 

Nous avons a lors  cornpar& l a  sensi b i  l i té aux phages des clones 
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PHOTO 21 : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DES CLONES TRANSFORMES 

6,8,9 e t  J ISOLES DES NODULES, PAR LYSE DIRECTE 

A : Souche M5N, Ile; v a l -  

B :Clone A 

C : Clone  J 

D : Clone  J i so l é  d 'un n o d u l e  

E : C lone  J i so l é  d 'un n o d u l e  

F : Clone  6 i so lé  d ' u n  n o d u l e  

G : Clone  8 i so lé  d ' u n  n o d u l e  

H : c l o n e  9 i so lé  d 'un  n o d u l e  

ET ETUDE DE L'HOMOLOGIE DES PLASMI DES ACQUIS PAR LES 

TRANSFORMES APRES PASSAGE SUR PLANTE AVEC LE  PLASMIDE 

MOYEN MARQUE 

TEMOJN NEGATI F : SOUCHE 444 ( 1 ) 



TEMO l N CLONES TRANSFORMES CLONES ISSUS DES NODULES 
PRODU I TS PAR LES TRANSFORMES 

M5N1 1 le-V@l- 6 8 9 J b 
l 

Nod 6 Nod 8 Nod 9 Nod J 

Présence du 
mégap l  asmide 

Présence du + - - - - + + + + 
p l a s m i d e  moyen 

Présence du 
p e t i t  p l a s m i d e  

TABLEAU 8 : ETUDE DU C ~ N T E N U  PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE M ~ N ,  I le -va l -  

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



e x t r a i t s  des nodules p a r  r appo r t  ' aux  clones transformés eux-mêmes a ins i  

q u ' à  l a  souche auxotrophe i n i t i a l e  sensible, a f i n  de vo i r  s i  les clones 

après passage su r  p lan te  ont réacquis  d 'au t res  caractères de l à  souche 

parenta le .  

Les résu l ta ts  schématisés dans l e  Tableau 9 ,  nous 

montrent que les clones issus des nodules infectés p a r  les ce l lu les  t rans- 

formées ont réacquis  l a  même sens ib i l i t é  aux phages que l a  souche auxotrophe. 

3.4. Recherche d'homologie ent re  les plasmides réacquis après 
nodula t ion et les plasmides de l a  souche i n i t i a l e .  

Comme après passage sur  p l  ante, les clones transformés semblent 

a v o i r  réacquis les caractères d ' o r i g i n e  de l a  souche auxotrophe a ins i  que 

son contenu plasmidique, nous avons vou lu  v é r i f i e r  si les plasmides réap-  

parus  ou tout a u  moins s i  le  plasmide moyen prdsent est b ien  homologue à 

ce lu i  de l a  souche de départ .  Cette vé r i f i ca t ion  n ' a  pu  être effectuée avec 

le mégaplasmide, toujours à cause de l a  d i f f i c u l t é  de son extract ion.  

Une expérience d ' h y b r i d a t i o n  u t i  l i san t  le plasmide moyen comme 

sonde nous a permis de v é r i f i e r  que celu i -c i  h y b r i d e  effectivement avec les 

plasmides moyens réapparus après passage sur  p l an te  chez les clones t rans-  

formés (Photo 21 ) . 

Le p l  asmide moyen réacquis après nodul  at ion est donc homologue 

à ce lu i  de l a  souche auxotrophe d ' o r i g i ne .  

3.5. Ef fet  d 'exudats  r ac i na i r es  su r  les clones transformés. 

Certa ins auteurs on t  observé que l a  présence d 'exudats  r ac i na i r es  

de l a  p lante  st imulent  l a  synthèse de polysacchar ides et développent les 

récepteurs biochimiques spécif iques de l a  lect ine (BHAGWAT ET THOMAS, 1983; 

OLIVARES et a1,1984). 

D 'aut res ont suggéré que I 'expression de ces caractères est 

l iée à un  potent ie l  génétique q u i  s 'expr ime selon les condi t ions environne- 

mentales (BHUWANESWAR I et BAUER, 1979). 



TEMOl N CLONES TRANSFORMES CLONES ISSUS DES NODULES 
PRODUITS, PAR LES, TRANSFORME5 

1 
1 le-val- 6 8 9 J 

Nod 6 Nod 8 Nod 9 Nod J 

TABLEAU 9 : TEST DE SENSIBILITE AUX PHAGES 9 1 6 ,  q19 ,  (920, 9 2 1 ,  POUR LA 

SOUCHE M5N1 ILV-, LES CLONES TRANSFORMES 6 ,8 ,9  et J ET LES 

CLONES ISSUS DE LEURS NODULES. 



Nous avons a lors  tenté &'expér ience de s u i v r e  I  'e f fet  d 'exuda ts  

rac ina i res  de p lantu les  de luzerne su r  les clones transformés. 

Les, résuiltats ont été négat i fs ,  l e  mi l ieu de Nicol et Thorton 

ayant l e  même: effet d 'exacerber l a  synthèse de polysaccharides. 

Un examen d u  contenu p lasmid ique des clones après act ion des 

jus  rac ina i res  n ' a  de p l us  donné aucune modi f icat ion.  



D I S C U S S I O N  

C O N C L U S I O N  



Une technique de t ransformat ion mise au  po in t  au Laborato i re  

chez R. mel i lo t i  (COURTOIS, 1982), appl iquée à l a  souche M N 
5 1 

I le-val- nous a permis de t ransférer  ce caractère d '  auxotrophie 
+ + 

I l e  Val au  moyen d'ADN e x t r a i t  de l a  souche prototrophe M N 
+ + 5 1 

I le Val . Cet ADN est soit  p u r i f i é  p a r  gel  f i l t r a t i o n ,  donnant une 

fréquence optimale de t rans fe r t  de 1,7. , soi t  u t i l i s é  tel quel 
-5 

donnant a lors  une fréquence maximale de 3,9. 10 . 

Les ce1 Iu les  obtenues à p a r t i r  des clones prototrophes après 

ces transformations ont perdu  leur caractère muqueux sur  m i l i eu  RC 

gélosé mannité et se déforment après leu r  isolement, en mi l i eu  de compétence. 

Ces clones semblant a ins i  morphologiquement d i f férents  de l a  

souche auxotrophe d ' o r i g i ne ,  ont a lors  f a i t  l ' ob je t  d ' u n e  étude compa- 

r a t i ve  p l us  précise. 

I - MOD l F l CAT l ONS PHENOTYP l QUES DES CLONES 
TRANSFORMES 

L 'étude comparati  ve des caractères portés pa r  ces 

ce1 l u les transformées a révélé de nombreuses modif i ca t  ions des caractères 

p r i nc i paux  de l a  souche auxotrophe de dépar t  ( Tableau 10). 

Nous avons a i ns i  p u  observer dans le  cas général 

l a  perte d u  caractère  muqueux en mi l i eu  gélosé manni té a ins i  que sur  

le m i l i eu  au  b leu  d ' a n i l i n e  et p a r  dosage des exopolysaccharides. 

A f i n  de conf i rmer que ces clones sont b i en  issus des 

bactéries du  genre Rhizobium et de contrôler  leur propr ié té  infect ieuse 

caractér is t ique de ce genre, I ' inocu la t ion a de jeunes p lantu les  de luzerne, 

nous a révélé une perte importance de leu r  apt i tude à noduler, l a  

fréquence de nodula t ion étant  p l us  f a i b l e  vo i r  nu l  l e  et 1 ' appa r i t i on  des 

nodules p l  us ta rd ive .  

Cela n 'es t  en f a i t  pas surprenant  é tant  donné les 

modi f icat ions qu i  semblent ê t re  survenues au  n i  veau des composés 
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de surface de ces bactér ies,  les polysacchar ides étant  décr i t s  comme 

ayan t  un rô l e  p r imo rd ia l  dans l a  reconnaissance de l a  p lante .  

D 'au t res  caractères semblent avo i r  été part ie l lement 

perdus te l le  l a  sens ib i l i t é  aux  phages. 

Les récepteurs phagiques sembleraient selon cer ta ins  

auteurs ê t re  de na tu re  l ipo lysacchar id iques (LINDBERG, 1977). 

L a  sens ib i l i t é  aux phages semble ê t re  p l u s  f a i b l e  chez les cel lu les 

produisant  des exopol ysaccharides tel R.mel i loti (BARNET et HUMPHREY, 
1 

1975). 

I I  est a lo rs  possible que les clones transformés aient  subi  

des modi f icat ions d J  une p a r t  au n i  veau de leurs exopol ysaccharides (EPS) 

et d ' a u t r e  p a r t ,  au  n iveau  de leurs  l ipopolysaccharides (LPS) ca r  i l s  

devra ient  ê t re  au  moins autant  s inon p lus  sensibles aux phages que 

l a  souche M5N1 I le-val-. l 

1 

L 'express ion des caractères étant  le  re f le t  d u  potentiel  

génétique de l a  bactér ie,  une étude génétique p l us  précise a alors 

été réal isée. En ef fet ,  les bactéries du  genre Rhizobium sont caractér isés 

p a r  l a  présence de plasmides et ceux-ci portent  cer ta ins  gènes impl iqués 
1 

dans l a  symbiose. Un screening d u  contenu plasmidique des clones 

transformés a a lors  été réal isé.  

I I  - MOD l F l CAT l ONS GENET l QUES DES CLONES TRANSFORMES. 

2.1. Contenu plasmidique. 

L'examen du  contenu p l  asmi d i  que après électrophorèse 

p a r  lyse d i rec te  des ce l lu les  sur  gel d 'agarose a révélé deux cas 

d is t inc ts  (Tableau 1 1 )  : I 

- D'une p a r t ,  les clones ayan t  reçu l 'ADN f i l t r é  n ' o n t  

pas révélé l  a présence d'éléments extrachromosomi ques , les p l  asmi des 

d ' o r i g i n e  n ' a y a n t  p u  ê t re  v isual isés.  l 



- D ' a u t r e  pa r t ,  les clones a y a n t  reçu  I  'ADN b r u t  o n t  

présenté un p e t i t  p lasmide,  mais  semble a v o i r  p e r d u  tout  comme les 

aut res  clones, les p lasmides d ' o r i g i n e .  

1 TEMO l N TRANSFORMES 
t 

M5N1 I l e -va l -  
C lones 
l à  9 - 

C 1 on  es 
A à N  

d u  mégaplasmide + 
PRESENCE A 

1 L1ELECTRO- 
d u  p lasmide moyen + 

PHORESE d ' u n  p e t i t  p lasmide A 

TABLEAU 1 1  : ETUDE DU CONTENU PLASMIDIQUE DE LA SOUCHE 

M5N1 I le-val -  ET DES TRANSFORMES 

L a  d i s p a r i t i o n  d u  p lasmide moyen et d u  mégaplasmide 

semble ê t r e  survenue après  t rans format ion  b i e n  q u '  i l so i t  toujours 

possib le d ' e n v i s a g e r  l e  cas où ces p lasmides sera ien t  présents,  ma is  sous 

forme q u i  ne p o u r r a i t  ê t r e  v i sua l i sée  p a r  les procédés techniques 

u t i l i sés .  

Cependant,  i l semble in téressant  de r e l  i e r  cette 

absence apparente d e  p lasmides a u x  modi f i ca t ions  survenues chez 

les clones transformés en p a r t i c u l i e r  l a  pe r te  d u  ca rac tè re  muqueux e t  

de l a  sens ib i  l i t 6  a u x  phages, caractères'  q u i  d ' a i l  leurs ,  selon c e r t a i n s  

auteurs,  sera ient  loca l  isés s u r  les p lasmides (PALOMARES et a l ,  1978; 

CORRAL et a l ,  1978) . 

On p o u r r a i t  exp l  i q u e r  cet te d i s p a r i  t i o n  éventuel l e  

p a r  l ' i n t e r v e n t i o n  de nucléases q u i  se sera ien t  manifestées a u  cours  

d u  processus de t rans format ion .  On peut env i sager  a i  n s i  l a  possi b i  l i té 

d' une i n t é g r a t i o n  de ces éléments extrachromosomiques a u  se in  d u  

chromosome. 



Nous pouvons de toute évidence, remarquer  que le  . 

processus de t rans fo rmat ion  chez R.meli l o t i  a i n d u i t  de pro fonds 

remaniements d u  génome. Ce la  n 'es t  d ' a i l l e u r s  p a s  u n  f a i t  except ionnel ,  

c a r  chez de nombreuses espèces de Rhizobium, I ' i n s t a b i l i t é  p l  asmidique 

a été fréquemment observée. 

L e  génome de R.japonicum semble l u i  aussi  ê t r e  capab le  

de s u b i r  des réo rgan isa t i ons  spontanées de ses composés p l  asmidiques 

ou chromosomiques (BERRY et  ATHERLY, 1984). Ces au teu rs  ont  de  p l u s  

observé que l a  t rans fo rmat ion  de sphéroplastes de cet te bac té r ie  p a r  des 

p lasmides d u  groupe P, te ls  l e  RP1 et l e  RP4, i n d u i t  de nombreux 

réarrangements génomiques chez cet te bac tér ie .  Cette souche q u i  possède 

u n  g r a n d  p lasmide a pu ê t r e  transformée p a r  l e  RP Ceci a condu i t  à 1 ' 
l a  t ranspos i t i on  d'ADN chromosomique d a n s  le  g r a n d  p l  asmide ind igène,  

a i n s i  q u %  l ' i n t é g r a t i o n  d u  p lasmide R dans  le  chromosome ou l e  p lasmide 

endogène. 

Pour  toutes les t rans format ions  effectuées, i l  semble 

que ce so i t  tou jours  une sect ion s i m i l a i r e  de l 'ADN chromosomique q u i  

soi t impl  i quée dans tous les réarrangements génomiques observés chez les 

t ransformés p a r  RP1 e t  RP4 . 

Des réarrangements p l  asmi d iques ont  été de même observés 

p a r  CANTRELL et a l  (1982) chez R. japonicum p a r  I 'ob tent ion  de mutants  

spontanés non réve rs ib les  ~ u p -  ( H ~ d r o g e n  Uptake) q u i  on t  acqu is  deux 

p lasmides non d iscernab les  chez l a  souche parenta le .  Selon ces auteurs ,  

ces deux p l  asmides sera ien t  so i t  issus d u  ' réarrangement d ' u n  mégap l as- 

mi de jamais  encore v i s u a l  isé, en  deux p e t i t s  p lasmides ou soi t  générés à 

p a r t i r  d u  chromosome. 

L ' é t u d e  de l a  s t a b i l i t é  p lasmid ique  a été de même 

effectuée p a r  DJORDJEV l C et a l  (1 982) chez R . t r i f o l i  i . Après t r a n s f e r t  

d ' u n  p lasmide c o n j u g a t i f  codant  p o u r  l a  nodu la t i on  d u  po is  à R . t r i f o l i i ,  
I + + 

les t ranscon jugants  Nod F i x  à l a  fo i s  p o u r  l'e po is  et le t r è f l e  on t  l 

sub i  des passages répétés s u r  les deux p lan tes .  Une i n s t a b i l i t é  a été 

notée s u r  l a  capac i té  de ces h y b r i d e s  à former des nodules e f f i c i en ts  
l 



sur  toutes les p l  antes testées. 

Dans cer ta ins  cas, ce changement phénotypique a été a t t r i b u é  à une 

modi f icat ion d u  contenu p l  asmidique. 

Des phénomènes de ce type ont  déjà été observés a u  

Laborato i re  chez R.meli l o t i .  En effet,  ALI (1982) en é tud ian t  des réver tants  

prototi-ophes issus de mutants auxotrophes obtenus p a r  t ransposi t ion 

p a r  le  Tn5 a observé que ces réver tants  ava ient  subi des réarrangernents 

plasmidiques. I  I a obtenu en effet,  des réver tants  présentant  deux 

plasmides moyens de t a i l l e  d i f fé rente  de ce l le  d u  plasmide indigène de 

l a souche sauvage et des mutants auxotrophes correspondants. 

De même MAOUI et a l  ( i n  press.) en essayant de 
+ 

t ransfèrer  l e  phénotype F i  x pa r  mobi l i sa t ion  d u  rnégapl asrnide d '  une 

souche de R.meli lot i  201 1/RP4 vers u n  mutant de l a  souche R.meliloti M5N1 

F i x -  ont obtenu I 'exc lus ion du plasmide moyen de cette souche, suggérant  une 

incompat ib i l i té  , avec le  p Sym de l a  première souche. 

L a  souche M5N1 I le-val-  de R.meliloti ayan t  subi de , 

profonds réarrangements génomiques, i l  nous a a lors  fa1 l u  essayer d ' une 

p a r t  de déterminer le deveni r  des plasmides d ' o r i g i n e  chez les clones 

transformés et  d ' aut re  p a r t ,  de rechercher I  ' o r i g i ne  des pet i ts  p l  asmi des 

apparus chez les clones A à N. 

2.2. Etude des réarrangements génomiques après 
t ransformat ion.  

2.2.1. Or ig ine des pe t i t s  plasmides. 

1 

L a  t ransformat ion ayan t  i n d u i t  chez les clones l 

transformés A à N, l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  pe t i t  plasmide, le problème a été 

d 'essayer d ' é t a b l  ir son or ig ine.  

- Nous nous sommes tout d ' a b o r d  intéressés à comparer 

ces pet i ts  plasmides au  plasmide moyen de l a  souche M5N1 I le-val' de 
1 

R.rneliloti, seul p lasmide isolable dans l es condi t ions c lassiques 

d 'ex t rac t ion.  



L a  comparaison des p ro f i l s  de res t r i c t ion  de ces 

pe t i t s  plasmides des clones A et J avec l e  plasmide moyen digérés 

p a r  quelques unes des enzymes de res t r i c t ion  intéressantes, ne nous 

a suggéré aucune s im i l i t ude  entre eux. 

Ces résu l ta ts  étant  négat i fs ,  des essais d ' h y b r i -  

dat ion ont  a lors été tentés. 

Aucune homologie n ' a  pu  ê t re  détecté& ent re  ces 

pet i ts  plasmides et  le  plasmide moyen, b i e n  que les expériences aient  

été réal isées soit  en h y b r i d a n t  le p lasmide moyen avec les pe t i t s  plasmides 

ou soit  en hyb r i dan t  à l ' i n ve rse  ces pe t i t s  plasmides avec le plasmide 

moyen. 

Malgré les condi t ions expérimentales p r i ses ,  (ces 

expériences ayant été réal isées avec les p,lasmides p u r i f i é s  en grad ient  de 

ch lorure de césium et  u t i l i sés  à haute concentrat ion au  cours des élec- 

trophorèses) nous pouvons a f f i rmer  qu '  aucune homologie n 'ex is te  entre ces 

pe t i t s  plasmides et l e  p lasmide moyen. 

Cependant, aucune homologie n ' a été observée avec 

le mégaplasmide obtenu p a r  lyse di recte su r  gel . O r  cett& technique 

impl ique une f a i b l e  concentrat ion d'ADN plasmidique a u  n iveau de l a  bande 

correspondante. L 'absence d ' h y b r i d a t i o n  pou r ra i t  ê t re  dûe à u n  mauvais 

rappor t  de concentrat ion en ADN. Ces résu l ta ts  négat i fs  doivent donc 

être considérés avec beaucoup de précaut ion.  

L ' o r i g i n e  des pe t i t s  plasmides n ' a y a n t  p u  être 

détermi née, des expériences d '  hyb r i da t i on  su r  colonies ont tenté de 

vé r i f i e r  q u ' i l s  sont b i e n  issus de l'ADN de l a  souche parentale.  I 

Seule, une légère homologie a été observée avec ! 
l'ADN to ta l  de l a  colonie de l a  soache M5N1 I le-val-  de R.meliloti. 

I I  se ra i t  possible d 'env isager  que ces pe t i t s  

plasmides ne proviennent pas d ' u n  seul segment d'ADN génomique de 



l a  souche pa ren ta le ,  mais  q u ' e n  f a i t  i l s  sera ien t  issus d ' u n  r é a r r a n -  

gement de p l u s i e u r s  segments d'ADN provenant  d u  chromosome ou du 

mégap l asm i de. 

L '  absence d 'homologie p o u r r a i t  ê t re  d û e  à u n  

mauva is  r a p p o r t  de  concent ra t ion  e n t r e  ces p e t i t s  segments e t  leurs 

homologues s u r  les composés génomiques de dépar t .  

2.2.2.  Devenir  des p lasmides endogènes. 

Pour tous les clones testés obtenus a p r è s  t rans-  

fo rmat ion ,  les p lasmides indigènes de l a  souche M N I le-val -  de 5 1 
R.mel i lot i ,  c ' es t -à -d i re  l e  p lasmide moyen et l e  mégaplasmide, n 'on t  

jamais  p u  ê t r e  v i sua l i sés .  

Deux hypothèses ont  a l o r s  été soulevées, soit 

l e u r  i n t é g r a t i o n  dans le  chromosome, so i t  l eu r  d i s p a r a t i o n  to ta le  de l a  

ce1 Iu le.  

L a  première hypothèse sembl a n t  l a  p l  u s  in téressante,  

des essais d ' h y b r i d a t i o n  on t  p u  a l o r s  ê t r e  effectués. Ces essa is  p o s i t i f s  

on t  révé lé  une homologie en t re  le p lasmide moyen (seu l  i s o l a b l e )  et 

I  'ADN to ta l  des colonies de p l u s i e u r s  t rans formés testés, c u l t i v é s  et 

l ysés s u r  membrane "gene screen". 

L '  ADN d u  p lasmide moyen semble donc toujours ê t r e  

présent  chez les clones t ransformés,  b i e n  q u ' i l  ne so i t  pas v i s u a l i s a b l e  

sous l a  forme extrachrornosomi que. 

Ces r é s u l t a t s  suggèrent  donc I  ' i n t é g r a t i o n  d u  

p l  asmide moyen dans le  chromosome l o r s  de l a  t rans format ion ,  b ien  

que l ' h y b r i d a t i o n  obtenue a u r a i t  p u  s 'e f fec tuer  avec des copies du p l a s -  

mide moyen tou  j o u r s  ex i s tan tes  à l ' é t a t  i n tég ré  normalement dans le chromo- 

some. En e f fe t  I  ' absence de copies de p l  asmi des endogènes i n tégrés 

chez R.mel i l o t i  n ' a j ama is  été démontrée. Cependant, cette réserve semble 

peu p r o b a b l e  v u  l a  t a i l l e  d u  mégaplasmide. 



1 1  1 - EFFET DE LA PLANTE SUR LES CLONES TRANSFORMES 

Certains clones transformés ont p u  ê t re  isolés des 

nodosi tésl, apparues sur  les p l  an tu  les de luzerne infectées. Leur étude 

nous a semblé intéressante. 

En effet,  ces clones après avo i r  été e x t r a i t s  des 

nodu les, se sont averéS - a vo i r  re t rouvé les caractères phénot ypiques 

de l a  souche de dépar t ,  soit  le caractère muqueux et l a  sensibi l i t 6  

aux phages. 

L ' ana l yse  d u  contenu plasmidique révé lan t  l a  réac- 

qu is i t i on  des plasmides ind igènes de l a  souche auxotrophe, nous a 

a lors  permis de conf i rmer I  ' hypothèse d '  une éventuel le  in tégrat ion de ces 

plasmides a u  cours d u  processus de t ransformat ion,  b i en  qu  ' i l  f a i  l  l e  

toujours t en i r  compte d '  une éventuel le  existence de ces p l  asmides à 

I 'é ta t  in tégré chez l a  souche de départ .  

I I  semble a lors  concevable q u ' a u  cours de l a  t rans-  

formation, les plasmides indigènes de l a  souche M N I le-val-  se soient 5 1 
intégrés et qu 'après  passage sur  p lante ,  i l s  a ient  été régénérés à 

I 'é ta t  extrachromosomique, ( 1  'éventuel  l e  existence de copies de ces p l  asmides 

à l ' é t a t  in tégré dans les cel lu les parentales n 'es t  pas exclue ). 

A f i n  de conf i rmer que les plasmides réapparus après 

passage sur- p lan te  sont b ien les mêmes que ceux qu i  préex is ta ient  

chez l a  souche parenta le ,  une expérience d ' hyb r i da t i on  a été réa l  isée 

ent re  le p lasmide moyen de l a  souche M N l le -va l -  u t i l i sée  comme sonde 5 1 
et les plasmides moyens réacquis  p a r  les clones transformés isolés des 

nodu les. 

L'homologie é tant  établ ie,  nous pouvons donc a f f i rmer  

que les plasmides réapparus après passage sur  p lante,  tout du  moins en 

ce qu i  concerne le  p lasmide moyen, sont b i en  homologues à ceux 

ex is tants  chez l a  souche parentale.  



L'ADN p lasmid ique a u r a i t  donc probablement été 

in tégré  dans l e  chromosome a u  cours de l a  t ransformat ion en même temps 
+ + 

que l'ADN transformant por tan t  les caractères l l e  Val . Sous cet é ta t  

intégré,  les gènes portés p a r  I  'ADN p l  asmidique ne pou r ra i t  s 'expr imer  

ce q u i  exp l iquera i t  les modif icat ions phénotypiques survenues chez les 

clones transformés. 

Le re tour  à l a  forme autonome des p l  asrnides après 

passage sur p l  ante et l a  réacquis i  t i on  des caractères d ' o r i g i n e  semblent 

ê t re  l iés. 

De p l us ,  ce phénomène confirme que l a  bactér ie  

associée à l a  p l  ante sub i t  une réorganisat ion génornique, hypothèse 

dé jà  soulevée p a r  l ' observa t ion  de modi f icat ions génétiques au  cours de 

l a  symbiose chez le bactéroide. 

. Va r i a t i on  de l a  quan t i té  d'ADN ce l l u l a i r e  

. Va r i a t i on  de l a  composition en bases de 
I 'ADN (GC %) 

. Augmentation de l 'express ion des gènes codant pour 
l a  n i  trogénase. 

I  I  se ra i t  à présent intéressant de comprendre le 

mécanisme qu i  i n d u i t  les réarrangements au  cours de l a  t ransformat ion , 
a ins i  que d ' é tud ie r  le r ô l e  de l a  p lan te  dans le re tour  aux caractères 

d ' o r i g i n e  des clones transformés, a ins i  que des plasmides sous leur 

forme autonome. . 

En ef fet ,  I  'étude d u  mécanisme qu i  i ndu i t  cette réorga- 

n isa t ion  au moment de l a  symbiose mér i te ra i t  u n  très g rand  in térê t .  



B I B L I O G R A P H I E  



A.K., a n d  KEISTER D.L,, 1983. 
of e x  p l a n t a  r ~ i t r o g e n a s e  a c t i v i t y  in  Rhizobium japon icum . e n v i r .  Mic rob io l .  - 45 : 1592 - 1601. 

AL I  H., 1982. 
Obtent ion de mutants  chez Rhizobium inet i lot i  p a r  I  ' i nse r t i on  du tr-ansposon 
Tn5 e t  é tude de l e u r s  réve r tan ts .  
Thèse d e  3ème Cycle, U n i v e r s i t é  des Sciences et Techniques d e  L i l l e .  

ALI  H., BECHET M., NIEL C. a n d  GUILLAUME J.B., 1984. 
, Rhizobium me1 i l o t i  Tn5 induced auxo t roph ic  mutants respondi  ng to 

l d i f f e r e n t  b iosyn the t i c  in termediates.  
Can J. Mic rob io l .  30 : 507 - 511. - 
ANDERSEN K., SHANMUGAN K.T., L I  M S. T., CSONKA L. N., TA l T R . ,  
KENNECKE H., SCOTT D.B., HOM S.S., HAURY J.F.,VALENTINE A - a n d  VALENTINEH;Ç 
Genetic eng ineer ing  in a g r i c u l t u r e  w i t h  emphasis o n  n i t rogen  f i x a t i o n .  19 80 

TIBS., Nor th  Ho l l and  Biomed. p ress  : 35 - 39. 

BALASSA G. , 1963. 
Genetic t rans fo rmat ion  of Rhizobium : A rev iew of t h e  work of R. Balassa 
Bact. Rev. 27 : 228 - 241. - 
BALASSA R. a n d  GABOR M., 1965. 
Transformat ion  of s t rep tomyc in  rnarkers in rough  s t r a i n s  of Rhizobium l u p i n i  ; 
Acta Microb io l . ,  Acad. Sci. Hupg., 11: 329 - 339. 

BANFALVI Z., SAKANYAN V.,  KONCZ C., KlSS A., OUSHA 1 .  a n d  KONDOROSI A., 
1981. 
Locat ion o f  nodu la t i on  and n i t r o g e n  f i x a t i o n  genes o n  a h i g t  molecular  
weight  p l a s m i d  of Rhizobium me1 i l o t i .  
Mol. Gen. Genet. 184 : 318 - 325. - 
BARNET Y .M., a n d  HUMPHREY B., 1975. 
Exopol ysacchar i  de depol ymerases i nduced b y  Rhizobi  um bacter iophages . 
Can. J. Mic rob io l .  21 : 1647 - 1650. - 
BAUER W.D., 1981. 
I ~ f e c t i o n  of legumes b y  Rh izob ia .  
Ann. Rev. p l a n t .  Phys io l .  - 32 : 407 - 449. 

BECHET M. et GU l LLAUME J. B., 1978. 
Mise en évidence d'ADN extrachromosomi que  chez Rhizobium me1 i l o t i  
Can. J. M ic rob io l .  47 : 960 - 966. - 
BEDMAR E.J., BREWIN N.J., a n d  PHlLlPPS D.A., 1984. 
Ef fect  o f  p lasrn id p 1 J 1008 f rom Rhizobium legurninosarum on symbio t ic  
func t i on  of Rhizobium me l i l o t i .  
Appl .  Env .  Microb io l .  47 : 876 - 878. - 
BERGERSEN F.J. , 1974 
Format ion and  funct ion of bac tero ids .  
I n  : B io l .  Nitrogen. F i x a t . ,  QUISPEL A. Ed, North-Hol land press,  
Amsterdam : 473 - 498. 



BERINGER J.E., 1974 
R.f ac tor  t rans fe r  in Rhizobium leguminosarum 
J.Gen.Mlcrobiol. 84 : 188 - 198. . - 
BERINGER J.E., JOHNSTON A.W.B. and  WELLS B., 1977 
The i so la t i on  of c o n d i t i o n a l  i ne f fec t i ve  mutants  of Rhizobium leguminosarum 
J.Gen.Microbiol. 98 : 339 - 343. - 
BERINGER J.E., HOGGAN S.A. a n d  JOHNSTON A.W.B., 1978 
L i n k a g e  mapping i n  Rhizobium leguminosarum b y  rneans o f  R.plasrnid 
- mediated recornbinat ion. 
J.Gen.Microbiol. 104 : 201 - 207. - 
BERINGER J.E., BREWIN N.J. a n d  JOHNSTON A.W.B., 1980 
The genet ic  a n a l y s i s  of Rhizobium in r e l a t i o n  to syrnbiot ic n i t r o g e n  
f i x a t i o n .  
Heredi ty  45 : 161 - 186. - 
BERRY J.O. a n d  ATHERLY A.G., 1984. 
l nduted p l  asmid - genorne rearrangements in  Rhizobium japonicum 
J.Bact. 157 : 218 - 224. - 
BETTER M., LEW lS B., CORBIN D., DlTTA G. a n d  HELINSKI R . ,  1983. 
S t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  among Rhizobium m e l i l o t i  symbio t ic  promoters. 
Cel l .  35 : 479 - 485. - 
BEYNON J.L., BERI NGER J.E. a n d  JOHNSTON A.W.B., 1980. 
P l  asrnids a n d  host-range i n  Rhizobium leguminosarum and Rhizobium phaseol i. 
J.Gen.Microbiol. 120 : 421 - 429. 

BHAGWAT A.A. a n d  THOMAS J., 1983. 
Legume - Rhizobium in te rac t i ons  : Role of cowpea root exudate i n  
po lysacchar ide  synthesis a n d  i n f e c t i v i t y  of Rhizobium species. 
Arch.Microbio l .  136 : 102 - 105. 

BHUWANESWARI T.V., PUEPPKE S.G. and  BAUER W.D., 1978. 
Role of l ec t i ns  in p l a n t  - microoganism in terac t ions .  
1 B i n d i n g  of soybean l e c t i n  to Rh izob ia .  
P lant .Phys io l .  60  : 485 - 491. - 
BHUWANESWAR 1' T.V. a n d  BAUER W. D., 1978. 
Role of lec t ins  in p l a n t  - rnicrooganisrn in terac t ions .  
LI1 i n f l uence  of Rhizosphere - Rhizoplane c u l t u r e  cond i t i ons  on the 
soybean l e c t i n  - b i n d i n g  p roper t i es  of Rhizobia.  
P l a n t  Phys io l .  62 : 71 - 74. - 
BHUWANESWAR l T.V. , M l  LLS K.K., CR IST D.K., EVANS W .R. and 
BAUER W .  D. , 1983. 
Effects of c u l t u r e  age on symbio t ic  i n f e c t i v i t y  of Rhizobium japonicum 
J.Bact. 153 : 443 - 451. - 
BISSEL1 NG T., VAN DEN BOS C., VAN KAMMEN A., VAN DER PLOEG M., 
VAN OU l JN P. and  HOUWERS A., 1977. 
Cytof luorornetr ica l  determi n a t i o n  o f  the DNA contents of bac te ro ids  
a n d  correspondi  n g  b r o t h  - cu l  t u r e d  Rhizobium bac te r ia .  
J.Gen.MicrobioI. 101 : 79 - 84. 



BOHLOOL 6.6. a n d  SCHMIDT E.L., 1974. 
Lec t i ns  : A poss ib le  b a s i s  f o r  spec i f i c i t y  in the  Rhizobium '- legume 
root  nodule symbiosis. 
Science 185 : 269 - 271 . - 
BOLT CN E., GLYNN. P. a n d  O'GARA F., 1984. 
S i te  spec i f i c  t ranspos i t i on  of Tn7 i n t o  a Rhizobium me l i t o t i  
rnegap l asm i d . 
Mol.Gen. Genet. 193 : 153 - 157. - 
BREMER W., KOOISTRA J., HELLINGWERF K.J. a n d  KONINGS W.N., 1984. 
Role of the electrochemical p ro ton g r a d i e n t  in genet ic  t rans format ion  of 
Haemoph i l u s  i nf l uenzae. 
J.Bact. 157 : 868 - 873. 

BREWIN N.J., BERINGER J.E., BUCHANAN - WOLLASTON A.V., JOHNSTON A.W.B. 
a n d  HIRSCH P.R., 1980. 
T rans fe r  of syrnbiot ic genes w i t h  bac ter ioc inogen ic  p lasmids  i n  
Rhizobium leguminosarum. 
J.Gen.Microbiol. 116 : 261 - 270. - 
BUCHANAN - WOLLASTON A.V., BERINGER J.E., BREWIN N.J., HIRSCH P.R. 
a n d  JOHNSTON A. W .B., 1980. 
I so la t i on  of symbio t ica l  l y  de fec t ive  mutants  in Rh<tzobium leguminosarum 
of the  transposon Tn5 i n t o  a t ransmiss ib le  p lasmid .  
Mol.gen.Genet. 178 : 185 - 190. - 
BUCHANAN - WOLLASTON A.V., CANNON M .C. a n d  CANNON F. C., 1981. 
The use of c loned Ni f  (N i t rogen  f i x a t i o n )  DNA to i nves t iga te  
t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t i o n  of N i f  expression in  K lebs ie l l a  pneumoniae 
Mol.Gen.Genet. 184 : 102 - 106. - 
BULLERJAHN G.S. and  BENZl NGER R .H., 1982. 
Genetic t rans format ion  of Rhizobium ~ e ~ u m i n o s a r u m  b y  p l a s m i d  DNA. 
J.Bact. 150 : 421 - 424. - 
BURKARDT B. a n d  BURKARDT H.J., 1984. 
V izua l i za t i on  a n d  exact molecu lar  we ight  deterrn inat ion of a Rhizobium rne l i lo t i  
megap l  asmi d 
J.Mol-Biol. 175 : 213 - 218. - 
CADMUS M.C., BURTON K.A. a n d  SLODKI M.E., 1982. 
Growth - r e l a t e d  subs t i t uen t  changes in  exopolysacchar ides of fas t -  
g r o w i n g  Rhizobia.  
App l .  Env i ron .  Microb io l .  44 : 242 - 245. - 
CANNON F.C., RIEDEL G.E. a n d  AUSUBEL F.M. ,1977. 
Recombinant p lasmids  t h a t  c a r r y  p a r t  of the ni t rogen f i x a t i o n  
gene c l  uster  of Klebsie l  l a  pneumoniae 
Proc. Nat l  . Acad. Sci., U.S.A., 74 : 2963 - 2967. - 
CANTRELL M.A., HlCKOK R.E. a n d  EVANS H.J., 1982. 
i d e n t i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of p lasmids  in hydrogen up take  
p o s i t i v e  and  hydrogen u p t a k e  nega t i ve  s t r a i n s  of Rhizobium japonicum. 
Arch.  Microb io l .  131 : 102 - 106. - 



CARLSON R. W., 1984. 
Heterogenei t y  of Rhizobium l i popol ysacchar ides  
J. Bact.  158 : 1012 - 1017. - 
CASSE F., BOUCHER C., JULLl OT J.S., MICHEL M. a n d  DENARI E J., 1979 
i d e n t i f i c a t i o n  a n d  charac te r i za t i on  of l a r g e  p lasmids  i n  Rhizobium 
me1 i l o t i  u s i n g  agarose gel e lectropheresis.  
J. Gen. Microb io l .  113 : 229 - 242. - 

CAVIEQES M.A., MEGIAS M., G I L  A.M., PALOMARES A.J. and RUIZ - 
BERRAQUERO F., 1982. 
Cor re la t i on  between e x t r a c e l l u l a r  po l ysacchar ide  composit ion a n d  
nodu la t i on  a b i l i t y  i n  Rhizobium t r i f o l i i .  
Arch. Microb io l .  133 : 20 - 22. 

CEN Y., BENDER G.L., TRI NI CK M.J., MORRISON N.A., SCOTT K.F., 
GRESSHOFF P.M., SHlNE J. a n d  ROLFE B.G., 1982. 
Transposon mutagenesis in  Rhizobi  a wh ich  can nodu l  a te  both  legumes 
a n d  the non legume Paraspon i  a. 
App l .  E n v i r .  Mic rob io l .  42 : 233 - 236. - 

CHANG S. a n d  COHEN S.N. , 1979 
H i g h  f requency t rans format ion  of Bac i  1 l u s  s u b t i l  i s  p ro top las ts  
b y  p lasmid  DNA. 
Mol. Gen. Genet. 168 : 1 1 1  - 115. 

CHANG S. , 1982. 
P l  asmid t rans format ion  a n d  p r e p a r a t  ion  
I n  : genet. engeneer ing techn., New-York Acad. Press : 333 - 335. 

CHAUSTOVA L.P., GRlNlUS L.L., ,GRINIUVIENE B.B., JASAlTlS A.A., 
KADZIAUSKAS J.P. a n d  KIAUSINYTE R.J., 1980. 
Studies on energy supp l  y f o r  genetic processes. 
l nvolvement of membrane po ten t ia l  i n  genet ic  t rans format ion  of 
B a c i l  l u s  s u b t i l i s .  
Eur .  J. Biochem.103 : 349 - 357. - 

COHEN S.N., CHANG A.C.Y. a n d  HSU L., 1972. 
Nonchromosomal a n t i b i o t i c  res is tance in b a c t e r i a  : genet ic  t rans format ion  
of Escher ich ia  col  i b y  R-factor DNA. 
Proc. Nat. Acad. Sci., U.S.A., 69 : 21 10  - 21 14. - -. 

CORRAL E. , MONTOYA E. a n d  OL l VARES J., 1978. 
Sensi t i v i  t y  to phages in Rhizobium mel i  l o t i  as a p l  asmid consequence. 
Microbios le t t .  5 : 77 - 80. - 



COSLOY S.D. a n d  OISHI M., 1973. 
genet ic  t rans format ion  in Escher i ch ia  c o l i  K 12 
Proc. Nat. Acad. Sci., U.S.A., 70 : 84 - 87. - -  

COUETD l C G., N l COLAS F. a n d  MI  CHEL-BR I AND Y., 1983. 
Transformat ion  d t E s c h e r i c h i a  c o l i  et  de  d i f fé rentes  espèces de 
Pseudomonas p a r  u n  ADN p l  asmid ique iso lé  de Pseudomonas testosteroni . 
C.R; Acad. Sci., Pa r i s ,  297 : 25 - 28. 

COURTOIS B., HORNEZ J.P., TAILLEZ R., COURTOIS J. et DERI EUX J.C., 1982. 
Methode r a p i d e  de dosage des exopolysacchar ides so lub les  p r o d u i t s  p a r  
Rh izob ium m e l i l o t i .  
C.R. Acad. Sci . , Par i s ,  294 : 95 - 98. - 
COURTOIS J., 1982. 
E ta t  de compétence et t rans fo rmat ion  chez Rhizobium me1 i l o t i  
Thèse de 3èrne cycle,  U n i v e r s i t é  des Sciences et Techniques de L i l l e .  

CURRIER T.C. a n d  NESTER E.W., 1976. 
I s o l a t i o n  of cova len t l y  c losed c i r c u l a r  DNA of h i g h  molecu lar  weight  
f rom bac te r i  a 
Ana l .  Biochern. 76 : 431 - 441. - 
DALE NOEL K., SANCHEZ A., FERNANDEZ L., LEEMANS S. a n d  CEVALLOS M.A., 
1 984. 
Rhizobium phaseo l i  symbio t ic  mutants w i t h  t ransposon Tn5 inser t ions  
J.Bact. 158 : 148 - 155. - 

DAZZO F. B. a n d  HUBBELL D .H. , 1975. 
Cross - r e a c t i v e  ant igens a n d  lec t ins  as  deterrninants of syrnbiot ic 
s p e c i f i c i t y  i n  Rhizobium - c love r  associat ion.  
App l .  Mic rob io l .  30 : 1017 - 1033. - 
DAZZO F.B., 1981. 
B a c t e r i a l  attachrnent as  r e t a t e d  to ce1 l u l a r  recogn i t ion  
in  t h e  Rhizobium-legurne syrnbiosis. 
J. Suprarnolec. Struct .  Cel l  biochern. 16 : 29 - 41. - 
DAZZO F.B. a n d  HRABAK E.M., 1981. 

I Presence of T r i f o l  i i n  4 a Rhizob ium-b ind ing lec t i n  in  c love r  root  exudate. 

l J.Suprarnolec. Struct.  Cel t -Biochern. 16 : 133 - 138. - 
DAZZO F.B., TRUCHET G. L., SHERWOOD J.E., HRABAK E.M. a n d  GARD l O1 A. E., 
1982. 
Al t e r a t i o n  of t h e  Tri fo l i  i n  A, - b i n d i n g  capsu le  of Rhizobium t r i f o l  ii 0403 
b y  enzymes r e l  eased f rom c l o v e r  roots. , App l .  E n v i r .  Mic rob io l .  44 : 478 - 490. - 
DAZZO F.B., TRUCHET G.L. a n d  KIJNE J.W., 1982. 
L e c t i n  involvement i n  roo t -ha i r  t i p  adhesion as r e l a t e d  to the  Rhizobium- 
c l o v e r  symbiosis. 
Phys io l .  PLant  56 : 143 - 147. - 



DAZZO F. B. a n d  TRUCHET G. L. , 1983. 
1 n te rac t ions  of lec t ins  a n d  t h e i r  sakchar ide  receptors in the 
Rhizobium-legume symbiosis.  
J. Memb. B io l .  73 : 1-16. - 
DAZZO F. B. a n d  SCHERWOOD J. E., 1983. 
T r i f o l i i n  A : a Rhizobium-recogni t ion l e c t i n  i n  whi te c l o v e r  roots. 
I n  : Chem Taxonomy, Molec. B io l . ,  Funct  p l a n t  lect ins,  L i s s  A.R.-ed, 
New-York : 209 - 223. 

DE BRU l JN F. JI and  AUSUBEL F.M., 1983. 
The c l o n i n g  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of the  g l n  F ( n t r  A) gene 
of K lebs ie l l a  pneumoniae : Role of g i n  F ( n t r  A) in the  r e g u l a t i o n  of 
n i t rogen  f i x a t i o n  ( n i f )  a n d  o ther  n i t rogen  ass im i la t i on  genes. 
Mol. Gen. Genet. 192 : 342 - 353. - 
DENARI E J. et TRUCHET G.. 1979. 
L a  symbiose Rhizobium- 1 Wumineuses : Roles respect i fs  des pa r tena i res .  
Phys io l .  Veg. - 4 : 643 - 667. 

DENARI E J. BOISTARD P. a n d  CASSE-DELBART F.,  1981. 
1 ndigenous; p1,asmids o f  Rhizobium. 
In : Int. Rev. Cyto l .  Suppl 13, New-York Acad.press : 225 - 246. 
,- 

DILWORTH M.J. a n d  WILLIAMS D.C., 1967. 
" .~Nucle ic  a c i d  changes in bactero ids  of Rhizobium lupini d u r i n g  nodu le  

idevelopment . 
 en. en. Microb io l .  48 : 31 - 36. 
1 - 
D 1 XON R., ALVAREZ-MORALES A., CLEMENTS J., DRUMMOND M., F l LSER M. 
a n d  MERRICM M., 1983. 
Regu la t ion  of t r a n s c r i p t i o n  of the  n i t r o g e n  f i x a t i o n  operons. 
I n  : Mol. Genet. p l a n t s  a n d  an imais ,  Miami w in tersymp 20, 
VOELLNY R,DOWNEY K, AHMAD- F ,  a n d  SCHULTZ J. Edts : 223 - 232. 

DJORDJEVIC M.A., ZURKOWSKI W. a n d  ROLFE B.G., 1982. 
Plasmids a n d  s t a b i l i t y  o f  syrnbiot ic p roper t ies  o f  Rhizobium t r i f o l i i .  
J. Bact. 151 : 560 - 568. - 
DJORDJEVIC M.A., ZURKOWSKI W., SHINE J. a n d  ROLFE B.G., 1983. 
Sym p lasmid  t rans fe r  to v a r i o u s  symbio t ic  mutants  of Rhizobium t r i f o l i i ,  
R. leguminosarum a d  R.me1 i lo t i .  l 

J. Bact. 156 : 1035 - 1045. - I 

DORAN J.L. a n d  PAGE W.J., 1983. 
Heat sensi t  ivi t y  o f  Azotobacter v i n e l a n d i  i genet i c  t rans format ion .  
J. Bact. 155 : 159 - 168. -- 
DROZANSKA D. a n d  LORK 1 EW l CZ Z., 1978. 
Genetic t rans format ion  i n  Rhizobium t r i f o l  i i 
Acta  Microb io l .  Polon. 27 : 81 - 88. - 



DROZANSKA O., DROZANSKI W. a n d  LORKIEWICZ Z., 1982. 
E f fec t  o f  g l y c i n e  o n  the  t rans format ion  o f  Rhilzobium t r i f o l i i  . 
Microbios 35 : 31 - 38 - 
DUNICAN L.K. a n d  TIERNEY A.B., 1973. 
Transformat ion  of a n  R - f a c t o r  f rom PSeudomonas aerug inosa i n t o  
Rhizobium t r i f o l i i .  
Mol. Gen. Genet. 126 : 187 - 190. 

ECKHARDT' T . ,1978. 
A r a p i d  method f o r  the  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p lasmid  desoxyr ibonuc le ic  
a c i d  in  bac te r ia .  
P lasmid  1 : 584 - 588. - 
FORRAI T., VlNCZE E., BANFALVI Z., KlSS G.B., RANDHAVA G.S. and  
KONDOROSI A., 1983. 
Local  i z a t i o n  of symbio t ic  muta t ions  i n  Rhizobium me1 i t o t i  
J. Bact. 153 : 635 - 643. - 
GABOR M. , 1965. 
Transformat ion  o f  s t rep tomyc in  markers  in r o u g h  s t r a i n s  of 
Rhizobium lupini. The r e l a t i o n  between the determinant  of s t rep tomyc in  
dependence a n d  t  hose fo r  s t reptomyci  n r e s i  stance a n d  sensi t  i veness. 
Genetics 52 : 905 - 913. - 
GRAHAM T.L., 1981. 
Recogni t ion in  Rhizobium - legume symbioses 
I n  : I n t .  Rev. Cytol . ,  Suppl ,  13, A the r l  y A. Ed., New-York Acad. 
p ress  : 127 - 148. 

GRESSHOFF P.M. a n d  ROLFE B.G., 1978. 
V i a b i  l i t y  of Rhizobium bac te ro ids  i so la ted  f rom soybean nodu le  
p ro top l  a ts .  
P l a n t a  142 : 329 - 333. - 
GRlST R.W. a n d  BUTLER L.O., 1981. 
The use of Ml medium in  t rans format ion  of Streptococcus pneumoniae 
J. Gen. Microb io l .  127 : 147 - 154. 

GRUNSTEIN M. a n d  HOGNESS D.S., 1975. 
Colony h y b r i d i z a t i o n  : a method f o r  the  i so la t i on  of cloned DNAs 
t h a t  con ta in  a spec i f i c  gene. 
Proc. Nat. Acad. Sci . , U.S.A., 72 : 3961 - 3965. - 
HAAKER H. and  VEEGER C., 1984. 
Enzymology of n i t r o g e n  f i x a t i o n .  
Trends in biochem. Sci. 9 : 188 - 192. - 
HAHN M. a n d  HENNECKE H., 1984. 
Loca l ized mutagenesis in  Rhizobium japonicum. 
Mol. Gen. Genet. 193 : 46 - 52. - 
HALVERSON L. J. a n d  STACEY G. , 1984. 
Host recogn i t ion  in the  Rhizobium - soybean Symbiosis. 
P l a n t  Phys io l .  74 : 84 - 89. - 
HANDELSMAN J., UGALDE R.A. a n d  B R l L L  W.J., 1984. 
Rhizobium rne l i lo t i  competi t iveness a n d  the  a l f a l f a  a g g l u t i n i n .  
J. Bact.  157 : 703 - 707. 



HASSAN l L. , 1983. 
La l ysogén ie  chez Rh izob ium me l i l o t i  - Etude de quelques exemples 
d e  t ransduct ion .  
Thèse de 3ème cyc le ,  U n i v e r s i t é  des Sciences e t  Techniques de L i l l e .  

HATTOR l J. a n d  JOHNSTON D. A. , 1984. 
Fas t  g rowi  ng Rhizobium japonicum t h a t  effect ive1 y nodu la tes  several  
commercial G lyc ine  max  L. m e r r i l  c u l t i v a r s .  
App l .  e n v i r .  Mic rob io l .  48 : 234 - 235. - 
HEEFNER D.L., SQUIRES CH., EVANS R.J., KOPP B.J. end YARUS M.J. ,1984. 
Transformat ion  of C l o s t r i d i u m  per f r ingens.  
J. Bact. 159 : 460 - 464. - 
HEUMANN W.  , 1968. 
Conjugaison in  s ta r fo rm ing  Rhizobium lupini. 
Mol.  Gen. Genet. 102 : 132 - 144. - 
HlGASHl S., 1967. 
T rans fe r  of c love r  i n f e c t i v i  t y  of Rhizobium t r i f o l  i i to  Rhizobium p laseo l i  
as  mediated b y  an episomic f a c t o r  
J. Gen. App l .  Mic rob io l .  13 : 391 - 403. l - 
H l  MEN0 M., SH l BATA T., KAWAHARA Y., HANAOKA Y. a n d  HOMANO T., 1984. 
Ef fect  of po l ye thy lene  g l yco l  i n  p lasmid  DNA so lu t i on  on I 

t r ans fo rmat ion  of CaC l 2  - t rea ted  Escher i ch ia  co l  i 
Agr i c .  B io l .  Chem. 48 : 657 - 662. - 
HOMBRECHER G., BREWIN N.J. and  JOHNSTON A.W.B., 1981. 
L i n k a g e  o f  genes fo r  n i t rogenase a n d  nodu la t i on  a b i l i t y  p lasmids  in  
Rhizobium leguminosarum a n d  R.phaseol i . 
Mol. Gen. Genet. 182 : 133 - 136. - 
KOOYKAAS P.J.J., VAN BRUSSEL A.A.N., DEN DULK-RAS H., VAN SLOGTEREN I 

G.M.S. a n d  SCHILPEROORT R.A., 1981. 
Sym p lasmid  of Rhizobium t r i f o l i i  expressed in d i f f e r e n t  Zh izob ia l  
species a n d  Agrobacter ium tumefasciens. I 
Na tu re  291 : 351 - 353. - 
HRABAK E.M., URBANO V.M. a n d  DAZZO F.B., 1981. 
Growth - phase dependant immuno determi nan ts  o f  Rhizobium t r i f o l  i i 
1 ipopol  ysacchar ide  w h i c h  b i n d  t r i f o l  i in  A., a wh i te  c love r  l ec t i n .  
J. Bact. 148 : 697 - 711. - 
JOHNSTON A. W .B., BEYNON J. L., BUCHANAN-WOLLASTON A.V., SETCHELL S. M., 
HIRSCH P.R. a n d  BERINGER J.E., 1978. 1 
H i g h  f requency t r a n s f e r  of nodu l  a t i n g  a b i  l i t y  between s t r a i n s  a n d  
species of Rhizobium. 
Nature  276 : 634 - 636. 1 - 
JORDAN O. C. , 1982. 
Transfer  of Rhizobium japon icum Buchanan 1980 to B rady rh i zob ium gen. 
nov. ,a genus of slow g r o w i n g  root nodu le  b a c t e r i a  f rom leguminous p l a n t s . .  
I n t .  Journ. o f  Syst. Bac te r io l .  32 : 136 - 139. l - I 



JOUANI N L., DELAJUDI E P., BAZETOUX S. a n d  TRUCHET T., 1981. 
DNA sequence homoiogy in Rhizobium me! i l o t i  pl  asmi ds. 
Mol. Gen. Genet. 182 : 189 - 195. 

JULLIOT J.S., DUSHA 1 ., RENALl ER M.H., TERZAGHI B., GARNERONE A.M. 
a n d  BOISTARD P., 1984. 
An RP4 - pr ime  c o n t a i n i n g  a 285 Kb f ragment of Rhizobium m e l i l o t i  
p Sym megapl  asmid : s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  u t i  l i za t i on  
f o r  genet ic  s tudies o n  syrnbiot ic func t ions  con t ro l l ed  b y  p Syrn . 
Mol. Gen. Genet. 193 : 17 - 26. - 
KAMBERGER W., 1979. 
Role of c e l l  sur face po lysacchar ides  in the Rhizobium - pea syrnbiosis. 
FEMS Microb io l .  Le t t .  ô : 361 - 365. - 
KANESHIRO T., BAKER F.L. a n d  ,JOHNSON D.E. 1983. 
Pleornorphisrn and acety lene - reduc ing  a c t i v i t y  of f ree ; , l i v ing  Rh izob ia  
J. Bact. 153 : 1045 - 1050. - 
KEISTER D.L., 1975. 
Acetylene reduct ion  b y  p u r e  c u l t u r e  of Rhizobia.  
J. Bact. 123 : 1265 - -  1268. - 

r 
1 KISS G.B. 
/ T rans form 
j J .  Bact. 150 : 465 - 470. - 

KLEBE R.J., HARRISS J.V., SHARP Z.D. a n d  DOUGLAS M.G., 1983. 
A general rnethod f o r  po-lyethylene - g lyco l  - induced genet ic  
t rans format ion  of b a c t e r i a  a n d  yeast  . 
Gene 25 : 333 - 341. - 
KONDOROSI A., SVAB Z., KISS G.B. a n d  DIXON R.A., 1977. 
Ammonia assirni l a t i o n  a n d  n i t rogen  f i x a t i o n  in Rhizobium me l i l o t i .  
Mol. Gen. Genet. 151 : 221 - 226. 

KONDOROSI A., KISS G.B., FORRAI T., VI NCZE C.E. a n d  BANFALVI Z., 
1 977. 
C i r cu l  a r  l i nkage  rnap o f  t he  Rhizobium me1 i l o t i  chromosome 
Nature  ( ~ o n d . )  268 : 525 - 527. - 
KONDOROS l A., KONDOROS l E. , PANKHURST C.E. , BROUGHTON W .J. 1 

a n d  BANFALVI Z., 1982. 
Mob i l i za t i on  of a Rh izob ium m e l i l o t i  rnegaplasmid c a r r y i n g  n o d u l a t i o n  . 

a n d  n i  t rogen f i x a t i o n  genes i n t o  other Rh izob ia  and  Agrobacter ium. 
Mol. Gen. Genet. 188 : 433 - 439. - 
KONDOROSI E., BANFALV l Z., SLASKA - K l SS C. and  KONDOROSI A., 1983. 
Ana lys i s  of symbiot ic  n i t r o g e n  f i x a t i o n  genes c a r r i e d  b y  Rhizobium 
me l i l o t i  megaplasrnid. 1 
P l a n t  Molec. Bio l .  L ISS A.R. Ed., New-York press  : 259 - 275. 1 
KONDOROS l E., BANFALV 1 Z. a n d  KONDOROSI A., 1984. 
Phys ica l  a n d  genetic a n a l y s i s  of a symbio t ic  region o f  Rhizobium 
me l i l o t i  : l d e n t i f i c a t i o n  o f  n o d u l a t i o n  genes. 
Mol .Gen. Genet. 193 : 445 - 452. - 
KOWALSK 1 M. , 1970. 
Transduc i  ng phages o f  Rhizobium mel i  l o t i .  
Acta Microb io l .  Polon.,  Ser. A. 2 : 109 - 144. - 



KOWALSK l M. et DENAR 1 E J., 1972 . 
T ransduc t ion  d '  un gène cont ro l  an t  I 'express ion de l a  f i x a t i o n  d ' azote 
chez Rhizobium mel i  l o t i .  
C.R. Acad. Sci. P a r i s ,  Série D 275 : 141 - 144. - 
KOWALSKI M., 1967. 
T ransduc t ion  i n  Rhizobium mel i  l o t i .  
Acta Microb io l .  Polon. 16 : 7 - 12. 

KRASILNIKOV N.A., 1941. 
V a r i a b i  l i t y  of nodu le  b a c t e r i a  
Dok lady  Acad. Nauk SSSR. 31 : 90 - 92. - 
KROL A.J.M., HONTELEZ J.G.L., VAN DEN BOS. R.C. a n d  VAN KAMMEN A., 1980. 
Express ion o f  l a r g e  plasrnids in  the endosyrnbiot ic forrn of 
Rhizobium legurninosarum. 
Nucl.  Acid.  Res. 8 : 4337 - 4347. - 
KROL A.J.M., HONTELELEZ J.G.J. and  VAN KAMMEN A., 1982. 
Only one o f  the l a r g e  p lasmids  in the Rhizobium leguminosarurn s t r a i n  
PRE in  s t r o n g l y  expressed in  the  endosyrnbiot ic stade. 
J.Gen. Microb io l .  128 : 1839 - 1847. - 
LACKS S., GREENBERG B. a n d  NEUBERGER M., 1975a. 
l dent i f  i c a t i o n  of a deoxy r i  bonuclease imp l  i c a t e d  in  genet ic  t rans fo rmat ion  
of Diplococcus pneumoniae. 
J. Bact.  123 : 222 - 232. - 
LACKS S. a n d  NEUBERGER M., 1975 b . 
Mernbrarne locat ion  o f  deoxyribonuclease i rnpl icated in the genet ic  t rans-  
fo rma t ion  of Diplococcus pneumoniae. 
J. Bact .  124 : 1321 - 1329. 

LACKS S. a n d  GREENSERG B., 1976. 
S ing le  - s t r a n d  b reakage  on b i n d i n g  of DNA to c e l l s  in  the genet ic  
t ransforrnat  i on  of Diplococcus pneurnoniae. 
J. Mol. Bio l .  101 : 255 - 275. 

LACKS S. , 1979. 
Uptake of c i r c u l a r  deoxyr ibonuc le ic  a c i d  a n d  mechanisrn of deoxyr ibonuc le ic  
a c i d  t r a n s p o r t  in genet ic  t rans format ion  o f  Streptococcus pneumoniae. 
J. Bact.  138 : 404 - 409. - 
LAW I .J., YAMAMOTO Y., MORT A.J. a n d  BAUER W.D., 1982. 
Nodul a t i o n  of soybean b y  Rhizobium japon icum mutants w i t h  a l  t e red  capsu le  
sy n thes is .  
P l a n t a  154 : 100 - 109. - 
LAW I.J. a n d  STRIJDOM B.W., 1984. 
Role of l ec t i ns  in the  spec i f i c  recogn i t ion  o f  Rhizobium b y  Lotononis Baiynesii. 
P lan t  Phys io l .  74 : 779 - 785. - 
LINDBERG A.A., 1977. 
Sacter i  a l  sur face c a r b o h y d r a t e  a n d  bacter iophage adsorp t ion .  
I n  : Surface carbohyd.  of the  p r o k a r y o t i c  ce1 1 ,  SUTHERLAND 1. W. Ed., 
Acad Press : 289 - 357. 

LOPEZ P., PEREZ URENA M .T. a n d  ESP I NOSA M., 1983. 
In f l uence  of temperature - induced cornpetence in the  genetic t rans fo rmat ion  
of B a c i l l u s  subti1i.s. 
Microbios,  38 : 205 - 216. - 



MAlER R.J., a n d  B R l L L  W.J., 1976. 
Inef fect ive and non - n o d u l a t i n g  mu tan t  s t r a i n s  o f  Rhizobium 
japon icum. 
J. Bact. 127 : 763 - 769. - 
MANDEL M. a n d  HIGA A., 1970. 
Ca lc ium - dependent bac te r iophage  DNA in fec t ion .  
J.MoI. Biol .  53 : 159 - 162. - 
MAOUI K.R., BECHET M. a n d  GUILLAUME J.B. 
Megaplasmid t rans fe r  a n d  i ncompat ib i  l i t y  between pl asmi d s  
o f  two d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  Rhizobium me l i l o t i .  
Microbios,  in press. 

MASS R., 1983. 
An improved colony h y b r i d i z a t i o n  method w i t h  s i g n i f i c a n t l y  increased 
s e n s i t i v i t y  f o r  detect ion o f  s i n g l e  genes. 1 P lasmid  10 : 296 - 298. - 
MEADE H.M. a n d  SIGNER E.R., 1977. 
Genetic mapp ing  of Rh izob ium me l i l o t i .  
Proc. Nat. Acad. Sci . , U.S.A., 74 : 2076 - 2078. - 
MEIJER E.G.M. a n d  BROUGHTON W.J., 1982. 
B io logy  of legume - Rhizobium in te rac t i ons  i n  nodu le  format ion.  
l n  : Molec. B io l .  P l a n t  Tumors, Acad. press : 107 - 129. 

MEJEAN V. a n d  CLAVERYS J.P., 1984. 
Use o f  a c loned DNA f ragment  to a n a l y s e  the f a t e  o f  donor DNA 
in  t rans fo rmat ion  of Streptococcus pneumoniae. 
J. Bact .  158 : 1175 - 1178. 

MILLER R.W. a n d  TREMBLAY P.A., 1983. 
Cytoplasmic membrane o f  Rhizobium met i l o t i  bac tero ids .  
L Al te ra t i on  in l i p i d  composit ion, p h y s i c a l  p roper t i es  a n d  
resp i  r a t o r y  p r o t e i  ns. 
Can. J. Biochem. Cel l .  S io l .  61 : 1334 - 1340. - 
MlURA K.I. ,  1967. 
P repara t i on  of b a c t e r i a l  DNA b y  the phenol - pH9 - RNases method. 
Meth i n  Enzym. 12 : 543 - 545. - 
MORRISON D.A., LACKS S.A., GUI LD W.R. a n d  HAGEMAN J . ~ .  , 1983 a 

1 

l sol a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  of th ree new classes of t rans format ion  - 
dé f i c ien t  mutants  of Streptococcus pneumoniae t h a t  a r e  defect i v e  i n  DNA 
t r a n s p o r t  a n d  genetic recombinat ion.  
J. Bact .  156 : 281 - 290. - 
MORR 1 SON D .A., CEN C.Y., TRI N l CK M.J., SCH l NE J. a n d  ROLFE B.G.. ,1983b ~ 
Heat c u r i n g  of a sym p l a s m i d  in  a fas t -g row ing  Rhizobium s p  l 
t h a t  i s  able to nodu la te  legumes a n d  the  non-legume Paraspon ia  sp. 
J. Bact .  153 : 527 - 531. - i 

1 , 
MORT A.J. a n d  BAUER W.D., 1980. 
Composition o f  the capsu l  a r  a n d  ex t race l  l u l a r  po lysacchar ides  o f  
Rhizobium japonicum Changes w i t h  c u l t u r e  age a n d  co r re la t i ons  
w i t h  b i n d i n g  o f  soybean seed lec t i n  to the bac te r ia .  
P l a n t  Physio l .  66 : 158 - 163. 

7 



MORT A.J. a n d  BAUER w.D., 1982.. 
Appl i c a t  ion  o f  two new rnethods fo r  c leavage of po lysacchar ides  
i n t o  spec i f i c  01 i gosacchar ide  fragments. S t ruc tu re  of the  c a p s u l a r  a n d  
ex t race l  l u l a r  po lysacchar ides  o f  Rh izob ium japanicum t h a t  b i n d  
soybean lec t i  n. 
J. Bio l .  Chemist. 257 : 1870 - 1875. - 
MULDER J.A. a n d  VENEMA G., 1982. 
Transformat ion  - def i c i e n t  mutants  of Baci 1 1:us s u b t i l  i s  i rnpaired 
in cornpetence - spec i f i c  nuklease ac t i v i t i es .  
J. Bact. 152 : 166 - 174. l - 
MUTAFTSCH 1 EV S., VASSE J. a n d  TRUCHET G. , 1982. 
Exost ruc tures  of Rhizobium me l i l o t i .  
Fems M ic rob io l .  Le t t .  13 : 171 - 175. - 
MYLROIE J.R., FRIELLO D.A. a n d  CHAKRABARTY A.M., 1978. 
Transformat ion  of Pseudornonas p u t i d a  wi t h  chromosornal DNA. 
Biochern. Biophys.  Res. Comrn. 82 : 281 - 288. - 
NOACK D., FRIEDLER G. a n d  GEUTHER R., 1984. 
Gene express ion a f te r  t rans format ion  of Streptomyces l i v i d a n s  
pro top las ts  w i t h  p las rn id  P 1 J 2 DNA. 
Ze i t sch r i f t  f ü r  al lgerneine M ik rob io l .  24 : 161 - 166. - 
NUTl M.P., LEDEBOER A.M., LEP lD l  A.A. a n d  SCHILPEROORT R.A., 1977. 
La rge  p lasmids  in  d i f f e r e n t  Rhizobium species. 
J. Gen. M ic rob io l ,  100 : 241 - 248. - 
NUTl M.P., LEPlDl  A.A., PRAKASH R.K., SCHILPEROORT R.A. a n d  
CANNON F.C., 1979. 
Evidence f o r  n i t rogen  f i x i n g  ( n i f )  genes on ind igenous Rhizobium 
plasmids. 
Nature, 282 : 533 - 535. - 
NUTMAN P.S., 1969. 
Genetic of symbiosis a n d  n i t r o g e n  f i x a t i o n  in  legumes. 
Proc. Roy. Soc. B., 172 : 417 - 437. # - 
O'GARA F. a n d  SHANMUGAM K.T., 1976. 
Control of symbio t ic  n i t r o g e n  f i x a t i o n  in  Rhizobia.  Regu la t ion  of 
N H ~ '  ass im i la t i on .  
Biochem:et Biophys.  Acta.  451 : 342 - 352. - 
OLIVARES J. , BEDMAR E. J. a n d  MARTI NEZ-MOL 1 NA E. , 1984. 
l n f e c t i v i t y  o f  Rhizobium me l i l o t i  as  affected b y  ex t race l  l u l a r  
polysacchar ides.  
J. Appl .  B a c t e r i ~ l  56 : 389 - 393. - 
ORR - WEARVER T. L., SZOSTAK J. W.  a n d  ROTHSTE 1 N R .J. , 1983. 
Genetic a a p l  i ca t i ons  o f  yeast t rans format ion  w i t h  l i n e a r  a n d  gapped 
plasmids.  
Meth. in Enzymol. 101 : 228 - 245. - 
ORZECH Mc DONALD K. a n d  BURKE W. F. , 1984. 
Plasmid t ransforrnat  i o n  o f  Bac i  i l u s  sphaer icus  1593. 
J. Gen. Microb io l .  130 : 203 - 208. - 



PAAU A.S. a n d  COWLES J.R., 1975. 
cornparisonof- DNA polyrnerase o f  Rhizobium m e l i l o t i  a n d  a l f a l f a  

II 

bactero i  ds. 
P lan t  P h y s i o l .  56 : 526 - 528. - 
PAAU A.S., LEE D. a n d  COWLES J.R., 1977. 
Comparison o f  nuc le i c  a c i d  content in  popu la t i ons  of f r e e - l i v i n g  
a n d  syrnbiot ic Rhizobium me l i  l o t i  b y  f l o  w microf luorometry.  
J. Bact.  129 : 1156 - 1158. - 
PAAU A.S., COWLES J.R. a n d  RAVEED D., 1978. 
Developrnent of bac te ro ids  in  a l f a l f a  ( Medicago sat ivg j  nodules. 
P l a n t  Phys io l  . 62 : 526 - 530. - - 
PAAU À.S., ORO J. a n d  COWLES J.R., 1979. 
DNA content o f  f ree  l i v i n g  Rh izob ia  a n d  bactero ids  of v a r i o u s  
Rhizobium - legume associat ions.  
P lan t  'Physio l ,  - 63 : 402 - 405. 

PAAU A.S. a n d  B R l L L  W.J., 1982. 
Comparison of t h e  genornic arrangement a n d  the  r e l a t i v e  t r a n s c r i p t i o n  
o f  the n i t rogenase genes in  Rhizobium me l i l o t i  d u r i n g  symbio t ic  
developrnent in  a l f a l f a  roo t  nodules. 
Can. J. Mic rob io l .  28 : 1330 - 1339. - 
PAGE W. J. a n d  T l  GERSTROM M., 1979. 
Optimal cond i t i ons  f o r  t rans fo rmat ion  o f  Azotobacter v i n e l a n d i i  
J. Bact .  139 : 1058 - 1061. - 
PALOMARES A., MONTOYA E. a n d  OL l VASES J., 1978. 
The qua1 i t y  a n d  r a t e  of ex t race l  lu1 a r  po lysacchar ides  produced 
b y  Rhizobium rnel iloti ans  t h e i r  i n d u c i  ng ef fect  on  pol  y g a l  acturonase 
p roduc t ion  i n  legume roots  as d e r i v e d  f rom the presence of 
extrachromosoma l 3NA. 
Microbios 22 : 7 - 13. - 
PUEPPKE S.G., 1983. 
Soybean l e c t i n  : Ooes i t have  a n  essent ia l  r o l e  i n  the  Rhizobium - 
soybean syrnbiosis ? 
I n  : ~ h e m .  taxonomy, Molec. B io l .  a n d  func t .  p l a n t .  l ec t i ns ,  
LlSS A.R. Ed., New-York : 225 - 236. 

RAINA J.L. a n d  MODI V.V., 1969. 
Genetic t rans fo rmat ion  i n  Rhizobium. 
J. Gen. Microb io l .  57 : 125 - 130. - 
RAINA J.L. a n d  MODl V.V., 1971. 
F u r t h e r  s tud ies  o n  genet ic  t rans fo rmat ion  i n  Rhizobium. 
J. Gen Microb io l .  65 : 161 - 165. - 
RAINA J.L. a n d  MO01 V.V., 1972. 
Deoxyr i  bonucleate b i  n d i  n g  a n d  t rans format ion  in  Rhfzobiurn japonicum. 
J. Bact.  1 1 1  : 356 - 360. - 
RANDEN J.V. a n d  VENEMA G . ,  1981. 1 
Assimi l a t i o n  o f  s i n g l e  - s t randed  donor deoxyr ibonuc le ic  a c i d  f ragments  ~ 
b y  nucleoids o f  competent cu l tu res  o f  B a c i l  l u s  s u b t i l  is .  
J. Bact.  145 : 1177 - 1188. - 



L 
REIJ~DERS L., VISSER L., AALBERS A.M.T., VAN KAMMEN A. a n d  
HOUWERS A. , 1975. 
A comparison of DNA f rom f r e e  l i v i n g  a n d  endosymbiot ic 
Rhizobium leguminosarum ( s t a i n  PRE). 
Biochen. Biophys. Acta. 414 : 206 - 216. 

ROSENBERG C., BO ISTARD P., DENAR 1 E J. a n d  CASSE-DELBART F . , 1981 . 
Genes c o n t r o l l i n g  e a r l y  a n d  l a t e  func t ions  in  symbiosis a r e  located 
on a megaplasmid in Rhizobium me l i l o t i .  
Mol. Gen. Genet. 184 : 326 - 333. - 
ROSENBERG C., CASSE-DELBART F., DUSHA I ., DAV ID M. and.  
BOUCHER L., 1982. 
Megaplasmids in  the  p l a n t  - associated b a c t e r i a  Rhizobium me1 i l o t i  
a n d  Pseudomonas sol anacearum. 
J. Bact ;  150 : 402 - 406. - 
RODR l GUEZ - SOLORZANO L., RODR l GUEZ J .C., ORT l Z J. M. a n d  
MELLADO A., 1984. 
E f f i c i en t  t rans format ion  o f  a Yers in ia  e n t e r o l i t i c a  s t r a i n  (sero type 0 :3 )  
b y  pBR 322 DNA. 
Perns Microbio l  l e t t .  23 : 329 - 331. - 
RUVKUN G.B. a n d  AUSUBEL F.M., 1980. 
l nterspec ies homology of ni trogenase genes. 
Proc. Nat.  Acad. Sci. ,  U.S.A., 77 : 191 - 195. - 
RUVKUN G. B., SUNDARESAN V. a n d  AUSUBEL F.M., 1982. 
D i rec ted transposon Tn5 rnutagenesis a n d  compiernentat ion  a n a l  y s i s  
o f  Rhizobium m e l i l o t i  symbio t ic  n i t rogen  f i x a t i o n  genes. 
Cel l .  29 : 551 - 559. - 
SANCHEZ F., BOL 1 VAR F. a n d  MARTUSCELL 1 J.. 1976. 
~ r a n s f o r m a t i o n  of Escher i ch ia  c o l i  b y  chrornosomal deoxyr ibonuc le ic  
ac i  d f rom Sa lmonel la  Typhi . 
J.Bact. 125 : 747 - 749. - 
SANDERS R . E., CARLSON R. W. and  ALBERSHE l M P., 1978. 
A Rhizobium mutant  i ncapab le  of nodu l  a t i o n  a n d  normal  po l ysacchar ide  
Na tu re  271 : 240 - 242. secret ion  

SANDEIIS R.E., RALEIGH E. a n d  SIGNER E., 1981. 
Lack  of co r re la t i on  between ex t race l  l u l a r  po lysacchar ide  a n d  nodu la t i on  
a b i  1 i t y  in Rhizobium. 
Nature  292 : 148 - 149. 

SCHMIDT J., JOHN M., I<ONDOROSI E., KONDOROSI A., W IENEKE U., 
SCHRODER G., SCHIIODES J. a n d  SCHELL J., 1984. 
Mapp ing  o f  the p r o t e i n  - cod ing  regions of Rhizobium me l i l o t i  
common nodu l  a t i o n  genes. 
The EMBO J. 3 : 1705 - 1711. - 
SCOTT B. a n d  RONSON C.W., 1982. 
l dent  i f  i c a t i o n  a n d  mobi l i z a t i o n  b y  coi  n teg ra te  fo rmat ion  of a 
nodu la t i on  p lasmid  i n  Rhizobium t r i f o l i i .  
J. Bact.  151 : 36 - 43. - 
SELVARAJ G. and l YER V. N., 1981 . 
Genetic t rans format ion  of Rhizobium me1 i l o t i  b y  p l a s m i d  DNA. 
Gene 15 : 279 - 283. - 



SEN M., PAL T.K. a n d  SEN S.P., 1969. 
1 n tergenet ic  t ransforrnat  i on  between Rhizobium a n d  Pizotobacter. 
Antonie Van leeuwenhoek 35 : 533 - 540. - 
SET0 H. a n d  TOMASZ A. , 1975. 
Select ive re lease of a deoxy r ibonuc le i c  ac id -b ind ing  f a c t o r  frorn 
the  sur face of cornpetent pneurnococci. 
J. Bact. 124 : 969 - 976. - 
SHANTHARAM S. and WONG P.?., 1982. 
Recognit ion o f  leguminous hosts b y  a promiscuous Rhizobium s t r a i  n. 
App l .  E n v i r .  Mic rob io l .  43 : 677 - 685. - 
SHARlFl E. , 1984. 
P a r a s i t i c  o r i g i n s  of n i t r o g e n  - f i x i n g  Rhizobium - legurne syrnbiosis. 
A. rev iew o f  the evidence.  
Biosysterns. 16 : 269 - 289. - 
SHERWOOD J.E., VASSE J.M., DAZZO F .B. a n d  TRUCHET G.L., 1984. 
Developrnent a n d  t r i f o l i i n  A - b i n d i n g  a b i l i t y  of the capsu le  
o f  Rhizobium t r i f o l  ii. 
J. Bact.  159 : 145 - 152. - 
SIBOLD L. a n d  ELMERICH C., 1982. 
Const i tu t ive  expression of n i t rogen  f i x a t i o n  ( n i f )  genes o f  
Klebsie l  l a  pneumoniae due to a DNA dup l i ca t i on .  
EMBO J. 1 : 1551 - 1558. - 
SKOGEN - HAGENSON M.J. a n d  ATHERLY A.G., 1983. 
H i g h  f requency i n d u c t i o n  o f  nodu la t  i on  a n d  ni t rogen f i x a t i o n  
mutants  of Rhizobium japonicum. 
J. Bact.  156 : 937 - 940. - 
SKORUPSKA A., STEPKOWSKI T. a n d  LORKlEWlCZ Z., 1984. 
P l  asmids a n d  bacter ioc i  nogenic i  t y  o f  n o d u l a t i n g  and  non-nodu la t ing  
Rhizobiurn t r i f o l  i i s t r a i  ns  
Microbios 39 : 41-48. 

SMITH H., DEVOS W. a n d  BRON S., 1983 a. 
Transformat ion  i n  B a c i l l u s  s u b t i l i s  : proper t ies  of DNA - b i n d i n g  - 
def ic ien t  mutants.  
J. Bact.  153 : 12 - 20. - 
SMITH H., WIERSMA K. ,  BRON S. a n d  VENEMA G., 1983 b .  
Transformat ion  in Baci l lus  s u b t i l  i s  : p u r i f i c a t i o n  and  p a r t i a l  
c h a r a c t e r i z a t i o n  of a membrane - b o u n d  DNA - b i n d i n g  p r o t e i n .  
J. Bact.  156 : 101 - 108. - 
SOLHEIM B. a n d  RAA J., 1973. 
Charac te r i za t i on  of t h e  substances c a u s i n g  deformat ion o f  root  
h a i r s  of t r i f o l  i ium r e i p e ~ s  when inocu la ted  w i t h  Rhizobium t r i f o l i i .  
J. Gen Microb io l .  77 : 241 - 247. - 
SOLHEIM B., 1983. 
Possible r o l e  of lec t ins  in b i n d i n g  Rh izob ia  to host roots. 
1 n : lec t ins  ,' Vol 111, BOG - HANSEN a n d  SPENGLER Ed. , B e r l  i n  : 
540 - 547. 



SOUTHERN E .M., 1975. 
Oetect i o n  o f  speci f  ic sequences among DNA f ragments separa ted 
b y  ge l  e iectrophoresis.  
J. Mol. B io l .  98 : 503 - 517. - 
STACEY G., PAAU A.S., DALE-NOEL K., MAIER R.J., SIVER L.E. a n d  
B R l L L  W.J., 1982. 
Mu tan ts  of Rhizobium japonicurn defect ive i n  nodu la t i on  : 
Arch. Microb io l . ,  132 : 219 - 224. - 
STEVENS S.E., PORTER J.R. a n d  PORTER R.D., 1980. 
Transformat ion  i n  Agrnel lum q u a d r u p l  icaturn 
Proc. Nat.  Acad. Sci., U.S.A., 77 : 6052 - 6056. - 
STEWART G.J.. , CARLSON C.A. a n d  INGRAHAM J.L., 1983. 
Ev idence f o r  a n  a c t i v e  r o l e  o f  donor c e l l s  in n a t u r a l  
t ransforrnat  i on  of Pseudomonas s tu tze r i  . 
J. Bact .  156 : 30 - 35. - 
SUDARES4N. V., JONES J.D.G., OW D.W. a n d  AUSUBEL F.M., 1983 a.  
Regulat ion of nif  genes in K lebs ie l  l a  pneurnoniae a n d  Rhizobiuni  m d i l o t i  
I n : Gene expres.,  L l SS A.R. Ed. ,  New-York press : 175 - 185. 

SUNDARESAN V., OW D.W. a n d  AUSUBEL F.M., 1983 b. 
A c t i v a t i o n  of K lebs ie l  l a  pneumoniae a n d  Rhizobium me1 i l o t i  
ni t rogenase promoters b y  gr ln ( n t r )  r e g u l  a t o r y  pro te ins .  
Proc. Nat .  Acad. Sci., U.S.A., 80 : 4030 - 4034. - 
SUTTON W .D., JENSEN N.M. a n d  SHAW B.D., 1977. 
Changes i n  the  nurnber, v i a b i  l i t y  a n d  arnino ac ids  i nco rpo ra t i  n g  
a c t i v i  t y  of soybean bactero ids .  
P l a n t  Phys io l .  59 : 741 - 744. - 
SUTTON W.D., PANKHURST C.E.. a n d  GRAlG A.S., 1981 
The Rhizobium bac te ro id  state.  
I n  : I n t .  Rev. Cytol . ,  Suppl.  13, ATHERLY A. E.d., New-York 
Acad. p ress  : 149 - 177. 

SZETO W. W., Z l MMERMAN J .L., SUNDARESAN V. and  AUSUBEL F.M., 1984. 
A Rhizobium rneli l o t i  r e g u l a t o r y  genes. 
Cel l .  36 : 1035 - 1043. - 
TAKAHASH l W.,  YAMAGATA H., YAMAGUCH l K., TSUKAGOSH I N. a n d  
UDAKA S. , 1983. 
Genetic t rans format ion  of B a c i l l u s  Srewis  47, a p r o t e i n  - secre t ing  
bacter iurn,  b y  p lasrn id DNA. 
J. Bact .  156 : 1130 - 1134. - 
T l  CHY P., RYT l R V. a n d  I<OHOUTOVA M., 1968. 
Genetic t rans format ion  a n d  t rans fec t i on  of 8 a c i  l l u s  s u b t i l  i s  
spheropl  asts. 
Fol.  M ic rob io l .  13 : 510 - 514. - 
TJEPKEMA J. a n d  EVANS H.J., 1975. 
N i t rogen  f i x a t i o n  b y  f ree  - l i v i n g  Rhizobium in a de f ined  
l i q u i d  medium. 
Biochern. a n d  Biophys.  Ses. cornrn. 65 : 625 - 628. - 



TRUCHET G. ,. ROSENBERG G.C., VASSE J., JULLIOT J.S., 
CAMUT S. a n d  DENARIE J., 1984. 
Transfer  o f  Rhizobium mel i  l o t i  pSym genes i n t o  Agrobacter ium 
tumefasciens: Host-specif ic n o d u l a t i o n  b y  a t y p i c a l  in fec t ion .  

J. Bact.  157 : 134 - 142. - 
VAN DIE I ., VAN OOSTERHOUT A., BERGMANS H. a n d  HOEKSTRA W., 1983. 
The in f l uence  of phase t r a n s i t i o n  of membrane l i p i d s  o n  u p t a k e  
o f  pl asmid DNA in  Escher i ch ia  col  i t rans format ion .  
FEMS Microb io l  le t t .  18 : 127 - 130. - 
VAN RANDEN J. a n d  VEMEMA G., 1981. 
Ass imi la t ion  of s i n g l e  - s t randed  donor deoxyr ibonuc le ic  a c i d  

- 
f ragments b y  nuc leo ids  of competent c u l t u r e s  of BacCK!us s u b t i l i s .  
J. Bact.  145 : 1177 - 1188. 

VAN RANDEN J., W I ERSMA K. a n d  VENEMA G., 1982 a. 
Unstable associat ion in v i t r o  between donor a n d  r e c i p i e n t  
DNA in B a c i l l u s  s u b t i l i s .  
J. Bact;  152 : 275 - 283. - 
VAN RANDEN J., W IERSMA K a n d  VENEMA G., 1982 b. 
I n i t i a t i o n  of recombinat ion d u r i n g  t rans format ion  of B a c i l  l u s  s u b t i l  i s  
r e q u i  res  no ex tens ive  homologous sequences . 
Mol. Gen. Genet ; 188 : 499 - 507. - 
VERMA D.P.S. a n d  LONG S., 1983. 
The molecu lar  b io logy  of Rhizobium - legurne syrnbiosis 
l n  : I n t .  Rev. Cyto l .  Suppl 14, New-York Acad. Press : 211 - 245. 

V I JAYAKUMAR M. N. a n d  MORR l SON D .A. , 1983. 
Fate of DNA ecl ipse complex d u r i n g  genet ic  t rans format ion  i n  
Strep tococcus pneumon i ae. 
J. Bact.  156 : 644 - 648. - 
VINCENT J.M. , 1980. 
Factors  c o n t r o l l i n g  the  legurne - Rhizobium syrnbiosis. 
I n  : Ni t rogen f i x a t .  (. icet ter ing I n t .  Symp.Nitrogen F i x a t i o n )  
103 - 129. 

WAHL G.M., STERN M. a n d  STARK G.R., 1979. 
E f f i c i en t  t r a n s f e r  o f  l a r g e  DNA f ragments  frorn agarose gels to 
d iazobenzy lo  methyl - paper  a n d  r a p i d  h y b r i d i z a t i o n  b y  using 
d e x t r a n  su l fa te .  
Proc. Nat. Acad. Sci., U.S.A., - 76 : 3683 - 3687. 

WATSON J.M., SEHOFIELD P.R., RIDGE R.W., DJORDJEVIC M.A., 
ROLFE B.G. a n d  SHlNE J., 1983. 
Molecular  c l o n i n g  a n d  a n a l y s i s  of a r e g i o n  of the sym plasrn id 
of Rhizobi  um t r i f o l  i i encodi ng c love r  nodu l  a t  ion  f unct  ions  
P lan t .  Molec. Bio l . ,  LISS A.R. Ed., New-York Press : 303 - 318. 

WEEPNER W.A. and  LEACH F.R., 1978. 
The i n i t i a l  attachment of t rans for rn ing  DNA to cornpetent 
B a c i l l u s  s u b t i l i s .  
Mol. Gen,. Genet. 160 : 131 - 137. - 



W l LSON K.J., HI RSCH L .M., JONES J. D .G. a n d  :AUSUBEL F.M., 1983. 
Agrobacter ium c o n t a i n i n g  c loned Rhizobium m e l i l o t i  nodu la t i on  
genes forms ine f fec t i ve  nodules on a l f a l f a .  
In : Adv. in gene techn : Molec. genet ics p l a n t s  a n d  an ima ls ,  
Acad. p ress  : 233 - 253. 

WONG CH. , PANKHURST C.E., KONDOROSI A. a n d  BROUGHTON W .T . , 1983. 
Morphology of roo t  nodules a n d  nodu le- l i ke  s t ruc tu res  formed b y  
Rh+izobium a n d  Agrobacter ium s t r a i n s  c o n t a i n i n g  a Rhizobium mef l lo t i  
megap l asmi d . 
J. Cel l  B io l .  97 : 787 - 794. - 
YAO P.Y. a n d  VINCENT J . M . ,  1976. 
Factors  responsi b l e  f o r  t he  c u r l  i n g  a n d  b r a n c h i n g  of c love r  root  
h a i r s  b y  Rhizobium. 
P lan t .  Soil 45 : 1-16. 

ZIMMERMAN J.L., SZETO W.W. a n d  AUSUBEL F.M., 1983. 
Mo lecu la r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  Tn5 - induced symbio t ic  ( ~ i x - )  
mutants  of Rhizobium me1 i loti. 
J. Bact .  156 : 1025 - 1034. 

ZLOTNIKOV K.M., CHATUEV B.M. a n d  KHMELNITSKY M.I . ,  1984. 
A note on the i so la t i on  of auxo t roph ic  mutants  of Rhizobium japonicum 
J. App l .  Bact.  56 : 173 - 174. - 
ZURKOWKI W.,  HOFFMAN M. a n d  LORKIEWICZ Z., 1973. 
Effect of a c r i f  l a v i n e  a n d  sodium dodecy l su l fa te  o n  infect iveness 
o f  Rhizobium t r i f o l i i .  
Ac-ta Microb io l .  Polon., Ser. A, 5 : 55 - 60. 

ZURKOWSK I W .  a n d  L08K I EW I CZ Z., 1978. 
,E f fec t i ve  method f o r  the  i s o l a t i o n  of non n o d u l a t i n g  mutants of 
Rhizobium t r i f o l i  i. 
Genet. Res. (Cambr idge) - 32 : 31 1 - 314. 

ZURKOWSK l W. a n d  LORK l EW l  CZ Z. , 1979. 
P l  asmid mediated cont ro l  o f  nodul a t i o n  i n  Rhizobium t r i f o l i i  
Arch.  Microb io l .  123 : 195 - 201. - 



= s n q  

L'appl icat ion d'une hchnique.de transformation ggnetique a une souche de 
. Rhizobium mliloti M5H1 exigeante en isoleuf ine e t  en va l  ine ( I l e '  Val O )  a per- 

mf s le t r ans fe r t  6 s  caractères Il@+ e t  Va1 . 
Les ce1 l u les  transforMeo obtenues qui  presentent des modifications morpho- 

logiques par rapport li l a  souche I n i t i a l e  o n t  aussi perdu l e  caractere muqueux ; 
cer ta i  nes de ces ce1 1 u l  es sont devenues i nça pabl es d ' i nf ecter 1 a 1 uzerne . 

L'expression des caracteres correspondant li une information genetique speci- 
f i  que, nous. avons analysa l e  contenu plasmi d i  que des bacteries transform&es . Cet- 
t e  étude a révlel4 d'importantes modif icat ions s o i t  l a  d i spa r i t i on  des plasmides 

- indigenes de l a  souche i n i t i a l e  avec ou sans appari t ion d 'un nouveau plasmide de 
potds mol écu1 a i r e  i n fe r l eu r  à ceux i n i  t i a l  ement présents. Grdce il 1 ' u t i  1 i s a t i  on 
des techniques d'hybridation ONA/DM, nous avons montré que l e  DNA des p l  asmides 
indigènes de l a  souche parentale e s t  toujours présent chez les clones transformes. 
lUon visual isable sous une forme plasmidique, su i te  au t rans fe r t  genétique, il a 
vraisemblablement e t f i  intégr i l  dans l e  chromosme. 

L '  analyse des p e t i t s  p l  asmides apparus chez 1 es souches transformées i ndi que 
qu 'i 1 s ne proviennent pas du plasmide moyen de 1 a souche i n i t i a l e  mais qu ' i 1 s 
pourraient s 'Btre constitues 8 p a r t i r  du DNA transformant. 

L ' in fec t ion  de plantules de luzerne p a r  des clonas transformés a conduit a 
1 'obtention de clones ayant reacquis 8 1 a f o i s  les caractbres phénotypiques de l a  
souche i n i t i a l e  ainsi  que les plasmides prdsents chez l e s  bacteries avant l a  
transformation. 

L' integration des plasmides dans l e  chromosome a é t é  confirmée. 


