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A V A N T  - P R O P O S  

L'association symbiotique des souches du genre  Rhizobium a v e c  les plantes d e  

l a  f a m i l l e  d e s  ~ é g u m i n e u s e s  se t r a d u i t  p a r  l a  f i x a t i o n  d e  l ' a z o t e  

atmosphérique. 

Lors d e  cette association, l 'échange des nutr iments  e n t r e  l e s  deux- symbiontes 

est d 'une importance capi ta le  pour le développement et le  maintien d e  l a  

f ixation d e  l 'azote. 

Les  glucides sont t r è s  abondants dans les nodules des ~ é g u m i n e u s e s  mais leur 

rôle dans  l 'établissement d e  l 'efficience r e s t e  incer ta in  contra i rement  aux 

acides dicarboxyliques dont le  rôle est primordial. 

Dans notre  Laboratoire, nous étudions part iculièrement le  métabolisme 

énergét ique et sa régulation chez  les cellules d e  Rhizobium à l ' é t a t  libre, afin 

d e  mieux  c o m p r e n d r e  l e u r  f o n c t i o n n e m e n t  l o r s  d e  l a  symbiose .  

Des travaux antér ieurs  au Laboratoire ont  montré  que le  t ranspor t  du glucose 

et du f ructose  chez  R. meliloti M5Nl est réalisé par un mécanisme actif  qui 

dépend d e  l 'énergisation d e  la membrane.  L e  sys tème de  transport  d e  chacun 

d e  ces deux hexoses peut  ê t r e  considéré c o m m e  consti tutif  et i l  subit  une 

répression catabolique par l e  succinate.  

Afin d e  contribuer à une meilleure compréhension d e s  phénomènes d e  

régulation chez  Rhizobium, nous avons isolé par méthode biologique d e s  

mutan t s  métaboliques. Nous avons obtenu des  souches incapables d'utiliser d e  

nombreux subst ra ts  carbonés, mais se développant normalement à par t i r  d e  

cer ta ins  acides organiques dont le  succinate. 

Les  travaux réalisés on t  permis d e  montrer que le  sys tème  d e  répression 

catabolique par le  succinate chez Rhizobium est voisin d e  celui exis tant  chez  

E. coii et contrôlé par l e  glucose. 



I N T R O D U C T I O N  



I O  - PRESENTATION DU GENRE RHIZOBIUM ET DE LA SYMBIOSE 

1.1. L e  genre Rhizobium 

L e  genre  Rhizobium regroupe l 'ensemble des  bactér ies  capables d'induire l a  

format ion d e  nodules sur les racines des  plantes  d e  l a  famil le  d e s  

Légumineuses. 

Des  é tudes  sérologiques et lysotypiques (DE LEY et RASSEL, 1965 ; VINCENT ' 

et HUMPHREY, 1970) o n t  permis de  séparer  le  genre  Rhizobium en  deux 

grandes catégor ies  d 'espèces (l'ab. 1) : 

- l e s  espèces à croissance rapide qui on t  un t emps  d e  génération variant  d e  

2 à 4 h ,  

- les  espèces  à croissance lente  qui ont un temps d e  génération d e  6 à 8 h. 

Chaque espèce  est définie par rapport  à un ensemble d e  Légumineuses qu'el le 

i n f e c t e  s p é c i f i q u e m e n t  et a v e c  l e q u e l  e l l e  e n t r e t i e n t  d e s  r e l a t i o n s  

symbiotiques. 

1.2. La  symbiose 

L e  phénomène d e  la symbiose s e  ca rac té r i se  par une sér ie  d 'é tapes  conduisant 

à un nodule  " e f f i c i e n t " ,  c ' e s t - à - d i r e  f i x a n t  l ' a z o t e  a t m o s p h é r i q u e .  

Dans un premier temps, par chimiotact isme vis-à-vis des  exsudats racinaires 

d e s  plantes hôtes, les Rhizobia s ' a t t achen t  aux poils radiculaires et fo rment  

par la  suite un cordon infectieux qui progresse dans le  poil en se ramifiant. 

L e  cordon infectieux pénètre  alors dans les  cellules végétales où i l  se 

désagrège e n  l ibérant l e s  bactéries. Les  cellules d e  Rhizobium se dif férencient  

e n  "bactéroïdes" : el les  prennent une morphologie t r è s  variable (pléimorphe), 

d i f f é r e n t e  d e  l a  f o r m e  b a c i l l a i r e  q u ' e l l e s  p o s s è d e n t  h a b i t u e l l e m e n t .  

C e s  bactéroïdes acquièrent  alors le  pouvoir de  fixer l ' azote  atmosphérique 

g r â c e  à l a  nitrogénase. C e t  enzyme est régulé par l a  léghémoglobine qui 

assure  le  transport  de  l'oxygène du cytosol anaérobique des cellules hôtes aux 

bactéroïdes, t o u t  en protégeant  la  nitrogénase de l ' inactivation par l'oxygène. 



Rhizobium Plantes 

Rhizobium meliloti 

Rhizobium leguminosarum 

biovar viceae 

biovar trifolii 

biovar phaseoli 

Rhizobium loti 

Rhizobium fredii 
Bradyrhizobium japonicum 

Azorhizobium caulinodans 

Rhizobium NGR 234 
Bradyrhizobium sp. 

Medicago (Luzernes), Melilotus (~\,lélilots), 
Trigonella (f enu-grec) 

Pisum (Pois), Leus (Lentilles) 

Trifolium (Trèfles) 

Phaseolus (Haricots) 

Lotus (Lotier) 

Glycine max (Soja) 
Glycine soja 

Sesbania 
(nodules sur les tiges) 

Parasponia 
(non Iégumineuse) 

Tableau 1 - Exemples d'associations Rhizobium-plante. 



L a  réduction de  l ' azote  en  ammonium peut  se résumer c o m m e  suit : 

+ N2 + 13ATP + 6NADPH + ZH+->~NH~ + 13ADP + 1 3  Pi + 6 NADP' + 6e- 

II. - NUTRITION CARBONEE DES CELLULES LIBRES DE RHIZOBIUM 

D e  nombreux au teurs  s e  sont  in téressés  aux subst ra ts  carbonés à par t i r  

desquels les espèces  de  Rhizobium t i r en t  leur énergie. 

L e  tableau 2 représen te  les sources d e  carbone utilisées par les  espèces  d e  

Rhizobium. 

Chez  les  Rhizobia à croissance rapide, une grande var ié té  d e  subst ra ts  

carbonés est uti l isée (hexoses, pentoses, polyols, acides organiques, bi et 

trisaccharides). 

P a r  contre,  les Rhizobia à croissance l en te  sont  incapables d'utiliser les  

ac ides  organiques, l e s  bi et trisaccharides. 

L e s  acides organiques sont cependant t ranspor tés  et oxydés par ce second 

groupe d e  Rhizobium (KEELE et coll., 1970 ; STOWERS et ELKAN, 1984). 

L e  glycérol const i tue  la  source d e  carbone l a  plus universelle pour l a  

croissance d e  toutes  les espèces d e  Rhizobium (ARIAS et M ARTINEZ-DRETS, 

1976). 

III. - TRANSPORT ET METABOLISME ENERGETIQUE DES SUBSTRATS 

CARBONES CHEZ LES CELLULES LIBRES DE RHIZOBIUM 

3.1. Le  transport 

 étude des  mécanismes de  transport  chez Rhizobium a été e f f e c t u é e  dans l a  

major i té  des  cas sur les cellules libres d e  Rhizobium. L e s  au teurs  on t  pu 

démontrer  que, contra i rement  à l a  plupart des  au t res  espèces  bactériennes,  l e  

t ranspor t  n'est pas  réalisé par le sys tème PTS (phosphotransferase system) et 



Tableau 2. Nutri t ion carbonée chez Rhizobium. 

Source d e  
carbone 

Glucose 

Fruc tose  

Galactose  

Gluconate 

M annose 

Mannitol 

Rhamnose 

Dulci to l  

Arabinose 

X ylose 

Raffinose . 

Saccharose 

Lac tose  

Tréhalose 

Glycérol 

P yruvate 

C i t r a t e  

Succinate  

F u m a r a t e  

Malate 

a : l a  major i té  des  souches sont capables  d'utiliser l a  
source  d e  carbone 

b : croissance non déterminée 
c : a u  moins une souche est capable d'utiliser l e  subst ra t  

carboné 
d : aucune souche n 'es t  capable d'utiliser l a  source d e  

carbone 

Rhizobium à 
croissance rapide 

+ a 

+ 

+ 

 ND^ 
+ 

+ 

+ 

+ C 
- 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Rhizobium à 
croissance l en te  

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ - 
ND 

+ 

+ - 
- - 

+ - 
ND 

d - 



que  les  hexoses se trouvent dans l e  cytoplasme sous une fo rme  chimiquement 

inal térée .  Ceci  a été mis e n  évidence en  ex t rayan t  et en  ident i f iant  le  "pool1' 

accumulé. Pour celà, les au teurs  on t  soit  utilisé d e s  analogues structuraux d e  

l'hexose, non métabolisables par l a  souche étudiée,  soit  d e s  mutan t s  

incapables d e  dégrader l 'hexose transporté.  

11 a été démont ré  que 1' a -méthyl glucose (analogue non métabolisable du 

glucose) chez R. legurninosarum WU235 (HUDMANN et GLENN, 1980) ainsi 

que l e  f ructose  (chez un mutant  fructokinase négative d e  la  souche MNF 

3841) (GLENN et coll., 1984a) d e  la  m ê m e  espèce  et chez  R. meliloti L5-30 

(GARDIOL et coll., 1980) sont accumulés sous une fo rme  non phosphorylée. 

3.1.1. Transport des  disaccharides 

L e s  R h i z o b i a  à c r o i s s a n c e  l e n t e  s o n t  i n c a p a b l e s  d e  t r a n s p o r t e r  l e s  

disaccharides (ELKAN et KWIK, 1968) ; par contre,  ceux à croissance rapide 

possèdent au moins 2 sys tèmes d e  transport ,  un commun au saccharose,  

mal tose  et tréhalose, et l 'aut re  spécifique au lac tose  (GLENN et DILWORTH, 

1981). 

3.1.2. Transport des  hexoses 

L e  transport  du glucose, f ructose  et mannose a été établ i  chez Rhizobium. 

L e s  caractér is t iques  importantes  d e  chacun d e  ces transports sont  résumées  

dans le  tableau 3. 

- L e  glucose est t ranspor té  ac t ivement  par énergisation d e  l a  membrane 

plasmique (HUDMAN et GLENN, 1980 ; DE VRIES et coll., 1982 ; STOWERS 

et ELKAN, 1983). 

HORNE2 et coll. (1984) o n t  montré,  chez  Rhizobium meliloti M5N1, que l e  

succinate  répr ime la glucose-perméase et que cette répression est levée par  

l 'addition dtAMPc. 

L a  perméase  a u  glucose ~ o s s è d e  des  fonctions thiols l ibres et son 

fonctionnement est favorisé par des  métaux t e l s  que le  magnésium et l e  



Tableau 3. L e s  d i f fé ren t s  sys tèmes d e  transport  des  hexoses et leurs 
c a r a c t é r i s t i q u e s  c h e z  l e s  c e l l u l e s  l i b r e s  d e  Rhizobium. 

Abréviations utilisées : 
ND : non déterminé ; ++ : inhibition supérieure à 80 % : + : 
inhibition e n t r e  55 et. 80 % ; + : inhibition e n t r e  45 et 55 % ; 
- pas d'inhibition ; (a) valeurs exprimées e n  pMolaire ; (b) 
valeurs exprimées e n  nmoles/min x mg d e  protéines ; (c) quand 
un système multiple d e  transport  existe,  "1" est le  sys tème d e  
f o r t e  af f in i té ,  "2", d e  faible affinité. 



manganèse. De  plus, e l l e  est très spécifique du glucose ; sa s téréospécif ic i té  

semble  ê t r e  l iée  à l a  na tu re  et à l a  position des substi tuants des  carbones en  

position 2 et 4 d e  la molécule du glucose. 

- L e  fructose  est aussi, c o m m e  le  glucose, t ranspor té  par un processus actif  

dépendant d e  l 'énergisation d e  la  membrane et subissant une répression 

catabolique AMPc-dépendante par le succinate  (HORNEZ et coll., 1984). 

- C o m m e  le glucose et le  fructose,  le mannose est accumu16 par un transport  

ac t i f .  L a  perméase a u  mannose est inhibée par le  N-éthyl-maleimide 

indiquant qu'elle cont ient  des  groupements thiols libres, et elle est 

répr imée lorsque les cel lu les  sont cult ivées sur succinate  (ARIAS et coll., 

1982). 

Les  systèmes d e  transport  d e  ces hexoses ne semblent pas  intervenir  dans l e  

phénomène de  la  symbiose. En e f f e t ,  le mutan t  fructose-perméase négatif d e  

R. t r i fo lü ,  isolé par RONSON et PRIMROSE (1979), cont inue à noduler et à 
f ixer  l ' azote  atmosphérique. 

En plus des  découplants énergét iques  du cyanure, qui sont  des inhibiteurs du  

t ranspor t  d 'électrons et qui provoquent une inhibition t r è s  sévère  d e  tous l e s  

sys tèmes de  transport  étudiés, l 'utilisation de  mutants  métaboliques a permis  

d e  montrer la na tu re  ac t ive  d e  ces systèmes d e  transport. Ainsi, l e s  mutants  

fructokinase négatifs  d e  R. meliloti (GARDIOL et coll., 1980) et R. 

leguminosarum (GLENN et coll., 1984a) et le  mutant  phosphoglucose-isomérase 

négatif d e  R. mefiloti M5Nl (EL CUEZZAR et coll., 1988) accumulent  l e  

f ruc tose  à l ' intérieur des  cellules. 

En conclusion, l e  transport  des  hexoses se fa i t  par un mécanisme actif et à 
t r avers  une membrane énergisée  par un gradient d e  protons, et i l  semble que  

ces systèmes n e  sont pas  énergisés d i rec tement  par 1'ATP du fa i t  que  

l 'arséniate,  qui est un inhibiteur d e  la consti tution du "pool" in t racel lu la i re  

d tATP issu du métabolisme intermédiai re ,  a peu ou pas d ' e f fe t  sur  

l 'accumulation d e s  hexoses. 



3.1.3. Le transport des acides dicarboxyliques 

Le transport  des  acides dicarboxyliques a été é tud ié  chez  l es  d i f férentes  

espèces  d e  Rhizobium (GLENN et coll., 1980 ; McALLISTER et LEPO, 1983 ; 

SAROSO et coll., 1984 ; ENGELKE et coll., 1987 ; HORNE2 et coll., 1989). 

L e  tableau 4 résume les  é tudes  f a i t e s  sur la  malate- et la  succinate-perméase 

chez  les cellules libres d e  R. leguminosarum, R. trifolii, R. cowpea et 

Bradyrhizobium japonicum. 

L'organisation et la régulation des  gènes d e  s t ruc tu re  du sys tème  d e  t ranspor t  

des  acides dicarboxyliques ont  m ê m e  été carac té r i sées  chez R. leguminosarum 

(RONSON et coll., 1984) et chez  R. meliloti (BIRKENHEAD et coll., 1988). 

Les  cinétiques d'accumulation montrent  que les perméases  spécifiques à ces 

acides  fonctionnent c o m m e  des enzymes mickaéliennes et les  Km apparents  

sont  d e  l 'ordre du millimolaire et varient  e n  fonction des espèces  étudiées. 

Chez  Bradyrhizobium japonicum USD 110 et USDA 217, McALLISTER et 

LEPO (1983) démontrent  q u e  le t ranspor t  du succinate  est sévèrement  inhibé 

par l e  cyanure, l 'azide et l e  2,4-dinitrophénol ; par contre,  l ' a rsénia te  est sans  

effet. C e  résu l t a t  suggère que le succinate  est t ranspor té  par un mécanisme 

act i f  dépendant d e  l 'énergisation d e  l a  membrane. 

Quant  à l a  na tu re  inductible ou consti tutive d e  ces perméases,  les é t u d e s  

e f f e c t u é e s  ont  montré d e s  différences en  fonction des  espèces  et des souches 

étudiées. Ainsi chez R. leguminosarum WU 235, Bradyrhizobium japonicum 

USDA 1-110 et R. cowpea USDA 3278, la  succinate- et la  malate-perméase 

sont  constitutives. 

P a r  contre ,  c h e z  R. legurninosarum CF 160 et CF 252, R. trifoiii CF 7012 et 

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 et USDA 117, l e  sys tème de  t ranspor t  

du succinate est inductible. En e f f e t ,  ces souches cult ivées sur d 'aut res  

subst ra ts  montrent  une t r è s  faible accumulation du succinate. 

L e  fumara te  et l e  malate  sont t ranspor tés  par le  m ê m e  système, en vertu d e  

l'inhibition compéti t ive exercée  par ces subst ra ts  lors du transport  du 



Paramètres ciné tiques Inhibition du transport nar 
Espèce et Substrat. Nature de Natuce du Rélérenccs 

WC he transporte Isaccumulation ryrteme 
éiudiies Km(a) Vmax(b1 Oécwplantr NEM Cyanure Arséniate 

énergétiques 

R. kgum' uy#uum 
CF 160 succinate 2,6 78,O Active p u  

malate hrg isa t ion  Fimn et 
CFS 18 succinate 1 ~ 9  36,O + + ND ND - k k membrane Lnductlbla coll., 1981 

malate 
WU 235 succinate ND ND ++ ++ +t - O constltutlf Glenn et 

coll., 1980 

R. aivpu 
NCR 231 ruccinate ND ND 44 ND ND ND indwt ibk Sarosa et O 

COII* 1984 
USDA 3278 succinate l0,O 2 3,O ++ ++ 44 - n c o n r t i ~ i l  San Francisco 

malate 6 ~ 1  7 ~ 7  + + ++ ++ - et Jacobr~n, 
1985 

B. pponicum 
USDA 1-1 10 succinate 7.3 22.5 4 + t + 44 - O I) San Francisco 

malate 6 ~ 7  12,6 + + + + ++ - O Y et  Jacobron, 
1985 

USDA 110 rwcinate 3s8 la6 ++ ND ++ - O plut6t UcAllistcr 
USDA 217 succinate 188 3,3 +t ND ++ - O lnductible et  Lep,  1983 

R. trifolü 
CF 7012 succinata ND ND ND ND ND ND ND lnductible Ronron et 

coll., 1981 

Tableau 4. Le transport des acides dicarboxyliques e n  C4 et sa régulation 
chez  les  cellules libres de Rhizobium (d'après 
THEODOROPOULOS, 1986). 

Abréviations utilisées : 
ND : non déterminé ; ++ : inhibition supérieure à 80 % ; 
= : inhibition entre 55 et 80 % ; + : inhibition entre 45 et 55 % ; 
- : pas d'inhibition ; (a) valeurs exprimées e n   molaire ; (b) : 
valeurs exprimées e n  nmoles.mn x mg de protéines. 



succinate  (FINAN et coll., 1981 ; RONSON et coll., 1981) et aussi du f a i t  q u e  

les mutants  déficients au niveau d e  la perméase  au succinate  n'utilisent pas  

non plus les deux a u t r e s  acides dicarboxyliques. 

L e  sys tème  d e  t ranspor t  des  acides  dicarboxyliques est d'une impor tance  

majeure  dans l e  phénomène d e  l a  fixation d 'azote  chez  diverses espèces  d e  

Rhizobium. Ainsi des  mutants  d e  R. meliloti (BOLTON et coll., 1986 ; 

ENGELKE et coll., 1987 ; HORNE2 et coll., 1989), R. trifolii (RONSON et 

coll., 1981) et R. leguminosarum (FINAN et coll., 19811, incapables d e  

t ranspor ter  les ac ides  dicarboxyliques en  CO, fo rment  des  nodules inefficients.  

C e s  nodules sont b lanchâtres  et dépourvus de  Iéghémoglobine. 

3.2. Le métabolisme énergétique 

Les  études,  entreprises sur le métabolisme énergétique d e s  cellules libres d e  

Rhizobium, montrent  qu'un grand nombre de  subst ra ts  carbonés est utilisé par  

Rhizobium pour la  croissance et l a  production d'énergie. 

Les  principales voies d e  dégradation d e  ces subst ra ts  carbonés son t  

représentées  sur les  f igures 1 et 2. 

3.2.1. Dégradation des disaccharides 

L'assimilation des  disaccharides t e l s  que le  saccharose, l e  lactose est rédui te  

aux Rhizobia à croissance rapide. 

L'invertase, l 'enzyme dégradant le  saccharose, est d é t e c t é e  uniquement dans  

les ex t ra i t s  cellulaires d e  R. meliloti, R. leguminosarum et R. trifolu 

(MARTINEZ-DRETS et coll., 1974). 

L a  na tu re  inductible d e  cet enzyme est justifiée par son ac t iv i t é  é levée quand 

les  cellules sont cult ivées sur saccharose. 

L a  f3 -galactoçidase qui hydrolyse le  lac tose  e n  glucose + galactose  est 

présente,  e l le  aussi, dans  l e s  ex t ra i t s  cellulaires d e  R. meliloti, R. 

leguminosarum et R. trifolii e n  croissance sur le  lac tose  (GLENN et 



Mannitoi Saccharose Lactose 

1-Arabinose / l  l /  
Gl ycérol-3-P 

1 
cycle 
ATC 

Pyruvate 

Figure 1. Métabolisme d e s  substrats carbonés c h e z  Rhizobium à croissance 
rapide (d'après EL GUEZZAR, 1987). 



Mannitol 

I 
F'ructose Glucose C lucona te  

l *  ~ c é t a l d é h y d e  

cycle 
ATC 

1 ,  
Glycerol 

Figure  2. ~ é t a b o l i s m e  des  subst ra ts  carbonés  chez Rhizobium à croissance 
l e n t e  (d'après EL GUEZZAR, 1987). 



DILWORTH, 1981), et l a  na tu re  inductible ou const i tu t ive  est dépendante d e  

l a  souche étudiée.  

UCKER et SIGNER (1978) observent que  le taux d e  l a  B -galactosidase est 

rédui t  quand l a  souche d e  R. meii loti  c ro î t  sur un mélange d e  lac tose  et d e  

succinate,  concluant ainsi que  l e  succinate  répr ime l a  B -galactosidase. 

3.2.2. Dégradation d e s  hexoses 

L e  m é t a b o l i s m e  d e s  h e x o s e s  est l a r g e m e n t  é t u d i é  c h e z  R h i z o b i u m  

(KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; KEELE e; coll., 1970 ; GLENN et coll., 

1984b ; STOWERS et EAGLESHAM, 1984 ; CHAKRABARTI et coll., 1987). 

L e s  dosages enzymat iques  et les  analyses radiorespirométriques i l lus t rent  

l ' importance d e  la  voie dtEntner-Doudoroff dans la  dégradation d e s  hexoses 

c h e z  l a  major i té  des  espèces  d e  Rhizobium. 

L a  gluconate-6-phosphate déshydratase et la 2céto-3-désoxy-gluconate-6-phosphate 

aldolase, enzymes clefs d e  cette voie, o n t  été d é t e c t é e s  chez des  espèces d e  

R h i z o b i u m  e n  c r o i s s a n c e  s u r  g l u c o s e  (KEELE et coll. ,  1969 ; 

MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972 ; STOWERS et ELKAN, 1983 ; GLENN et 

coll., 1984b). 

L a  voie dlEmbden-Meyerhoff Parnas  est présente  chez  Bradyrhizobium 

japonicum (MULONGOY et ELKAN, 19771, R. cowpea (STOWERS ET ELKAN, 

1983) et absen te  chez R. t r i fo lü  (RONSON et PRIMROSE, 1979), R. 

legurninosarum (GLENN et coll., 1984b) et R. meli loti  (ARIAS et coll., 1979). 

L a  voie de  Dickens-Horecker ou voie d e s  pentoses phosphates est rencontrée  

exclusivement chez  les Rhizobia à croissance rapide (MARTINEZ-DRETS et 

ARIAS, 1972). 

C h e z  R. meliloti,  à c ô t é  d e s  voies du métabolisme énergét ique du glucose, 

celui-ci peut emprunter  d ' au t res  voies annexes. En e f f e t ,  la  souche d e  R. 

meii loti  M5N1, cult ivée sur le  glucose, provoque une acidification du milieu 

d'incubation qui est due à l a  production d'acide 2-cétogluconique (HORNE2 et 

coll., 1976). 



Le métabolisme du f ruc tose  a été étudié  chez  R. meiiloti (GARDIOL et coll., 

1980 ; EL GUEZZAR et coll., 1988) et chez  RI  leguminosarum (GLENN et 

coll., 1984a) e n  utilisant des  mutants  fructokinase négative et phosphoglucose 

isomérase  négative, incapables d'utiliser le  fructose.  La  capac i t é  des  mutan t s  

fructokinase- à cro î t re  sur glucose ou mannose indique l a  spécifici té d e  l a  

fructokinase pour son substrat .  D 'autre  part ,  GLENN et coll. (1984b) o n t  

m o n t r é ,  c h e z  R. l e g u m i n o s a r u m ,  q u e  l e  f r u c t o s e  r e j o i n t  l e  6-P-G 

respect ivement  par l ' intermédiaire d e  l a  fructokinase, d e  l a  glucose-6-phosphate 

isomérase  et d e  la  glucose-6-phosphate déshydrogénase. Le gluconate-&phosphate 

est ensui te  métabolisé par  les voies ED et PP. 

Comme le  glucose, le f ructose  à c ô t é  des  voies du métabolisme énergét ique 

peut  emprunter  d 'aut res  voies annexes, no tamment  chez  R. meiiloti,  l e  

f ructose  favorise la  production d'exopolysaccharides (COURTOIS et coll., 

1983). C e  c r i t è r e  a 6 t h  utilisé pour différencier R. meliloti des  au t res  espèces  

d e  Rhizobium à croissance rapide. 

Chez Rhizobium meiiioti,  le  mannose donne, e n  présence d'une mannokinase, 

l e  mannose 6-P qui, par isomérisation, donne l e  F-6-P (ARIAS et coll., 1982).' 

C e  dernier est utilisé par l a  voie ED. 

Pour le galactose,  deux voies d'utilisation sont  connues chez  les bactér ies  : 

- la  voie Leloir présente  chez les  Entérobactér ies  (MAXWELL et coll., 1962) : 

- et l a  voie De  Ley-Doudoroff (DE LEY et DOUDOROFF, 1957) présente c h e z  

les  espèces  d e  Pseudomonas : 

Ga1 .-> galactono- y -1actone *-> ga lac tona te  ,-3 2-céto-3-désoxy- 

gluconate-6-phosphate-) pyruvate + glycéraldéhyde-3-phosphate. 

L a  p r é s e n c e  d ' a c t i v i t é  g a l a c t o s e  d é s h y d r o g é n a s e  c h e z  R. m e l i l o t i  

(CERVENANSKY et ARIAS, 1984) et R. t r i fo lü  (RONSON et PRIMROSE, 

1979), ainsi que l a  capac i t é  des  mutants  G-6-P déshydrogénase- et ED- à 



cro?tre  sur galactose  suggèrent q u e  la  voie Leloir n 'est  pas fonctionnelle chez  

Rhizobium. 

D 'au t re  part, ARIAS et CERVENANSKY (1986) o n t  montré  chez  R. meliloti l a  

présence des enzymes d e  l a  voie d e  De  Ley-Doudoroff et l ' incapacité d e s  

mutan t s  2-céto-3-désoxy-galactonate-6-phosphate aldolase- à c r o î t r e  sur  

galactose.  

3.2.3. ~ é g r a d a t i o n  d e s  polyols 

Chez  R. meliloti,  le  mannitol et I 'arabitol utilisent une mêm'e déshydrogénase 

(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970) tandis  que le  sorbitol est métabolisé e n  

f ruc tose  par une déshydrogénase spécifique. 

L e  glycérol est t rans formé  e n  glycérate-3-phosphate par l ' intermédiaire de  l a  

g l y c é r o l - k i n a s e  et d e  l a  glycérol-phosphate-déshydrogénase. L e  

g l y c é r a t e - 3 - p h o s p h a t e  est e n s u i t e  m é t a b o l i s é  e n  p y r u v a t e  (ARIAS et  

M ARTINEZ-DRETS, 1976). 

3.2.4. Dégradation d e s  pentoses 

C h e z  les Rhizobia à croissance lente, I 'arabinose est d'abord déshydrogéné e n  

L-arabinolactone, qui est hydrolysé en  arabonate.  Celui-ci est déshydraté e n  

2-céto-3-désoxy-arabonate, qui se scinde en  pyruvate  et acéta ldéhyde par 

l ' intermédiaire d'une aldolase (PEDRODZ et ZANCAN, 1974). Par  contre ,  l e s  

Rhizobia à croissance rapide, chez qui i'aldolase est absente,  utilisent 

préférent ie l lement  l a  2-céto-3-désoxy-arabonate déshydratase (MARTINEZ-DRETS, 

1972 ; DUNCAN et FRAENKEL, 1979). 

L e s  voies d'utilisation du xylose et du r i b o s e .  sont mal connues chez  

Rhizobium. Ainsi, le  mutan t  ribokinase- d e  R. leguminosarum (DILWORTH et 

coll., 1986) est incapable d e  c ro î t re  sur ribose, mais continue à consommer ce 

pentose  à la  m ê m e  vitesse que la  souche sauvage. 

C h e z  R. meliloti,  le  mutan t  G-6-P isomérase-, bloqué au niveau du F-6-P, est 

incapable  d'utiliser l e  xylose ou l e  ribose. L e  métabolisme d e  ces deux 

subst ra ts  a lieu via le F-6-P (ARIAS et coll., 1979). 



3.2.5. ~ é t a b o l i s m e  des acides organiques 

L e  succinate,  le f u m a r a t e  et l e  mala te  sont  métabolisés suivant l e  cycle des  

acides  tricarboxyliques (KEELE et coll., 1970 ; MULONGOY et ELKAN, 

1977a ; STOWERS et ELKAN, 1984). 

L e  mutan t  succinate  déshydrogénase- d e  R. meliloti (GARDIOL et coll., 1982) 

est incapable d'utiliser le succinate,  le  g lutamate ,  l ' acéta te ,  le  pyruvate ou 

I 'arabinose com m e  source d e  carbone. C e s  subst ra ts  rejoignent l e  cycle d e s  

ATC. 

L e  gluconate est utilisé c h e z  B. japonicum (KEELE et coll., 1970) et R. 

cowpea (STOWERS et ELKAN, 1984) principalement par l a  voie ED et à un 

d e g r é  m o i n d r e  p a r  l a  v o i e  c é t o g l u c o n a t e  (KG) s u i v a n t  l a q u e l l e  l e  

2 - c é t o g l u c o n a t e ,  i s s u  d e  l a  d é s h y d r o g é n a t i o n  du g l u c o n a t e ,  est soit 

phosphorylé en 2-céto-6-phosphogluconate puis réduit  e n  6-phosphogluconate, 

soi t  soumis à l a  voie non phosphorylée qui conduit à 1' a -cé tog lu ta ra te .  

IV. - TRANSPORT ET METABOLISME DES SUBSTRATS CARBONES CHEZ 

LES BACTERO~DES 

4.1. Transport 

Les  cellules l ibres d e  Rhizobium sont capables d'oxyder une var ié té  d e  

s u b s t r a t s  c a r b o n é s  : g l u c o s e ,  f r u c t o s e ,  m a n n i t o l ,  s u c c i n a t e ,  etc... 

Cependant,  les bactéroïdes des  espèces d e  Rhizobium à croissance rapide ou 

l e n t e  n e  s o n t  c a p a b l e s  d ' o x y d e r  q u e  l e s  a c i d e s  d i c a r b o x y l i q u e s .  

L'accumulation d e s  hexoses chez  les bactéroïdes est t r è s  faible ou absente  

(Tab. 5). La  plupart  d e  ces accumulations ont  été réalisées en  anaérobiose, 

mais ce l l e  du glucose, chez  R. legurninosarum (DE VRIES et coll., 1982), a été 
e f f e c t u é e  dans d e s  conditions aérobies, anaérobies ou rnicroaérobies. C e t t e  

é t u d e  a montré que, quelle que soit l 'aération du milieu, le  t ranspor t  du 

glucose res te  t r è s  faible. 



Tableau 5. Le  transport  des  hexoses chez les bactéroïdes isolés des  nodules. 

Références 

Hudrnann e t  
Glenn, 1980 

De Vries e t  
coll:, 1982 

Glenn et 
coll., 1984 . 

Hooyrnans et 
Logman, 1984 

Saroso e t  
coll., 1984 

Reibach e t  
Streeter, 1984 

Bactéroïdes 

R. leguminosarum 

W U  235 
I 

RBL 

MNF 3841 

RPL 1003 

R. cowpea 

NCR 234 

B. japonicum 

USDA 110, USDA 138, 
8-0 e t  8-T 

Substrats 
transportés 

glucose 

glucose 

fructose 

glucose 
fructose 

fructose 

glucose 

Nature de 
I'accurnulation 

passive 

passive 

passive 

passive 
passive 

passive 

passive 



L e s  d i f f é r e n t e s  é t u d e s  s u r  l e s  s y s t è m e s  d e  t r a n s p o r t  d e s  a c i d e s  

d i c a r b o x y l i q u e s  e n  C 4  e t  l e u r  r é g u l a t i o n  c h e z  l e s  bac té ro i 'des  s o n t  

représentées  dans  l e  tableau 6. 

L e s  é tudes  entrepr ises  sur le métabolisme des  subst ra ts  carbonés chez l es  

bactéroi'des on t  permis d e  montrer que, généralement,  les glucides n e  sont pas  

métabolisés par les bactéroïdes d e  Rhizobium (TUZIMURA et MEGURO, 

1960  ; REIBACH et  STREETER,  1 9 8 3  ; K A R R  et col l . ,  1984).  

On no te  l 'absence d e s  voies dlEntner-Doudoroff, d e  Dickens-Horecker et 

d'Embden-Meyerhof. Cependant,  chez  les bactéroïdes  d e  Bradyrhizobium 

japonicum, on observe une ac t iv i t é  thréalase  qui fournit  l e  glucose, lequel est 

métabolisé par la  voie des  pentoses phosphate (SALMINEN et STREETER, 

1986 ; SALMINEN et STREETER, 1987). 

KARR et coll. (1984) o n t  montré  q u e  les  act iv i tés  enzymatiques observées 

d a n s  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  h e x o s e s  d e s  b a c t é r o ï d e s  s o n t  t r è s  f a i b l e s  

c o m p a r a t i v e m e n t  a u x  a c t i v i t é s  d e s  e n z y m e s  du  c y c l e  d e  Krebs .  

Tous les mutan t s  déficients au niveau du métabolisme des  sucres  (ARIAS et 

coll., 1979 ; GARDIOL et coll., 1980 ; DUNCAN, 1981 ; ARIAS et coll., 

1982 ; CERVENANSKY et ARIAS, 1984 ; GLENN et coll., 1984a ; EL 

G U E Z Z A R  et coll. ,  1988)  c o n t i n u e n t  à nodule r  et à f i x e r  l ' a z o t e  

atmosphérique normalement. Ceci  implique que les sucres n e  doivent pas jouer 

un r ô l e  p r i m o r d i a l  d a n s  l ' é t a b l i s s e m e n t  d ' u n e  s y m b i o s e  e f f i c i e n t e .  

P a r  contre,  l e s  mutants  déficients au niveau du transport  ou du métabol isme 

d e s  acides dicarboxyliques (DUNCAN et FRAENKEL, 1979 ; GARDIOL et 

coll., 1982 ; HORNEZ et coll., 1989) son t  ineff ic ients  et donnent d e s  nodules 

blanchâtres dépourvus d e  la  léghémoglobine. 

L e s  acides dicarboxyliques en C 4  peuvent donc jouer à l a  fois l e  rôle d e  

subst ra ts  énergétiques pour la f ixation d ' azo te  et aussi ê t r e  les précurseurs d e  

l a  biosynthèse d e  l 'hème (AVISSAR et NADLER, 1978 ; RONSON et coll., 



Paramètres cinétiques inhibition du transport p u  
Bactéroldes Substrat, Nature dc Natute du Références 

tranr~octe I'accumulation systemc 
Kmid Vrnaxlb) ~écouplanls NEM Cyanure ArGniate 

inergé~iqucs 

R. kgum' UYILUUm 
WU 235 ruccinate ND ND tt ND ND - active constitutif Glenn et 

coll., 1910 
RBL 1 succinate ND ND tt NO ND - 81 Dc Vrics et 

coll., 1982 
MNF 3841 u ~ c i n a t e  ND ND tt NO ND - M a Glenn et  

co~l., 1910b 
CF 160 succinate 1,s 23,OO t ND ND - n lnductible Finan et 

COII., 1983 
CF 252 succinate 2,s 9,20 ND ND ND ND n n Finan et 

coll., 1983 

R ilgoniavn 
USDA 1-1 10 w c c l ~ t c  I0,l 3,OO tt tt - la constitutil San Francisco 
USDA 1-1 10 malate 20,4 2,OO t tt tt T I) t t Jacobsen, 

1985 
USOA 11 1, cuccina~e 40,O 2,72(c) ND ND ND n ND Reibach et 

USDA 138, 8-D malatt 40,O I ,O 5(c) NB ND ND YD la NO Strtetcr, 
et 8-T 1914 

R. cwpca 
USDA 3278 succinate IO,@ 0,70 t+ t t t+ - u Inductibk San Francisco 

malate 1 S e l  0,27 t tt tt - n n et Jacob-, 
, 1985 

Tableau 6. L e  transport  des  acides dicarboxyliques e n  C et sa régulation 
chez  des  bactéroïdes isolés des  nodules (d1aprèY 
THEODOROPOULOS, 1986). 

~ b r é v i a t i o n s  utilisées : 
ND : non déterminé ; ++ : inhibition supérieure à 80 % ; 
= ; inhibition e n t r e  55 et 80  % ; + : inhibition e n t r e  45 et 55 % ; 
- : pas d'inhibition ; (a) valeurs exprimées e n  pMolaire ; (b) : 
valeurs exprimées e n  nmoles.mn x mg de  protéines ; (c) : valeurs 
exprimées e n  nmoles.mn x mg d e  bactéroïdes. 



1981 ; F I N A N  et coll., 19831, molécule responsable d e  l a  coloration rosâ t re  

des  nodules. - 

V. - REGULATION 

Pour ê t r e  assimilé, le  subst ra t  doit  se trouver au c o n t a c t  d'enzymes capables  

d e  le  transformer,  d e  l'oxyder au cours d'une ou plusieurs étapes.  L e  t ranspor t  

e s t  donc la  première  é t a p e  d e  l'utilisation d'un substrat. Il est, e n  gsnéral ,  

assuré par des protéines enzymatiques qui, c o m m e  les au t res  enzymes, son t  

régulés génétiquement au niveau d e  leur synthèse. 

Deux aspects  d e  régulation sont ici abordés : l'un est commun à l 'ensemble 

des  sys tèmes enzymat iques  (e f fe t s  glucose), l 'autre est spécifique d e  l a  

régulation des perméases  au t res  que les PTS. 

5.1. L e s  "e f fe t s  glucose" 

Les "effe ts  glucose", q u e  l'on peut  observer e n  comparant  une cul ture  d'E. 

coli croissant soi t  sur glucose, soit aux dépens d 'autres  subst ra ts  carbonés,  

p e u v e n t  ê t r e  c l a s s é s  e n  t r o i s  c a t é g o r i e s  f o n c t i o n n e l l e m e n t  l i é e s  : 

- l a  répression t ransi to i re  : processus d e  régulation qui correspond a u  

fait que  l'expression d'opérons responsables du catabol isme d ' au t res  

subst ra ts  carbonés est immédia tement  et t ransi to i rement  a r r ê t é e  a u  

moment  de  l'addition du glucose ; 

- la  répression cataboiique permanente  : phénomène selon lequel l e  glucose 

répr ime plus ou moins sévèrement  l'expression des  enzymes cataboiiques. 

Dans cer ta ins  cas, d 'autres  substrats ,  rapidement  métabolisables, o n t  l e  

m ê m e  e f f e t  ; 

- l 'exclusion des "inducteurs" : l a  présence du glucose empêche l ' en t rée  

dans l a  cellule des  a u t r e s  subst ra ts  carbonés (eux-mêmes, e n  général ,  

aussi inducteurs). 



C e s  trois phénomènes sont  liés dans l e  phénomène d e  diauxie : l a  croissance 

d'El coli dans un milieu contenant  du glucose à concentra t ion l imi tante  et un 

a u t r e  subst ra t  comme le lactose à concentra t ion élevée,  se t radui t  par une  

première  phase d e  croissance aux dépens du seul glucose. C e t t e  première  

phase, qui s ' a r rê te  brusquement, est suivie d'un t emps  d e  la tence,  souvent 

supérieur à un temps d e  génération, qui précède l a  reprise d e  l a  croissance 

aux dépens du lactose. 

5.1.1. La répression catabolique et rôle de  1' AMPc 

L e  phénomène d e  la  répression catabolique a été largement  étudié. Dès 1942, 

EPPS et GALE démontrent  que l a  présence du glucose dans l e  milieu d e  

cu l tu re  d'E. coli e x e r c e  un e f f e t  sur l'expression d e s  enzymes cataboliques. 

Un peu plus tard,  MONOD (1943) décr i t  les phénomènes d e  croissances 

diauxiques a v e c  des mélanges d e  glucose et d e  xylose et démontre  que l e  

glucose inhibe l a  format ion d 'enzymes essentiels  à l a  dégradation d ' au t res  

hydrates  d e  carbone. 

D'autres  travaux, notamment  ceux d e  MAKEMAN et SUTHERLAND (1965) et 

c e u x  d fULLMANN et MONOD (1968)  o n t  p e r m i s  d ' o b s e r v e r  q u e  : 

- d e s  subst ra ts  rapidement métabolisables provoquent l a  di minution d e  

I'AMPc intracellulaire,  ce qui en t ra îne  une inhibition d e  l'expression d e  

ce r ta ins  gènes  inductibles ou const i tu t i fs  ; 

- l 'addition d'une concentra t ion é levée d'AMPc à une cul ture  soumise à 
diauxie f a i t  disparaître le  phénomène. 

C e s  observations sont à l 'origine d e  nombreuses in terpréta t ions  du rôle d e  

I'AMPc dans ces phénomènes d e  régulation et plus par t icul ièrement  dans l e  

contrôle  d e  l'expression des  opérons responsables du catabol isme ("opérons 

cataboliques"). II a fallu pour c e l à  rechercher les  gènes impliqués dans l a  

synthèse d e  I'AMPc et dans son utilisation. Deux gènes fu ren t  mis e n  

évidence : le  gène  cya déterminant  la  synthèse d e  I'AMPc (PERLMAN et 

PASTAN, 1969) et l e  gène crp cible d e  son action (SCHWARTZ et 

BECKWITH, 1970). Au cours de  ces études,  ainsi que d 'é tudes  biochimiques 



destinées à l ' identif ication du récepteur  potentiel  d e  I'AMPc, un modèle se f i t  

jour : I'AMPc, via son récepteur ,  l a  protéine C A P  (Cataboli te Activator 

Protein), contrôle  de  façon positive l'expression des  opérons cataboliques. En 

e f fe t ,  dans des  souches a-, qui ne  produisent pas  d'AMPc, d e  même q u e  

dans des  souches crp-, dépourvues d e  récepteur ,  la  plupart d e s  opérons 

c a t a b o l i q u e s  (opéron  l a c t o s e ,  r é g u l o n  m a l t o s e ,  t r y p t o p h a n a s e ,  ... ) n e  

s 'expriment pas  et il su f f i t  d'ajouter I'AMPc (dans le  premier cas, tout  a u  

moins) pour res taurer  cettè expression. 

Un schéma fonctionnel f u t  ainsi é laboré  (Fig. 3) : l e  complexe CAP-AMPc 

se ra i t  un ac t iva teur  d e  l a  transcription des  opérons cataboliques, nécessaires 

a u  bon démarrage d e  I'ARN polymérase. 

Il convient cependant  d e  remarquer  que ce modèle repose pour l 'essentiel  sur  

l ' é tude d'un seul cas, celui  d e  l'opéron lactose et que les  a u t r e s  exemples  

(opéron arabinose ou opéron galactose) sont d'une beaucoup plus grande 

complexité. 

Il f a u t  aussi remarquer q u e  le complexe CAP-AMPc n'est  pas l e  régulateur 

exclusif d e  la  répression catabolique,  en  e f f e t  : 

- chez  P. aeruginosa (SIEGEL et coll., 1977 ; PHILLIPS et MULFINGER, 1981) 

l a  répression catabolique exis te  mais I'AMPc n e  semble pas intervenir  ; 

- chez  Baciiius megater ium,  I'AMPc et les enzymes responsables de  son 

métabolisme : adényl cyclase  et phosphodiestérase sont absents. Néanmoins, 

cet organisme subit une répression catabolique qui est d'ailleurs l evée  

par l'addition d e  1'AMPc ; 

- lors d e  cu l tu res  sur milieu minimum glucosé, ULLMANN et coll.  (1976) 

on t  montré qu'El coli produisait un fac teur  qu'ils ont  appelé  CMF 

(Cataboli te Modulator Factor) .  C e  fac teur ,  responsable d e  la  répression d e s  

opérons galactose,  lac tose  et d e  la  tryptophanase, n'a été carac té r i sé  q u e  

part iel lement.  Il e s t  de  pe t i t  poids moléculaire, s table  aux acides, aux bases 

et a u  chauffage. 
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Figure  3. Mode d'action d e  I'AMPc sur l 'opéron lactose  (d'après PASTAN 
et PERLMAN, 1970). 



L'AMPc n 'es t  donc pas le  seul modulateur et le taux intracellulaire d e  ce 

nucléotide est plutôt  l a  conséquence et non l a  cause  d e  l a  répression 

catabolique (ULLMANN, 1985). 

 hypothèse la  plus.  récente ,  proposée par ULLM ANN (1985), suggère q u e  

l 'expression des  gènes est régulée soit  négativement par des  cataboli  tes, soit 

posit ivement par le  complexe AMPc-CAP (Fig. 4). 

L a  répression catabolique ne  peut  pas  ê t r e  uniquement a t t r ibuée  au taux 

d'AMPc intracellulaire et l a  répression, régulée par l e  sys tème CAP-AMPc, 

doi t  consti tuer une fo rme  possible d e  répression catabolique par mi d'autres. 

5.1.2. Relation entre répression catabolique et exclusion 

d'inducteur 

L a  répression des gènes cataboliques peut  aussi ê t r e  due à l a  non pénétration 

d e  l ' inducteur dans l a  cellule bactérienne.  Ceci est ce r ta inement  vrai pour l e s  

enzymes inductibles, mais ne  l 'est pas pour les sys tèmes constitutifs. 

L a  comparaison des  sys tèmes const i tu t i fs  et inductibles a permis d e  dissocier 

l a  contribution d e  chacun d e  ces deux phénomènes (répression catabolique ou 

exclusion d'inducteur) au  niveau d e  l'inhibition des  ac t iv i t és  enzymatiques par  

l e  glucose (HEFFERMAN et coll., 1976 ; TAYLOR et YUDKIN, 1978 ; 

JOSEPH et coll., 1981). 

L e  tableau 7 (ULLMANN, 1985) résume c e s  travaux et montre  l a  comparaison 

d e  cinq systèmes cataboliques. 

Dans le  cas de  la  f3 -galactosidase et d e  la  tryptophanase, l ' e f fe t  du glucose 

est identique que la souche étudiée,  soi t  consti tutive ou inductive. On conclut  

donc, dans ce cas, que le  seul "effe t  glucose'' est la  répression catabolique. 

P a r  contre ,  e n  ce qui concerne l 'ac t iv i té  d e  l 'amylomaltase et d e  

I ' u D P - C a l - é p i m é r a s e ,  on c o n s t a t e  q u e  l e s  p o u r c e n t a g e s  d e s  a c t i v i t é s  

enzymat iques  sont t r è s  d i f férents  selon les souches. En e f fe t ,  l 'action du 

glucose chez  la  souche inductible est t r è s  impor tan te  comparat ivement  à l a  

souche constitutive. Dans ce cas, l'exclusion d'inducteur apparaî t  ê t r e  le  

majeur ou le  seul e f f e t  inhibiteur d e  ces enzymes. 
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Figure  4. Modèle schémat ique d e  la  relat ion e n t r e  le  contrôle  positif d e  
l'expression des  gènes et la  régulation négative d e  l a  répression 
cataboiique (d'après ULL M A N N ,  1985). 



Tableau 7. Comparaison d e  quelques act iv i tés  enzymatiques chez  des  
souches sauvages et consti tutives d'E. coli. 

B -galactosidase (lac) 

Amylomaltase (mai) 

UDP-Gal-épimérase (gai) 

Tryptophanase (tna) 

L-arabinose-épimérase (ara) 

Les  résul ta ts  sont exprimés en % d e  l 'activité enzymatique chez  
des  cellules cult ivées sur glucose par rapport  à l 'act ivité 
m e s u r é e  c h e z  l e s  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  g l y c é r o l  ( d ' a p r è s  
ULLMANN, 1985, modifié). 

Souche sauvage 
(inducti ble) 

- -- 
40 

4 

35 

3,7 

25 

Souche consti tutive 

40 

6 O 

1 O0 

3,2 

60 

Nature de  l'inhibition 

- - 

répression catabolique 

exclusion d'inducteur 

exclusion d'inducteur 

répression catabolique 

répression catabolique et 
exclusion d'inducteur 



En ce qui concerne enfin l a  L-arabinose épimérase,  les  deux e f f e t s  doivent 

ê t r e  impliqués dans l a  régulation d e  l'expression d e  l 'opéron arabinose. 

5.2. Régulation de  la synthèse de I'AMPc : intégration par le  système 

des phosphotransf &rases 

Dans l e  cadre  du contrôle  d e  l ' ac t iv i té  d e  l a  cyclase,  ex i s te  une re la t ion 

phénoménologique e n t r e  l e  sys tème d e  t ranspor t  d e  sucres  apparentés  au 

g l u c o s e ,  d é p e n d a n t  d ' u n e  t r a n s p h o s p h o r y l a t i o n  d o n t  l a  s o u r c e  est l e  

phosphoénol-pyruvate (système d e  phosphotransférases ou PTS) et l 'activité d e  

l 'adénylate cyclase. Un modèle i l lustrat if ,  p e r m e t t a n t  aujourd'hui d'expliquer 

l e  mode d e  contrôle d e  l 'activité cyclase  par l e  PTS ainsi que d'élucider e n  

grande par t ie  les "e f fe t s  glucose", a été proposé par ULLMANN et DANCHIN 

(1983) (Fig. 5). 

L e  glucose et d 'autres  hydrates d e  carbone c o m m e  le  mannitol, le  sorbitol, le  

mannose ou le  f ructose  sont t ranspor tés  au sein d e  l a  cellule sous la  fo rme  d e  

composés phosphorylés aux dépens du phosphoénol-pyruvate (PEP). C e t t e  

phosphorylation résul te  d'une cascade  de  réactions. 

L e s  deux premières é t a p e s  sont indépendantes d e  la nature  chimique du sucre  

transporté.  

Dans le  cas du t ranspor t  du glucose, i l  ex i s te  une perméase  spécifique 

(Enzyme 1 1 ~ ~ )  qui ne pe rmet  la  phosphorylation du glucose qu'à l a  suite d 'une 

é t a p e  supplémentaire requérant  une nouvelle é t a p e  d e  phosphorylation. 

Un enzyme llICLC est phosphorylé par la f o r m e  Hpr-phosphate et c'est cet 

enzyme 1 1 1 ~ ~ - ~ h o s ~ h a t e  qui seul phosphoryle le  glucose (cf. Fig. 5). L e  rô le  

d e  cet enzyme est fondamental. En e f fe t ,  i l  apparaî t  que  la  f o r m e  

phosphorylée de  l 'enzyme llIGk.est nécessaire pour assumer l a  pleine ac t iv i t é  

d e  l 'adénylate cyclase. P a r  ailleurs, i l  a été montré  que l a  forme non 

phosphorylée inhibait les perméases des sources d e  carbone ne  dépendant pas  

du PTS. 

Donc, lorsque les bactér ies  croissent e n  présence de  glucose, l ' en t rée  du sucre  

conduit  immédia tement  à une diminution de  la  concentra t ion intracellulaire d e  
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Figure  5. Régulation des  sys tèmes non-PTS par l e  sys tème PTS (d 'après 
ULLMANN et DANCHIN, 1983 modifié). 



l a  f o r m e  phosphorylée d e  l 'enzyme III"~, ce qui diminue la synthèse dlAMPc 

et diminue donc l'expression des  opérons cataboliques ; par ailleurs, l a  

concentration d e  l a  fo rme  non phosphorylée c ro î t  ce qui inhibe les  a u t r e s  

perméases  et explique ainsi d i rectement  l'exclusion des  subst ra ts  a u t r e  que l e  

glucose. 

Dans n o t r e  travail,  nous avons e f f e c t u é  une mutagénèse biologique e n  utilisant 

un transposon. Nous avons donc consacré l e  chapi t re  suivant aux é léments  

génétiques transposables. 

VI. - LES ELEMENTS GENETIQUES TRANSPOSABLES 

C e s  é léments  n'obéissent pas aux règles habituelles d e  l a  recombinaison 

génétique et réunissent des  f ragments  d'ADN non apparentés. Ils t r ans fè ren t  

ainsi d e s  groupes d e  gènes  d'un ADN à l ' au t re  e n t r e  plasmides, virus et 

cellules. 

6.1. Découverte 

La découver te  des  é léments  transposables c h e z  les  bactér ies  a été réal isée  

pour la  première  fois  à l a  fin des  années soixante par SHAPIRO (1969) qui a 

mis e n  évidence un nouveau type  d e  mutat ion a f f e c t a n t  les  gènes  d'une 

souche d'E. coli. C e s  mutations é t a i e n t  inhabituelles en ce que leurs e f f e t s  se 

répercuta ient  au de là  des  l imites d'expression des  gènes mutés  eux-mêmes et 

cette propriété n e  pouvait ê t r e  expliquée par aucun mécanisme d e  mutat ion 

connu. 

Les  expériences on t  été réalisées avec  des par t icules  d e  phage lambda por tan t  

l e  gène bactérien codant  pour l'utilisation du galactose  (gai+) et des par t icules  

lambda por tan t  le  gène  muté  (gal-). 

Les  virus on t  été centr i fugés  dans une solution d e  chlorure d e  césium. L e s  

part icules gal- s e  sont  révélées plus denses que  les autres.  A l'issue d e  ces 

expériences, i l  apparut  que  l'ADN m u t é  était plus long que l'ADN normal : l a  

mutation gal- était due à l ' insertion de  f ragments  d'ADN. Il se révéla  par l a  



sui te  qu'un nombre l imi té  d 'aut res  f ragments  d'ADN reconnaissables a y a n t  

jusqu'à 2 000 nucléotides d e  long pouvait également  s ' intégrer dans d e  

nombreux gènes di f férents  in terrompant  ainsi leur continuité et inhibant leur 

activité.  On donna à ces é léments  le nom d e  séquences d'insertion ou 1s. 

D 'autres  résul ta ts  semblables, où des  gènes d e  rés is tance aux antibiotiques 

é t a i e n t  t ransférés  d'une molécule d'ADN à une a u t r e  à l ' intérieur d'une m ê m e  

cellule, on t  été mentionnés et l a  première  preuve d i r e c t e  d e  ce type d e  

t r ans fe r t  a été publié par  HEDGE et JACOB (1974) qui ont  t rouvé qu'après 

t ransfer t ,  d'un plasmide à un autre ,  du gène confé ran t  l a  rés is tance à 
l 'ampicilline et à l a  pénicilline, on observait  un accroissement d e  tai l le du 

plasmide receveur. 

C e s  auteurs  on t  donné l e  nom d e  transposon à ce type  d e  f ragment  d'ADN 

por tan t  le  gène d e  rés is tance à l 'ampicilline et qui pouvait ê t r e  "transposé" ou 

se déplacer d'une molécule d'ADN à une autre.  

6.2. Les différents groupes 

Habituellement,  les  é léments  transposables sont  classés en  q u a t r e  groupes, 

selon leur tai l le et selon les gènes  qu'ils portent .  

6.2.1. Les séquences d'insertion "IS" 

Les transposons les  plus simples sont  appelés séquences d'insertion. C e  son t  

des  é léments  simples d e  tai l le infér ieure  à 2 000 paires d e  bases. Ils sont d e s  

const i tuants  normaux des  chromosomes bactér iens  et des  plasmides. P a r  

exemple,  une souche standard d'E. coli possède 8 copies d e  ISI et 5 copies d e  

1s 2. 

C e s  é léments  sont  des unités autonomes, codant  seulement  pour l e s  protéines 

nécessaires à leur  propre transposition. 

Bien que tous les  é léments  IS di f fèrent  dans leurs séquences, i l s  par tagent  une 

m ê m e  fo rme  commune d'organisation. 



L e s  caractér is t iques  de  quelques é léments  IS courant  sont résurnées dans l e  

tableau 8. 

L a  plupart  des  transposons s ' insèrent au hasard dans  des  sites, au sein d e  

l'ADN hôte. Cer ta ins  montrent  des  préférences  pour des  points chauds p h o t  

spots"). 

6.2.2. Les transposons : Tn 

Ils sont beaucoup plus complexes que  les séquences d'insertion. Leur tai l le est 

supérieure à 2 000 paires d e  bases et i l s  sont const i tués  d'une région cen t ra le  

qui porte, en  plus des gènes  nécessaires à l a  transposition, de(s) marqueur(s) 

d e  résistance aux drogues. C e t t e  région cen t ra le  est bordée, d e  chaque cô té ,  

d e  bras. Ceux-ci sont const i tués  par des  é léments  IS qui peuvent ê t r e  soit 

dans la  même orientation, soi t  (plus f réquemment)  dans  l 'orientation opposée 

et puisque chaque IS a l a  s t ruc tu re  habituelle qui s e  t e r m i n e  par d e s  

répét i t ions  inversées, les transposons se terminent  également  par  les mêmes  

cour tes  répéti t ions inversées. 

Signalons également  que ce r ta ins  transposons por tent  d 'autres gènes a u t r e s  

que  ceux d e  l a  rés is tance aux antibiotiques, exemple  du Tn951 qui por te  

l 'opéron lactose  (CORNELIS et coll., 1978 ; CORNELIS et coll., 1981) et l e  

t r a n s p o s o n  Tn5Ol qui c o d e  pour  l a  r é s i s t a n c e  a u x  i o n s  r n e r c u r i q u e s  

(STANISICH et coll., 1977). 

L e s  propriétés d e  quelques transposons sont  résumées  dans l e  tableau 9. 

6.2.3. Episomes 

C e  sont  des  é léments  transposables géan t s  contenant  souvent d e s  séquences 

d'insertion (1s) et des  transposons (Tn). Leur réplication est autonome et p e u t  

donner plusieurs copies d e  la  molécule par cellule. L e  fac teur  F d'E. coli 

por te  une séquence d'insertion IS3 qui pe rmet  son in tégrat ion en  divers 

endroits  du chromosome (PTASHNE et COHEN, 1975). 



C 
'a -3 

g 8.2 
C L 0  ;a.iag- 
Ci ln 

L I ?  
L.8 Ci 

C a  
-.I 

"'3 5 " 0 )  
p ln .* a, 'a w ~i 
' a , U a ,  , 
aQ)+ 

'0 $4, 
d u  

C m  
00) 8 .s m'a, .- c .; 'Ë a, 
a ,  > 

'aJ 2.5 d 

L 
I 
a, 
3 
M 
C 
O 
A 

Ci 
C 

E 
'2 
W 

1 

N d d d 4 d - 

P a 
P P c v n P n n  n a -  a a a a  
m v \ s * m m a \  

d 

d 

P C ) P P I ) P P ~  a a a a a a a  
m 4 0 0 U ) C J  
N * - - N  O ' 2  

P P P L t P P P  a a a a a a a  
0 0 h 0 0 v \ m - h  
U ) N N  Z h l m l r ,  h m *  r n - O  

4 - 4 d - 4  

c 4 e m  
- ~ 3 . v \ o O o  
2 s s z d v \ m  

2 2 2  



1 

C c VI, '2:  6.2 9, 
;aJ*cLQ,  > .- L .;a ; 
. a  
$,u:!" al 

, 2v  

c 2' 
.O .O 5 .; 
* a  .'u 
C U  

'al 

" 4  

' 'C 
O $ .; 

.- .3 . JI 

.ü , 3 
'EU :! 
v, -0 

0 0 - 0 0 0 rn 

.- ... ... 
' Z O O O S  0 0 8  8  

al al al 

. % a l  . > .; * g al * a  0 2 3  A !j c - ).I .al 2 E ... a.. 

h 

:jj j .8 C A  
. .O z2.0 
'al$ VI 

5 a ?  
a'?.% 

al 
> ... VI A 

; a l V I  
2 - E.5 $ 
.;a .x a: 
t - L c a  

PY 0 
P 
m 

al 
3 

9, 0- c 
a.. 

00 a- .- 
6 I - 
P 

Pi z 
V 3 

2 x g  
- , . O  .- 111.~ 
VI 

'2 2 

VI 
C 

% 
C 

L 
C 

l 

VI 

V I - V I V I g z  'al al- Y, 
m  

*$ a l a l a l a l  *$ .$ *$ 'L,. 5,111 '3,111 VI- $2 

L L i L  L 
al VI c 8  9 8  9 3 B % 2 %  0 0 .zB . rs  

C C C C . , m  .- . +- .-, - O 2 3  & 
O O $ $ 2 3 
3 - 4 -  .s - 2 s  51 2 1  

C C a C  C 

O  O  Ca O  0 % 0 " ,  m  
2 C a r n n h  2 0 -  m 
3 3 3 o v \  3 N O\ 

N  

O  
m  

3 h N m z  N 

9. 3 4 - \ O  
E E E  z z z  NN 

" 5 r , d %  

E 
Y  

a 2 2 3 E  E a 
" 

v , Y  Y E U  + .. 
a v, 

a 

- N m 3 n  
C C C C C  

C " ,  2 
C t -  C + +  6 



6.2.4. Bactériophages 

Cer ta ins  bactériophages peuvent in tégrer  leur  ADN dans l e  chromosome 

bactérien,  donnant ainsi un "prophage" l a t e n t  qui coexis te  avec  l a  bactér ie  et 

se t ransmet  à s a  descendance lorsqu'elle se divise ; exemple du bactériophage 

Mu. Cependant,  con t ra i rement  aux au t res  phages tempérés,  celui-là p e u t  

s 'insérer e n  d e  nombreux pointsL du chromosome c réan t  ainsi un grand nombre 

d e  mutat ions  d i f fé ren tes  chez  l 'hôte bactérien. 

Quand l e  phage Mu qu i t t e  son site d'insertion, i l  empor te  un nombre 

impor tan t  d e  nucléotides d e  l 'hôte, engendrant ainsi des  délétions irréparables.  

Si ce phage i n f e c t e  une nouvelle cellule, i l  perd  l 'ancien ADN bactér ien et i l  

est transposé sur un s i t e  du chromosome du nouvel hô te  (TAYLOR, 1963). 

De même, l'ADN du bactériophage X peut  ê t r e  considéré c o m m e  é l é m e n t  

transposable lors du phénomène d e  lysogénisation uniquement p a r c e  que son 

in tégrat ion e s t  indépendante du fonct ionnement  du gène recA. Cependant,  son 

mécanisme d' intégration dans le  chromosome dlE. coli est dif férent  de ce lu i  

des  é léments  transposables (NASH et coll., 1 967). 

Dans no t re  travail,  nous avons uti l isé le transposon Tn5.  intérêt de cette 

utilisation réside dans  son insert ion e n  d e  multiples points provoquant d e s  

mutations polaires. Nous avons donc jugé nécessaire d'exposer dans l e  

paragraphe suivant sa s t ruc tu re  et ses propriétés. 

6.3. Structure et propriétés du t ransposon Tn5 

L e  transposon Tn5, composé d 'une région cen t ra le  d e  2,7 Kb flanquée par  
deux modules 1550 d e  1,5 Kb, no tés  respect ivement  IS50L (Left)  et IS5OR 

(Right) (BERG et coll., 1980 ; BERG et coll., 1982 ; MAZODIER et coll., 

1985), confè re  la  rés is tance à l a  kanamycine (GUIDO et coll., 1984) (Fig. 6) .  

L e s  deux séquences d'insertion IS50 n'ont p a s  la  même fonction. L'une d e s  

ex t rémi tés  est nécessaire à l a  transposition et code pour deux protéines don t  

l 'une est l a  transposase et l ' au t re  un inhibiteur d e  l a  transposition 
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Fig. 7 : CARTE DE RESTRICTION DU Tn5 



L e  moyen utilisé pour introduire les transposons c h e z  R. meliloti est 

l 'utilisation d e  plasmides "suicides" : plasmides ayan t  une spécificité d 'hôte  

é t r o i t e  ( i n c a p a b l e s  d e  se r é p l i q u e r  c h e z  l a  b a c t é r i e  r é c e p t r i c e ) .  

L'utilisation d e  ces plasmides suicides const i tue  donc un moyen intéressant  de  

mutagénèse par insert ion d e  transposons. 

6.4. Intérêt de rnutagénèse par transposition 

Contra i rement  à l a  mutagénèse chimique ou physique, la  mutation par 

transposition const i tue  un moyen d e  mutagénèse biologique qui ne  présente  

pas  beaucoup d e  danger. 

En effet, dans l a  mutagénèse  "classique" on utilise d e s  agents  chimiques 

(N-méthyl-NI-nitro-N-nitrosoguanidine, é t h y l  m é t h y l  s u l f o n a t e ,  etc...), 

physiques (rayons X, UV, etc ... ) qui sont dangereux pour l a  san té  d e s  

manipulateurs et dont  la plupart  sont cancérigènes par contamination d e  l a  

p e a u  ou p a r  r e s p i r a t i o n  d e  ces p r o d u i t s  l o r s  d e  l a  m a n i p u l a t i o n .  

En outre ,  l 'utilisation des  transposons e n  Génie Génétique s e  t radui t  par  

d ' importantes  propriétés (BERG et coll., 1980 ; CASADESUS et coll., 1980 ; 

BERG et coll., 1984). 

1 - Les  transposons peuvent se trouver insérés  en  d e  nombreux points du 

c h r o m o s o m e  b a c t é r i e n  et  c o n f é r a n t  a ins i  l a  r é s i s t a n c e  a u x  

antibiotiques. 

2 - L e s  gènes bactér iens  a f f e c t é s  perdent complè tement  leur fonction. 

3 - L a  réversion est aisée par excision précise avec  p e r t e  de  l a  rés is tance 

contra i rement  à l a  mutagénèse par NTG où les mutants  son t  

généralement  s tables  a v e c  un ce r ta in  endom magement  d e  la  cellule. 

4 - L'insertion se compor te  comme une mutation ponctuelle utile pour 

l 'établissement d'une c a r t e  génétique. 

5 - Les  mutations peuvent ê t r e  trouvées à hau te  fréquence.  



6 - L'insertion peut  ê t r e  obtenue d e  façon spécifique. 

7 - L e u r s  i n s e r t i o n s  d a n s  d e s  o p é r o n s  s o n t  f o r t e m e n t  po la i res .  

8 - L'insertion des  transposons peut  provoquer une délétion adjacente.  

6.5. Util isation du T n 5  pour l 'obtention de m u t a n t s  chez Rhizobium 

Plusieurs équipes ont  e f f e c t u é  des travaux dans ce domaine afin d'élucider l e  

phénomène d e  l a  symbiose. 

Chez  R. leguminosarum (GLENN et coll., 1984b) et R. meliloti (DUNCAN, 

198 11, des  mutan t s  fructokinase-, manni tol-déshydrogénase-, ribokinase- et 

x y l o s e - i s o m é r a s e -  é t a i e n t  c a p a b l e s  d e  n o d u l e r  et d e  f i x e r  l ' a z o t e  

atmosphérique. Ceci  suggère que chez  ces souches, l a  capaci té  d'utiliser l e s  

sucres  n'est pas essentiel le dans la  symbiose. 

L e  Tn5 est aussi utilisé pour l 'obtention d e  mutan t s  symbiotiques et 
l 

auxotrophes (MEADE et coll., 1982 ; FORRAI et coll., 1983 ; HIRSCH et i 
coll., 1983 ; ZIMMERMAN et coll., 1983 ; ALI et coll., 1984 ; NOEL et coll., i 
1984  ; SCHERMAN et coll.,  1984  ; SELVARAJ e t  coll. ,  1987).  

L e s  mutants  auxotrophes ineff ic ients  const i tuent  une approche ind i rec te  d e  l a  

localisation d e s  gènes - nif sur le matér ie l  génétique. Cer ta ins  au teurs  o n t  

r e m a r q u é ,  c h e z  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  d e  R h i z o b i u m  (mel i lo t i ,  t r i f o l i i ,  

leguminosarum), que  l es  exigences e n  bases nucléiques et e n  leucine ou I 

histidine sont é t r o i t e m e n t  associées à l 'eff icience : le  passage à l ' é t a t  1 
prototrophe d e  ces mutan t s  provoque le  re tour  d e  leur capac i t é  à f ixer  l ' azo te  I 

atmosphérique. C e  qui n'est  pas le  cas après  addition d e  l 'exigence 

(SCHWINGHAMER, 1968 ; DENARIE, 1969 ; SCHERRER et DENARIE, 1971 ; I 

DENARIE et coll., 1.976). 1 

1 

 étude d e  ce r ta ins  mutants  symbiotiques a permis d e  localiser l e s  régions 

d'insertion du Tn5 et, par combinaison d e  c r i t è res  physique et génétique,  

ce r ta ins  auteurs  on t  démont ré  que dans la  plupart d e s  cas, i l  ex i s te  une 

corré la t ion e n t r e  l 'auxotrophie et ' l a  symbiose F O R R A I  et coll., 1983). 



L e  Tn5 est également  utilisé pour isoler des  mutan t s  a l t é rés  au niveau d e  l a  

synthèse des  exopolysaccharides (Exo-) (DJORDJEVIC et coll., 1987) ou au 

niveau d e  l'expression des  cytochromes oxydase O et aaj (SOBERON et coll., 

1990). 

VII- - LES TRANSFERTS GENETIQUS 

L e s  mécanismes de  l a  recombinaison génétique sont  t r è s  part iculiers chez  l e s  

bactéries. Il est ce r ta inement  encore  difficile d'évaluer la p lace  qu'occupe 

dans  la  na tu re  chacune des  trois grandes méthodes connues de  recombinaison 

génét ique bactérienne. 

7.1. La t ransformat ion 

L e  phénomène a été observé pour la première  fois  par GRIFFITH, en  1928, 

c h e z  Streptococcus  pneumoniae, avan t  même que  l'ADN a i t  été reconnu 

com me support  d e  I1inf or  m a  t ion génétique. L a  transformation correspond à 
l ' i n t é g r a t i o n  d 'une  m o l é c u l e  d' ADN e x o g è n e  l i b r e  d a n s  u n e  b a c t é r i e  

récep  tr ice.  

C e t t e  molécule pourra, par la suite, se répliquer et s'exprimer, in tégrée  à 
l 'ADN c h r o m o s o m i q u e  b a c t é r i e n  ou ,  d e  f a ç o n  a u t o n o m e ,  s o u s  f o r m e  

plasmidique. 

L a  t ransformat ion dépend d'une par t  des  bactér ies  et d e  leur apt i tude à être 

récep t r i ces  et, d 'autre  par t ,  d e  l'ADN transformant  et de  ses propriétés. 

7.1-1. Compétence  naturel le  
l ~ 

Pour ê t r e  transformée, une cellule bactér ienne doit  ê t r e  e n  état d e  

compétence.  C e t  état peut  se définir comme l 'apti tude à absorber d e s  

f ragments  d'ADN libres. Les  bactér ies  deviennent compétentes  parfois en  f in  

d e  phase exponentielle, parfois e n  début  d e  phase exponentielle et, pour 

ce r ta ines  espèces,  les  conditions d e  milieu semblent très importantes.  L a  

compétence  est sous contrôle génétique : des  mutations f o n t  perdre  l ' apt i tude 



à absorber I'ADN ; d 'au t res  mutations font  pe rdre  l 'apti tude à in tégre r  l'ADN 

d e  façon s tab le  dans l e  génome bactérien bien q u e  l'ADN bactérien p é n è t r e  

encore  dans l a  cellule. 

L a  compétence  semble e n  relat ion avec  l a  présence,  à l a  su r face  d e  l a  

bactér ie ,  d'un "facteur d e  compétence". C e  f a c t e u r  semble ê t r e  d e  n a t u r e  

polypeptidique (MERCENIER et CHASSY, 1988). Il peut  ê t r e  él iminé par  

digestion à l a  trypsine mais  aussi par simple lavage à l'eau. Son rôle n 'est  p a s  

t r è s  bien connu ; il est probable qu'il s e r t  d e  récep teur  pour les molécules 

d'ADN et par t ic ipe  dans  leur passage à t r avers  l a  membrane. L e s  causes et 

les  mécanismes d e  l a  compétence  demeurent  obscurs. L e  niveau d e  

compétence  maximum observable dans une lignée celiulaire est variable selon 

l 'espèce bactér ienne concernée.  

7. 1.2. Compétence  indu i te  ar t i f ic ie l lement  

Cer ta ines  bactér ies  sont  nature l lement  compéten tes  et absorbent fac i l ement  

l'ADN exogène. Par  con t re ,  d 'aut res  bactéries, c o m m e  E. coii, Rhizobium, 

n'expriment pas  de  compétence  naturelle et doivent subir des t r a i t e m e n t s  

physico-chimiques pour pouvoir f ixer et introduire d e  I'ADN exocellulaire. 

7.1.2.1. Utilisation d e  cat ions  divalents 

L e s  cellules d'E. coli t r a i t é e s  à $OC avec  d e s  solutions d e  CaC12, puis 

s u b i s s a n t  d e s  c h o c s  t h e r m i q u e s  r é p é t é s  d e v i e n n e n t  c o m p é t e n t e s  à 
l ' introduction d e  l'ADN. L e  mode d e  fixation d e  l'ADN sur l a  bac té r ie  

récep t r i ce  est actif ; p a r  contre,  le  mécanisme d'absorption r e s t e  inconnu. 

L e s  ADN super-hélicoïdaux, circulaires et circulaires simple brin son t  

in t rodui ts  plus e f f i cacement  que  l'ADN linéaire. 

Actuellement,  cette technique est considérée c o m m e  la  méthode standard d'El 

coii. Les  fréquences obtenues  a t te ignent  108 t r ans formant  par pg d'ADN. 

Des variat ions d e  cette technique ont été appliquées a v e c  succès  à l a  

t r a n s f o r m a t i o n  d 'un g r a n d  n o m b r e  d e  b a c t é r i e s  à G r a m  n é g a t i f .  



7.1.2.2. Transformation a v e c  du polyéthylène-glycol 

L a  technique uti l isant  du polyéthylène-glycol a été développée par KLEB 

(1983) pour induire l a  t ransformat ion d'E. coii et d e  Saccharomyces  

cerevisiae.  L e s  fréquences d e  transformation obtenues a t te ignent  2.10 6 

t ransformants  par pg d'ADN a v e c  E. coli HBlOl et pBR322. Une variat ion d e  

cette méthode a été uti l isée a v e c  succès  par SMITH (1985) a v e c  bactéroïdes  

spp. et par CHUNG (1988) qui obt ient  une f réquence d e  transformation d e  
8 2.10 t ransformants  par pg d'ADN. 

Les  cellules sont  t ransformées  en  présence d'ADN et d e  PEG 6000 à 25 96 à 
t empéra tu re  ambiante  à pH 4,5 et e n  aérobiose ; l e s  bactér ies  é t a n t  a u  

préalable cult ivées e n  présence d e  MgC12 5 mM jusqu'au milieu d e  l a  phase 

exponentielle d e  croissance. L e s  f réquences  d e  transformation dépendent 

énormément  d e  l a  bactér ie  récep t r i ce  uti l isée (SMITH, 1985). Elles son t  

beaucoup plus impor tan tes  lorsque la  souche qui a servi  pour ex t ra i re  l e  

p l a s m i d e  est l a  m ê m e  q u e  c e l l e  qui  s e r v i r a  à l a  t r a n s f o r m a t i o n .  

7.2. L a  conjugaison 

La  découver te  d e  la  t ransformat ion révèlait ,  pour la  première  fois, l 'existence 

d'un mécanisme d e  recombinaison chez les  bactér ies  présentant  des  analogies 

a v e c  la  reproduction sexuelle des  Eucaryotes. Quelques années seulement  

après  les expériences d'AVERY, en  1944, sur l a  transformation,  LEDERBERG 

et TATUM e n  1946 décr ivent  un phénomène d e  recombinaison par conjugaison. 

Au cours des phénomènes de  transposition, l e  t r ans fe r t  d e s  plasmides suicides 

se f a i t  par conjugaison, les  f réquences  d e  t r ans fe r t  var ient  selon l a  souche 

réceptrice.  

Les  travaux réalisés sur le  métabolisme énergét ique chez  les  cellules libres d e  

Rhizobium on t  permis d e  montrer que : 



- le métabolisme des hydrates d e  carbone se f a i t  essentiel lement par la  voie 

dlEntner-Doudoroff et l a  vote d e  Dickens-Horecker ; 

- l e s  acides organiques jouent un rôle déterminant  dans l a  réduction d e  

l ' azote  par l e s  bactéroïdes ; 

- l e  succinate répr ime un ce r ta in  nombre d 'ac t iv i tés  te l les  que l a  fructose- 

perméase,  l a  glucose-perméase et l a  @ -galactosidase. 

P a r  contre,  l e  mécanisme d e  régulation et d'expression des  gènes  impliqués 

dans  ce c a d r e  est peu étudié. 

Chez  E. coii, les  é t u d e s  entreprises dans  ce domaine ont mont ré  q u e  : 

- l 'expression d'un grand nombre d'uni tés génétiques nécessi te l a  présence 

d'un complexe fonctionnel e n t r e  1'AMPc et son récepteur  : l a  proté ine  

CAP ; 

- le  glucose est à l 'origine d'un mécanisme d e  répression catabolique AMPc- 

dépendant ; 

- les  mutants  pléiotropes d'E. coii sont a l t é rés  soi t  au niveau d e  l a  synthèse 

d e  I 'AMPc,  s o i t  a u  n iveau  d e  l a  s y n t h è s e  d e  l a  p r o t é i n e  C A P .  

Chez  Rhizobium, le  succinate  exerce  un e f f e t  régulateur semblable à l a  

répression catabolique dé jà  décr i t  chez E. coii. Mais l e  rôle de  I'AMPc dans l a  

levée d e  la  répression est souvent mis e n  question. 

En par tan t  d'un résul ta t  déjà  établi  au Laboratoire,  montrant  que  l e  succinate  

répr ime le  sys tème  d e  transport  du glucose (HORNEZ, 1987), nous allons 

essayer d'élucider l e  rô le  d e  1'AMPc dans l a  régulation du métabolisme 

énergét ique d e  R. rneiiloti M5N1, e n  uti l isant  des  mutan t s  métaboliques isolés 

par insert ion du transposon Tn5. 



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



1. - SOUCHES BACTERIENNES UTILISEES 

Nous avons utilisé la  souche sauvage de  Rhizobium meliloti M5N1 eff ic iente  

pour la Luzerne (Medicago sativa), comme souche réceptrice du transposon 

Tn5. 

L a  souche d'E. coli WA803, qui renferme le  plasmide suicide (pGSS), est 

utilisée comme souche donatrice. 

La  souche d'E. coli HBlOl est utilisée pour l 'extraction du plasmide pBR322. 

L a  souche  d'E. coli CH208 est u t i l i s ée  pour  l e s  e x p é r i e n c e s  d e  

complémentation. 

L'origine et le phénotype de  ces souches sont mentionnés dans le tableau 10. 

II. - TAMPONS ET MILIEUX DE CULTURE 

2.1. Tampon d e  non prolifération (TNP) 

MgS04, 7H20  .................................. 0,2 g 

K2HP04 .......................................... 1 4  g 

QSP 1 1 d'eau distillée, pH 7,2 à 7,4 

Nous employons ce tampon dépourvu d'azote pour laver la culture d e  

Rhizobium avant de  l'introduire dans le milieu de  culture. 

2.2. Milieu minimum d e  croissance (RHBI) 

Tampon R 

K2HP04 .......................................... 1 4  g 

.................................. MgS04, 7H20 0,2 g 

NH4N03 .......................................... 1 4  g 

QSP 1 1 d'eau distillée, pH 7,2 à 7,4 



Tableau 10. Les  souches bactériennes utilisées. 

Souches 

R. meliloti M5N 1 

E. coli 

WA803 (pGS9::TnS) 

HBlOl(pBR322) 

CH208 

. , 

Origine 

Université d e s  Sc iences  et 
Techniques de  Lille 

Laboratoire d e  Microbiologie 

V.N. Iyer, Carleton 
université ,  Canada 

BOLIVAR et coll .  (1977) 

Laboratoire d e  Chimie bactérienne 
Uni versi té d e  Marseille 

Phénotype 

sauvage 

q e f , l h i - , < k , m i k  
(Tra , K m  /Nm ,Ble ) c m r  

F;hsdS20,( hsdM hsdRJ,alra- 1 4 
%cY 7,galK 72,xyi'-5,pzoAZ 
leuB6,thi- 7 ,SupE44,e~dol 

zecA73,lrpsL20 (Sm j 

~ a l - , ~ l r a ~  7 39, A ( LacU 169), 
zab::Tn5, hp49- 7 ~ p s L  

Aclrp, K m  ,Sm 



Pour le  milieu gélosé, on a jou te  d e  I'agar Difco à 15 g/l. Le  tampon R est 

utilisé couramment  pour les  dilutions. L e  milieu minimum d e  croissance est le  

tampon R complémenté  e n  glucose à 1 % (P/V), biotine à 0,01 pg/ml, 

thiamine à 0,5 pg/ml (concentration finale) : RglcHB1. 

2.3. Milieu riche N (Tryptone-Yeast) 

.......................................... Tryptone 590 g 

Extra i t  d e  levure (Difco) .................. 3 4  g 

CaC12, 6 H 2 0  ................................... 1,3 g , 
QSP 1 1 d'eau dist i l lée ; pH 7,2 à 7,4 

2.4. Milieu de Luria Burrous (LB) 

C'es t  un milieu riche. S a  composition est l a  suivante : 

Extra i t  d e  levure ............................. 5 4  g 

.......................................... Tryptone .10,0 g 

NaCl ............................................... 10,O g 

QSP 1 1 d'eau dist i l lée 

L e  pH est a jus té  à 7,2 a v e c  NaOH ou HC1 suivant le  pH initial. C e  milieu 

peut  ê t r e  préparé  gélifié par adjonction d'agar à 15 g/l. 

2.5. Milieu de NICOL et THORNTON (1941) 

FeC13, 6 H 2 0  .................................. 1,O ml d 'une solution 
m è r e  à 10 g l l  

QSP 1 1 d'eau dist i l lée ; pH 6,8 à 7,2 

C e  m i l i e u  est u t i l i s é  p o u r  l a  c u l t u r e  d e s  g r a i n e s  d e  L u z e r n e .  



Tous les  milieux et tampons utilisés sont  stéri l isés à 120°C pendant 20 min 

sauf le  milieu d e  NICOL et THORNTON (1941) dont  la  stéri l isat ion s ' e f fec tue  

à 105°C pendant 30 min pour évi ter  l a  variation du pH. 

III. - CONDITIONS DE CULTURE 

3.1. Croissance bactérienne 

1 1 du milieu RHBl,  additionné d e  l a  source d e  carbone, est inoculé a v e c  

10 ml  d'une préculture d e  même composition que  le  milieu d'incubation. L e s  

cul tures  sont  réalisées dans des  erlen-meyers et des  f ioles à toxine  de  2 1 

placés sur une table  d'agitation rota t ive  à 30°C. 

3.2. Cuitures en rnicrobiomètre 

L e s  cul tures  sont  réalisées dans des  tubes  qui sont  placés dans un appareil  

prototype,  le microbiomètre. Celui-ci pe rmet  l e  suivi d e  croissance par l a  

mesure automat ique d e  la  densité optique '(DO) dans  des  conditions précises 

d 'agitat ion et d e  température.  

IV. - ANTIBIOTIQUES 

4. 1. Solution d'antibiotiques 

L e s  antibiotiques utilisés sont s réparés et additionnés aux concentra t ions  

convenables dans  les milieux à par t i r  des solutions-mères suivantes : 

streptomycine-monosulfate (Sm), 20 mg/ml ; kanamycine-monosulfate (Km), 

20 mglm1 ; ampicilline-sodium (Ap), 10 mglm1 ; té t racycl ine-Hc~ (Tc), 

1 mg/ml ; chloramphénicol (Cm), 10 mglm1 d'une solution aqueuse d'éthanol à 
50 %. 

C e s  solutions d'antibiotiques sont conservées à + 4°C. 

L a  stéri l isat ion s 'ef fectue  par f i l t ra t ion sur uni té  d e  f i l t ra t ion s té r i l e  

Millipore "Millex" d e  porosité 0,2 Pm. 



4.2. Déterminat ion d e  la rés is tance aux antibiotiques 

C e t t e  méthode consiste à repiquer les  clones testés sur des boîtes d e  P e t r i  

renfermant  du milieu gélosé auquel on ajoute l 'antibiotique convenable à l a  

concentration désirée. 

L e  repiquage se f a i t  à l 'aide d'un f i l  d e  platine sur une boîte p lacée  au-dessus 

d 'une grille pe rmet tan t  d e  les repérer.  On peut  ainsi t e s te r  jusqu'à 40 colonies 

par boîte. 

V. - TRANSPORT DES SUBSTRATS CARBONES 

5.1. P r é p a r a t i o n  des c e l l u l e s  p o u r  les é t u d e s  de t r a n s p o r t  l 

L e s  cellules uti l isées pour l e s  essais d'accumulation sont  obtenues à partir  des  

cul tures  en  fin d e  phase exponentiel le de  croissance. 

L e  culot  cellulaire, obtenu par centrifugation à 8 000 g pendant 20 min, est ~ 
lavé  2 fois avec  du TNP puis repris dans un pe t i t  volume de ce m ê m e  tampon. ~ 
L a  suspension cellulaire obtenue est conservée à 4OC après  avoir  mesuré son 

absorbance à 600 nm. 

2 .  Accumulation des subs t ra t s  

L e s  sucres  radiomarqués ~ [ ~ - ~ ~ ~ ] ~ l u c o s e  (2,22 p / p m o ,  if aide  fructose 
(2,22 pcilpmol) et ~ [ ~ - ~ ~ ~ ~ a l a c t o s e  (2,O pci/pmol) sont  fournis par le C e n t r e  

Radiochimique Arnersham ; l 'acide succinique [ u - I 4 c ]  (144 ycilpmol) provient 

du C e n t r e  dlEtudes Nucléaires d e  Saclay. 

L e s  mesures d'incorporation sont réalisées sur 1 ml  d e  l a  suspension cellulaire 
9 à DO1 (1,2.10 cellules/ml) pré-incubée 15 min avan t  l'addition du subst ra t  à 

0,l mM. Des pré lèvements  d e  100 pl sont e f fec tués  à différents  t e m p s  

d'incubation, f i l t r é s  immédia tement  sur f i l t r e s  Millipore de  0,45 pm et r incés  

par 2 ml d e  TNP + NaCl à 5 % à 0°C. 



L e s  f i l t res  sont séchés  sous lampe infra-rouge pendant 30 min, puis déposés 

dans des pots à scintillation. On a joute  7,5 ml d e  liquide scinti l lant  

(Lipoluma). 

L a  radioactivité est dé te rminée  sur le  compteur  à scintillation liquide d e  type  

"Beckman" LS-2800. 

L e s  résul ta ts  sont expr imés e n  nmoles de  subst ra ts  accumulées par mg d e  

protéines totales. 

VI. - DETERMINATION DU COEFFICIENT DE TRANSFERT EN OXYGENE : 

LE KLa 

Nous avons appliqué l a  méthode chimique pour la  mesure  des KLa en  milieu 

p l a c é  e n  m i c r o b i o m è t r e  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  v a r i a b l e s  d ' a g i t a t i o n .  

L a  méthode utilisée est cel le  qui a été proposée par COOPER (1944) : 

l 'évaluation de  la  capac i t é  d e  t r ans fe r t  du dispositif est ramenée à cel le  d e  l a  

vitesse d'oxydation d 'une solution d e  sulfi te d e  sodium e n  sulfate,  placée dans  

l e  milieu et soumise aux conditions d'agitation dans lesquelles on veut évaluer  

l e  KLa. 

VIL - DOSAGE DES PROTEINES 

Il est e f f e c t u é  par l a  méthode d e  LOWRY et coll. (19511, utilisant la  sérum 

albumine bovine c o m m e  standard. 

VIII. - DETERMINATION DES PROPRIETES SYMBIOTIQUES 

C ' e s t  pour le  genré Rhizobium l a  capac i t é  d ' infecter les  racines d e  ce r ta ines  

~ é g u m i n e u s e s  et d'y prôvoquer l 'apparition d e  nodules. C e  c a r a c t è r e  n o t é  



Nodf est le seul c r i t è r e  réel  pour vérifier l 'appartenance d'une souche isolée 

a u  genre  Rhizobium. 

8.1.1. Stéri l isation des graines  d e  Luzerne et prégermination 

Elle s ' e f fec tue  d e  la  façon suivante : une centa ine  d e  graines sont  déposées 

dans  une boîte d e  Petri .  On a joute  20 ml  d e  chlorure mercurique à 2,5 %, 

puis on m e t  une gou t te  d e  dé te rgen t  (Teepol). On laisse agir pendant 5 min e n  

ag i t an t  puis on vide s tér i lement  cette solution. L e  désinfectant est ensui te  

é l iminé par plusieurs r inçages à l 'eau distillée. Une vingtaine d e  gra ines  son t  

déposées s tér i lement  par boi"te de  P e t r i  contenant  l e  milieu TY. L a  

prégermination dure d e  2 à 4 jours à 30°C. 

8.1.2. Cul tu re  asept ique d e s  Légumineuses 

L e s  graines germées,  d'une longueur d e  1 à 2 cm,  sont  p lacées  sur le  support  

à raison d e  2 plantules par tube. L'incubation s ' e f fec tue  à 26°C a v e c  16 h 

d 'éclairage par jour. 

8.1.3. Inoculation d e  la souche à tester 

Dès que les  racines secondaires sont  apparues, les plantules sont  inoculées par  
6 environ 10 cellules par tube afin de  minimiser le  risque d e  réversion. L a  

suspension bactér ienne est préalablement centrifugée,  lavée avec du TNP et 

reprise dans le  même tampon. 

8.2. Efficience 

Qual i té  d e  l 'association Rhizobium-~égumineuse  qui about i t  à l a  f ixation 

d 'azote  moléculaire. C e  c a r a c t è r e  se note  ~ i x '  : 

L a  nitrogénase est l 'enzyme qui ca ta lyse  l a  réduction d e  l ' azote  en  ions  

ammonium. Elle peut  utiliser d 'aut res  subst ra ts  analogues à l ' azo te  t e l  que  

l 'acétylène : 



L a  réduction d'une m o l ~ c u l e  d ' azo te  est réalisée d e  la même façon que l a  

formation d e  3 molécules d 'éthylène à partir  d 'acétylène.  L 'act iv i té  

n i t r o g é n a s i q u e  est m e s u r é e  e n  u t i l i s a n t  l ' a c é t y l è n e  c o m m e  s u b s t r a t .  

8.2.1. Conditions expérimentales 

L e  chromatographe est d e  type Intersmat  I.G.C. 112F.L. Les  conditions d e  

dosage sont les  suivantes : 

Gaz  vecteur  ............................................. N 2  
Température  du four ................................ 50°C 

Température  d'injection ............................ 70°C 

Température  d e  détect ion ......................... 11 5°C 

~ é t e c t e u r  à ionisation de  f l a m m e  

Colonne Sphérosil XoBo75 (2 m x 3,l mm) 

8.2.2. Technique de dosage 

Quand les plantules sont bien développées (5 à 6 semaines), e l l e s  sont lavées  

a v e c  d e  l 'eau distillée et mises dans un flacon d e  150 ml f e r m é  

hermét iquement  (8 plantules par flacon). On prélève 17 ml d 'air  que l'on 

remplace  par 15 ml d 'acétylène (10 %, V/V) et 2 ml d e  propane dilué 100 fois  

par l'air ( témoin interne) d e  façon à avoir 1,27 pmoles. L e  flacon est ensui te  

a g i t é  manuellement. L'incubation se f a i t  à 30°C. L a  mesure d e  l 'acétylène 

rédui t  est e f f e c t u é e  après  di f férents  t emps  d'incubation (0, 3, 6 et 8 h) par 

injection de  50 ml dans le  chromatographe en phase gazeuse. 

8.2.3. Calcul de la quantité d'éthylène produite 

L a  formule appliquée pour déterminer  l a  quant i té  d 'éthylène f o r m é e  dans l e  

f lacon est l a  suivante : 



où Q = nombre d e  moles d e  C2H4 produites 

C = nombre de  moles d e  C H in jec tées  3 8 
K =  c o e f f i c i e n t  d e  p r o p o r t i o n n a l i t é  é t a b l i  à p a r t i r  d ' u n  

mélange en  proportions égales  (v/v) d e  C3Hg et de  CZH4 

dans  l'air : 

hauteur du pic C3H8 
Dans notre  expérience K = = 1,5 

hauteur  du pic C2H4 

où H = hauteur  du pic d e  C2H4 

H Z  = hauteur  du pic de  C3H8 

où Q6 = nombre de  moles de  C2H4 produites après  6 h d'incubation 

QO = nombre d e  moles d e  C2H4 produites au t emps  t = O 

8.2.4. Isolement d e s  souches à partir d e s  nodules 

On prélève les  nodules à par t i r  des  racines d e  ~ é g u m i n e u s e s  et on les l ave  

s tér i lement  à l 'eau dist i l lée puis on les dés infecte  5 min dans une solution 

d9HgCl2 à 2,5 %. addit ionnée d'une gou t te  de  Teepol. 

Après plusieurs r inçages à l 'eau distillée stéri le,  les  nodules sont in t rodui ts  

dans des tubes  en  plastique contenant  2 ml d e  saccharose à 20 %. L e s  nodules 

sont  écrasés  à l 'aide d'un é ta leur  stérile. On inocule 0,l ml dans l e  milieu TY. 

Après croissance, les cellules sont  é ta lées  sur l e  milieu TY gélosé. Les  c lones  

apparus sont analysés pour leurs c a r a c t è r e s  génétiques. 



IX. - METHODES- D'EXTRACTION DE L' ADN P L  ASMIDIQUE 

9.1. Technique rapide selon GROSVELD et coll. (1982) 

C e t t e  méthode permet ,  e n  une journée, l ' ext ract ion d e  pet i tes  quant i tés  

d'ADN plasmidique assez pour pe rmet t re  son analyse par électrophorèse ou sa 

digestion par des  enzymes d e  restriction. 

L e  protocole expér imental  est le  suivant. 

10 ml d'une cul ture  à 30°C dtE. coli, e n  fin d e  phase exponentiel le d e  

croissance,  sont  centr i fugés  à 6 000 g pendant 15 min. L e  culot  obtenu est 

remis  en  suspension dans 400 pl d e  tampon Tris-HC1 25 mM, glucose 50 mM, 

EDTA 10 mM, pH 8 (TE glucose). Ensuite, on e f f e c t u e  la  lyse alcaline e n  

a jou tan t  800 pl d'une solution d e  NaOHISDS (NaOH 0,2 N, SDS 1 %, PIV), 

p r é p a r é e  j u s t e  a v a n t  l ' e m p l o i ,  pu i s  h o m o g é n é i s a t i o n  d o u c e  p e n d a n t  

5 min à t empéra tu re  ambiante. L a  précipitat ion d e  l'ADN chromosomique est 

e f f e c t u é e  par addition d e  400 pl d ' a c é t a t e  d e  potassium 3 M, pH 4,8. 

Après homogénéisation par re tournement  du tube, l e  mélange est placé  5 min 

dans  la  glace, puis on centr i fuge 10 min à 10 000 g. 

L e  s u r n a g e a n t  est r e c u e i l l i  puis  d é p r o t é i n i s é  p a r  un v o l u m e  d e  

phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1), sa tu ré  e n  TE glucose. 

Après homogénéisation pendant 10 min, on centr i fuge à 10 000 g pendant 

5 min, l a  phase aqueuse est prélevée puis t r a i t é e  2 fois par un volume du 

mélange chloroforme/alcool isoamylique (2411). On a joute  ensui te  317 d e  

volume d'une solution d e  NaCl  1 M puis on précipi te  l'ADN par l 'addition d e  2 

v o l u m e s  d ' é t h a n o l  à 95" p e n d a n t  2 h a u  min imum à - 20°C. 

L'ADN est récupéré  par centrifugation à 10 000 g pendant 25 min à 0°C. L e  

cu lo t  obtenu est séché sous vide puis remis  en  solution dans 100 pl d'eau 

dist i l lée stérile. 



L e  t ra i t ement  à l a  RNase est e f f e c t u é  par l 'adjonction d e  2 pl d e  RNase A à 
1 mg/ml préparée  dans l ' a c é t a t e  d e  sodium 40 mM, pH 4. C e t t e  solution d e  

RNase A é t a n t  préalablement chauffée  à 100°C, pendant 10 min, pour 

éliminer tou te  trace des  DNases. 

L e  tube est incubé 2 h à 37"C, l'ADN obtenu peu t  ê t r e  ensuite précipité par  

é t h a n o l / ~ a ~ l  ou ê t r e  uti l isé t e l  quel sans manipulations supplémentaires. 

9.2. Méthode de  préparation de plasmides selon ISH-HOROWICZ et 

BURKE (1981) 

C e t t e  méthode est uti l isée pour préparer d e s  plasmides d e  pe t i t e  t a i l l e  

( < 25 kb), amplifiables chez  E. coli. 

L e  protocole expér imental  est le  suivant. 

L a  souche d'E. coli, con tenan t  le  plasmide à préparer,  est cul t ivée  une nui t  

dans  10 ml d e  milieu d e  Luria avec  les  antibiotiques dont  les résistances son t  

conférées  par l e  plasmide. 

C e t t e  préculture s e r t  à inoculer 250 ml  d e  milieu Luria sélectif (maintien d e  

l a  pression d e  sélection). L a  croissance d e  l a  cul ture  bactér ienne est suivie 

par mesure d e  l a  DO à 600 nm. 

L o r s q u e  c e l l e - c i  a t t e i n t  une  v a l e u r  c o m p r i s e  e n t r e  0,7 e t  0,9, d u  

chloramphénicol (solution m è r e  : 30 mg/ml dans l 'éthanol 95  9/01 e s t  a jou té  

jusqu'à l a  concentra t ion finale d e  150 pg/ml. L'incubation est poursuivie une  

nui t  à 30°C. Les  bac té r ies  sont récupérées par centrifugation (5 000 g, 

15 min, 4°C) et remises e n  suspension dans 9 ml  d e  TE glucose, pH 8 (Tris 

25 mM, EDTA 10 mM, glucose 50 mM). On a jou te  ensui te  1 ml  d 'une solution 

d e  lysozyme à 10 mg/ml dissous dans  du TE glucose. L e  mélange est incubé 

pendant 10 min à t empéra tu re  ambiante.  

L a  lyse alcaline e s t  e f f e c t u é e  par l'addition d e  20 ml de  NaOH 0,2 N, SDS 

1 %, cette solution é t a n t  préparée  extemporanément  à par t i r  d'une solution 

d e  NaOH 10 N et d'une solution d e  SDS à 10 %.  près homogénéisation et 



incubation 5 min dans  la  glace,  on a joute  10 ml  d ' a c é t a t e  de  potassium 3 M, 

pH 4,8 à 4°C pour précipiter  l'ADN chromosomique. Après 15 min dans  la  

glace, le  mélange est centr i fugé à 6 000 g, 10 min, après  avoir a jouté  2,5 ml 

d'eau. 

L e  surnageant est f i l t r é  à t r avers  une seringue contenant  d e  l a  f ibre  d e  verre  

pour re tenir  les agréga t s  résiduels. 

L'ADN plasmidique est précipi té  par 0,6 volume d'isopropanol g lacé  à - 20°C 

pendant 25 min a v a n t  d ' ê t re  centrifugé à 10 000 g pendant 20 min. L e  culot  , 
est séché  sous vide et repris  par 2,5 ml  d e  tampon TIOEIO, p H 8 (Tris 10 mM, 

EDTA 10 mM). On ajuste ensu i te  le pH d e  la solution à 7 par addition de Tris 

base 2 M (environ 120 pl). L e  t ra i t ement  à l a  RNase se f a i t  en  a joutant  50 pl 

d'une solution d e  RNase A à 2 mg/ml préalablement chauf fée  10 min à 100°C 

puis on laisse incuber le tube  2 h à 37°C. 

L a  purification e n  gradient d e  chlorure de  césium, de  l a  solution plasmidique 

obtenue, est réalisée de  la  façon  suivante. 

On dissout 4,2 g d e  chlorure d e  césium dans 2,4 ml d e  la  solution d'ADN 

plasmidique. Puis, on a joute  0,4 ml d'une solution d e  bromure d'éthidium à 
2 mg/ml dans TIOEIO. L e  mélange obtenu est ensuite introduit  dans un tube  

d 'ultracentrifugation Beckman d e  13 ml  e n  polyallomère. On introduit  ensuite,  

à l a  s u r f a c e  du mélange précédent,  une solution d e  CsCl  dans T 1 0 ~ 1 0  dont 
l'indice d e  réfract ion est d e  1,3780 (soit une masse volumique d e  1,470 g/l). 

L e  tube à centr i fuger  est complé té  à 11,5 ml, on ob t ien t  ainsi un gradient  

p r é f o r m é  c o n s t i t u é  d e  2 c o u c h e s  d e  C s C l  d e  d e n s i t é s  d i f f é r e n t e s .  

L a  centrifugation est réalisée e n  17 h à 50 000 tr/min, so i t  170 000 g dans un 

rotor d e  type 70.1 Ti à 20°C. 

La  centrifugation é t a n t  terminée,  on recueil le (sous UV à 320 nm) dans un 

tube Eppendorf, à l 'aide d'une pipet te  automatique,  l a  bande f luorescente  

infér ieure  correspondant à l'ADN plasmidique sous fo rme  superhélicoi'dale. L e  

bromure d'éthidium e s t  e x t r a i t  plusieurs fois par un volume d'isopropanol 



sa tu ré  e n  CsCl  et e n  TIOEIO, jusqu'à disparition complète  d e  la  f luorescence 

d e  la  phase aqueuse en  UV (320 nm). L e s  t r aces  d'isopropanol présentes  dans  

l a  phase aqueuse sont ensuite e x t r a i t e s  par un volume d 'é ther  éthylique. L e  

chlorure d e  césium est dilué par adjonction d e  3 volumes d 'eau distillée. 

L'ADN est précipi té  par addition d e  2 volumes d'éthanol à - 20°C. Le  t u b e  

est centr i fugé (10 000 g, 20 min) après  2 h au minimum d'incubation à - 20°C. 

L e  précipité obtenu est séché sous vide et remis  en  solution dans  le  tampon 

approprié à l 'utilisation ultérieure du plasmide. 

L a  concentra t ion en  ADN est évaluée par électrophorèse en  gel d 'agarose pa r  

r a p p o r t  à d e  l 'ADN d e  p h a g e  l a m b d a  d e  c o n c e n t r a t i o n  c o n n u e .  

Xe - EXTRACTION D'ADN TOTAL 

L a  méthode utilisée est l a  suivante. 

10 ml d e  cu l tu re  bactér ienne en  milieu riche parvenue en  f in  de  phase  

exponentiel le d e  croissance sont centr i fugés  à 6 000-g pendant 20 min à 20°C. 

L e  culot  est remis  e n  suspension dans 3 ml d e  T50E20, pH 8 (Tris 50 mM, 

EDTA 20 mM). On ajoute  ensuite 1 ml  d e  sarkosyl à 5 % (P/V) dans  le m ê m e  

tampon et 1 ml d e  pronase à 2,5 mglm1 de  tampon T50E20. L e  mélange est 

laissé 1 h au moins à 37°C. Pour parfa i re  l'homogénéisation, le  lysat  est passé 

plusieurs fois  à t r avers  une seringue sans  aiguille. 

L e  lysat est ensui te  t r a i t é  par un volume d e  phénol sa tu ré  e n  Tris-HC1 

100 mM. C e t t e  déprotéinisation est e f f e c t u é e  2 fois. L a  phase aqueuse est 

ensui te  e x t r a i t e  4 fois  par un volume d e  chloroforme/alcool isoamylique 

(2411). L a  solution chloroformique est ensui te  centrifugée une dernière  fois, l e  

surnageant est prélevé et on a joute  317 d e  volume d'une solution d e  NaCl  

1 M. L'ADN est ensui te  précipité par 2 volumes d'éthanol à 95" à - 20°C. 

Après centr i fugat ion à 10 000 g pendant 20 min à O°C, le  culot  est séché sous  

vide et remis  en  solution dans 200 pl d e  T5E0,5S5, pH 8 (Tris 5 mM, EDTA 

0,5 mM, NaCl 5 mM). 



L'ADN purifié ainsi obtenu pourra alors éventuel lement  subir un t r a i t e m e n t  à 
l a  RNase A, une électrophorèse en  gel d'agarose par rappor t  à d e  I'ADN d e  

phage lambda pour déterminer  sa concentra t ion ou une digestion par d e s  

endonucléases d e  restriction. 

XI. - METHODES ELECTROPHORETIQUES 

I 

1 1.1. Electrophorèse horizontale 

C e  type d 'électrophorèse est utilisé pour es t imer  l a  pureté,  l a  concentra t ion,  

l a  ta i l le  de  I'ADN chromosomique, plasmidique ou d e  f ragments  d'ADN 

obtenus après  digestion enzymatique.  
l 

1 

L e  protocole expér i  mental  est le  suivant. 

- Préparation du gel d'agarose 

L a  concentra t ion du gel uti l isé varie d e  0,6 à 1,2 % (P/V). ~e gel est préparé  

dans  du tampon T.B.E., pH 8,3 (Tris 89 mM, acide  orthoborique 89  mM, EDTA 

2,5 mM). L'ensemble est por té  à ébullition puis maintenu en  surfusion à 
55-60°C prê t  à ê t r e  utilisé. L a  solution est ensui te  versée  dans un support e n  

plastique muni d'un peigne à 8, 10 ou 15 dents. 

Après solidification, le  peigne est retiré,  l e  gel présente  alors d e s  alvéoles 

dans lesquelles seront e f f e c t u é s  les  dépôts. L e  gel est ensuite p lacé  dans l a  

cuve  à élect rophorèse  et immergé  dans l e  tampon T.B.E. 

- Dépôt des échantillons 

Dans chaque alvéole f o r m é e  par le r e t r a i t  du peigne, on dépose 25 à 60 pl  

d'échantillon contenant  213 d e  solution d'ADN et 113 d e  tampon d ' a r rê t  pH 7 

[saccharose 50 % (P/V), EDTA 50 mM, urée  4 M, bleu d e  bromophénol 0,I %]. 

L a  migration se f a i t  a v e c  une di f férence d e  potent ie l  d e  80 volts  pendant 

15 min puis à 120 volts lh30  à pH 8,3 ; I'ADN est chargé  négativement et 



migre vers l'anode. Le  bleu d e  bromophénol pe rmet  de  suivre le  déroulement 

d e  l 'électrophorèse. 

- Coloration et observation du gel 

L e  gel est ensui te  t r e m p é  dans un bain d e  bromure d'éthidium à l a  

concentra t ion approximative d e  2 pg/ml et placé  pendant 30 min à l 'obscurité, 

c a r  i l  s 'agit  d'un produit instable à l a  lumière. L a  décoloration s ' e f fec tue  

ensui te  dans  un bain d'eau dist i l lée pendant 30 à 45 min, pour avoir un 

con t ras te  optimum. Les  bandes sont  visualisées sous écla i rage UV à 302 nm. 

11.2. Lyse directe sur gel par électrophorèse verticale 

L a  méthode employée dér ive  d e  ce l l e  dlECKHARDT (1978) modifiée par 

PÜHLER et coll. (1982). Elle pe rmet  d'analyser le  contenu plasmidique d e s  

t ransformants  ou des  transconjugants. 

On procède d e  l a  façon suivante : l e s  souches de  Rhizobium meliloti sont  

cult ivées dans l e  milieu r iche TY jusqu'à l 'obtention de  la phase exponentiel le 

d e  croissance. On dépose ensui te  0,5 ml  d e  cul ture  à DO égale  à 0,3 dans  d e  

pe t i t s  tubes  coniques e n  plastique "Eppendorf" d e  1,5 ml d e  capac i t é  et on 

a jou te  1 volume d e  sarkosyl à 0,2 % dans  le  tampon Tris 50 mM, Na2 EDTA 

20 mM (TE), pH 8. On mélange en  inversant  le  tube doucement plusieurs fois. 

Il est ensui te  placé dans la  g lace  et après  quelques minutes, centr i fugé 

pendant 4 min à t empéra tu re  ambiante.  L e  surnageant est r e t i r é  à l 'aide 

d'une seringue et l e  culot  est repris  dans 50 ml d e  tampon d'électrophorèse 

(Tris 89  mM, Na2 EDTA 2,5 mM, B(OH) 89  mM) d e  pH 8,3 con tenan t  du 

saccharose  à 25 %, 1 unité/ml d e  RNase A et 1 mg/ml d e  ,lysozyme (ce  

dernier est a jouté  au moment  d e  l'utilisation). Puis le culot  est rapidement  

homogénéisé et immédia tement  t r ans fé ré  dans un puits  du gel. Une fois q u e  

tou tes  les alvéoles sont remplies, chaque échantillon est recouver t  d e  90 pl d e  

T.B.E. con tenan t  1 % d e  SDS, 0,05 % d e  bleu d e  bromophénol et 0,4 % 

d'agarose.   près solidification, les alvéoles sont  complètement  remplies a v e c  

d e  I'agarose à 0,8 % maintenu en surfusion. 



' 

- Préparation de gel 

On utilise un gel d'agarose à 0,8 % (P/V) dans du T.B.E., pH 8,3, que l'on 

coule  e n t r e  deux plaques e n  verre  dépoli séparées  par des espaceurs  d e  

1,5 mm. L e s  puits sont réalisés par un peigne e n  Téflon à 15 d e n t s  introduit  

lorsque le  gel est encore  en surfusion. 

- Migration 

L e s  plaques d e  verre  con tenan t  le  gel  et l 'échantillon sont  t ransférées  dans  

une cuve à électrophorèse Biorad. La  migration est d e  lh30  à 30 volts, ce qui 

p e r m e t  au SDS d e  migrer et d e  lyser les  bactéries.  Puis l e  voltage est por té  à 
130 volts pendant 2h30. Une fois l 'électrophorèse terminée,  le  ge l  est coloré  

et décoloré com me décr i t  précédemment.  

C e  type  d 'électrophorèse est utilisé pour isoler des  f ragments  d'ADN de taille 

d é t e r  minée. 

L e  protocole ex  péri mental  est l e  suivant. , 

Dans chaque puits d'un gel d 'agarose horizontal (0,6 %, P/V), on dépose 40 pl 

d 'une solution d'ADN digéré contenant  113 d e  volume d e  tampon d'arrêt. L e  

premier  puits est const i tué  d'un témoin d'ADN d e  phage lambda digéré par  

EcoRI et HindIII. Après migration pendant 4h30 à 110 volts, le  gel est 

découpé a u  niveau des  puits  1 et 2 sur une longueur de  8 c m  environ. 

C e t t e  bande témoin est prélevée,  colorée  de  façon à localiser l a  position d e s  

f ragments  d e  tai l le in téressante  (fragments d'ADN compris e n t r e  4 et 

12 kb). On découpe a lors  dans le  gel d'agarose une alvéole de  4 m m  de large, 

sur tou te  la  longueur des  puits  restants,  au  niveau des  f ragments  d e  4,O kb. 

Ensuite, l e  T.B.E. est introduit  dans l 'alvéole ainsi formée,  puis on ré tabl i t  l e  

voltage à 110 volts, l'ADN d e  tai l le supérieure à 4,O kb va migrer e n  

direction d e  l'alvéole. Au bout d e  2 min d 'électrophorèse,  le  tampon est 

prélevé puis on remplit  à nouveau l 'alvéole par du T.B.E. C e t t e  opération est 



r é p é t é e  pendant 5 à 6 h d e  façon à ce q u e  tous l e s  f ragments  compris  e n t r e  4 

et 12 kb soient récupérés. L'ADN e n  solution dans du T.B.E. est ensu i te  

précipi té  par 317 d e  volume de  NaCl 1 M puis 2 volumes d 'éthanol à 95 % à 
- 20°C.  près centr i fugat ion et remise  en  solution, une par t ie  al iquote est 

soumise à une é lect rophorèse  e n  gel d'agarose pour déterminer  l e s  tai l les d e s  

f ragments  récupérés  et la  quan t i t é  d'ADN ainsi obtenue. 

XII. - METHODES DE TRANSFERT D'ADN 

, 
12.1. Transformation 

- Protocole 

100 ml  d'une cu l tu re  d'E. coli, incubée à 30°C e n  milieu LB ag i té  jusqu'à u n e  

DO d e  0,6, sont  placés 15 min dans l a  g lace  puis centrifugés à 7 000 g 

pendant 10 min à 0°C. Les  cellules sont doucement  remises en  suspension dans  

50 ml  d e  CaC12 0,I M glacé. L a  suspension est laissée ainsi 30 min à O°C 

dans  l a  g lace  avan t  d 'ê t re  d e  nouveau centr i fugée à 7 000 g pendant 5 min à 
0°C. Le culot  est repris a v e c  précaution dans 5 ml  d e  CaC12 0,l M glacé  puis 

l e s  bactér ies  sont  t r ans fé rées  dans un tube  16/160 e n  ver re  et placées  3 h à 
0°C e n  homogénéisant de  t e m p s  en  temps. 

Dans  un tube e n  verre  161160, p lacé  à O°C, on introduit  50 pl d e  l a  solution 

con tenan t  l'ADN à t ransférer  (soit 10 à 500 pg d'ADN dans 50 pl) et 100 pl  

d e  suspension cellulaire. L'ensemble est incubé 30 min à 0°C puis p l a c é  

rapidement  a u  bain-marie à 42°C pendant 2 min à 0°C avan t  d ' ê t re  d e  

nouveau t rans fé ré  10 min dans  l a  glace. L e s  bac té r ies  sont ensuite diluées a u  

dixième en  a joutant  du milieu LB préchauffé  à 37°C. L a  suspension est 

ensu i te  incubée pendant 120 min à 37°C sans  agi ta t ion avan t  d ' ê t r e  diluée et 

é t a l é e  sur milieux sélectif S. 

1 2.2. Transposition 

L a  souche d'E. coli  WA803 (pGS9) est précul t ivée  dans l e  milieu d e  Luria. 

Ce l le  d e  Rhizobium meliloti dans le  milieu TY jusqu'à l 'obtention d 'une 



cu l tu re  bactér ienne en  fin d e  phase exponentielle d e  croissance (environ DO = 

1 à 600 nm). Puis on e f f e c t u e  l es  mélanges suivants : 

1 ml  d e  milieu TY 
Témoin Rhizobium 

1 ml  d'une suspension bactér ienne d e  Rhizobium 

1 ml  d e  Luria 
Témoin El coii 

1 ml d'une suspension bactér ienne dlE. coli 

1 ml  d'une suspension bactér ienne d e  Rhizobium 
Croisement  

1 ml d'une suspension bactér ienne dlE. coli 

Après agitat ion a u  vortex, on centr i fuge les  cellules à 4 000 g ; l e  cu lo t  

obtenu est remis e n  suspension dans 0,l  ml d e  milieu R. Ensuite, les  bac té r ies  

s o n t  r e c u e i l l i e s  s u r  un f i l t r e  d e  n i t r o c e l l u l o s e  p r é a l a b l e m e n t  d é p o s é  

s té r i l ement  dans une borte d e  P e t r i  con tenan t  du TY gélosé. 

Après incubation à 30°C, pendant  18 à 24 h, les bac té r ies  sont  remises  e n  

suspension dans 5 ml  de  tampon R. 

On procède de  la  même manière  pour les deux souches qui servent  d e  témoins  

et qui sont  uti l isées pour l a  déterminat ion du taux d e  mutation spontanée. 

Ensuite, on e f f e c t u e  des dilutions dans le  tampon R jusqu'à pour les t ro is  

mélanges. 

On prélève une par t ie  ai iquote d e  0,l ml d e  la  dilution appropriée que l'on 

é t a l e  sur les  milieux sélectifs .  

L e s  l ec tu res  des transconjugants ayant  acquis le  transposon Tn5 et l e  

Rhizobium meiiloti sont f a i t e s  après  4 jours d'incubation à 30°C. Cel le  d'E. 

coii après  1 jour à 37°C. 

Ensuite, nous avons repiqué les  "transconjugants" sur milieu minima dont l a  

seule source de  carbone est const i tuée  d e  l'un des  sucres  et dérivés suivants : 

g l u c o s e ,  f r u c t o s e ,  g a l a c t o s e ,  m a n n i t o l ,  a r a b i n o s e ,  xy lose ,  s u c c i n a t e .  

XIII. - UTILISATION DES ENZYMES 

13.1. Enzymes d e  res t r i c t ion  

Tous les enzymes d e  restr ict ion sont  uti l isés conformément  aux indications 

décr i  tes par les fournisseurs. 



L a  ligase est uti l isée à t empéra tu re  ambiante  à raison d e  1 uni té  par pg 

d'ADN selon les  indications de  KING et coll. (1986). 

13.3. Phosphatase alcaline 

1 pg d'ADN plasmidique est dissous dans 100 pl d e  T50E0,1, pH 8. On ajoute  1 

unité d e  phosphatase alcaline à l a  solution qui est incubée pendant 4 h à 
37°C. L 'enzyme est ensui te  inact ivé  par adjonction d e  10 pl dlEGTA 50 mM, 

pH 8, et chauffage à 65OC pendant 10 min. L ~ A D N  déphosphorylé est a lo r s  

déprotéinisé par 2 fois 1 volume d e  phénol/chloroforme (1/1, V/V) puis par 2 

fois 1 volume d e  chloroforme/alcool isoamylique (24/1, P/V) avan t  d ' ê t re  

précipité à I1éthanol/NaC1. 



R E S U L T A T S  E T  D I S C U S S I O N  



1. - ISOLEMENT DE MUTANTS METABOLIQUES ET ETUDE DE LEURS 
2-= 

CARACTERISTIQUES 

1.1. Obtention .des mutants par transposf tion 

Nous envisageons d e  t ransférer  le  plasmide suicide pGS9 d e  la souche d'E. coli 

WA803 vers  la  souche d e  R. meliloti M5N1. 

L e s  d e u x  s o u c h e s  é t u d i é e s  p r é s e n t e n t  l e s  c a r a c t è r e s  s u i v a n t s  : 

- E. coli WA803 : Thi-,  et-, rk-,  mk-  ( ~ m ' / ~ m ' ,  c m r ,  ~ r a ' )  ; 

- R. meliloti M5N1 : type sauvage. 

L e  plasmide suicide pGS9 p o r t e  l e  transposon Tn5 qui confè re  la  rés is tance à 
l a  kanamycine c h e z  E. coli  et à l a  kanamycine, s t reptomycine chez  R. 

meliloti (Fig. 8) (SELVARAJ et coll., 1983). 

Nous avons e f f e c t u é  le  croisement  e n t r e  ces deux souches et la  sélection d e s  

transconjugants est réalisée sur le  milieu r i che-  TY, - contenant  d e  l a  

s t reptomycine (100 pg/ml) et d e  l a  kanamycine (200 pg/ml). L a  f réquence  d e  

transposition (rapport  du nombre d e  bac té r ies  ayan t  incorporé l e  Tn5 au 

nombre to ta l  d e  bactér ies  réceptr ices)  obtenue est d e  1,3.10'~ ; l a  f réquence  

d e  mutat ion spontanée est d e  1.10-~. L e s  colonies rés is tantes  à l a  fois à la 

Sm et à l a  Km (ayant donc acquis le  Tn5) sont  ensui te  repiquées sur milieu 

minimum (RHBl) additionné d e  di f férents  subst ra ts  carbonés (glucose, 

fructose,  galactose,  mannitol, sorbitol, arabinose, ribose, xylose, succinate). 

L a  major i té  des  colonies manifeste un c a r a c t è r e  auxotrophe et n e  se 

développe pas sur le  milieu minimum, 20 colonies seulement  cul t ivent  sur  

succinate  et demeurent  incapables  d'utiliser les  au t res  subst ra ts  testés (Tab. 

11). 

1.2. Vérification de  l'appartenance des  mutants au genre Rhizobium : 

inf ectivi té 

Nous avons vérif ié l ' identi té des  souches mutan tes  et leur appar tenance a u  

genre  Rhizobium par leur possibilité d'induire, après  inoculation, l a  nodulation 
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Tableau 11. Croissance de R.meliloti M5N1 e t  des mutants sur RHBl 
additionne de differentes sources de carbone 
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d e  plantules aseptiques d e  Luzerne (Medicago sativa). Nous avons cons ta té  que  

les 20 souches mutantes  développent des'nodules rosâ t res  identiques à ceux 

obtenus  avec  la  souche sauvage M5N1. P a r  ailleurs, nous avons vérif ié que  les  

nodules contiennent bien la  souche a v e c  laquelle i l s  ont  été infectés.  

Parmi  ces mutants,  nous e n  avons choisi un, nommé 2.10 pour les é t u d e s  

ultérieures. 

1.3. Caractér is t iques  du m u t a n t  2.10 

13.1. Contrôle d e  la pure té  

1.3.1.1. Digestion d'ADN t o t a l  

Pour s'assurer d e  la pure té  du mutan t  2.10, nous avons réalisé, e n  plus d e  

l ' infectivité,  une digestion d e  son ADN t o t a l  par d e s  endonucléases d e  

res t r ic t ion et comparé  l e  profil obtenu à celui d e  la  souche sauvage M5Nl. 

Pour celà ,  nous avons d'abord e x t r a i t  l'ADN to ta l  du mutan t  2.10 et d e  l a  

souche témoin M5N1, selon la  méthode décr i t e  e n  page 56, puis l 'avons coupé 

par deux enzymes de  restr ict ion : BamHI et XhoI. 

Les  profils des  é lect rophorégrammes (Photo 1) ne  montrent  pas  d e  di f férences  

visibles des f ragments  d'ADN séparés  ; i l  y a donc une grande communauté  

e n t r e  l a  souche sauvage et le  mutan t  2.10. 

1.3.1.2. Mesure d e  l 'efficience 

L a  m e s u r e  d e  l ' e f f i c i e n c e  est r é a l i s é e  a p r è s  q u a t r e  s e m a i n e s  d e  

développement d e s  plantules d e  Luzerne "in vitrow. On cons ta te  que  l 'ac t iv i té  

nitrogénasique du mutant 2.10 est proche d e  cel le  d e  l a  souche parenta le  

M5N1 (Tab. 12). 

Il semble  donc q u e  l'utilisation par Rhizobium des  hexoses, des  pentoses et 

des  polyols ( tout  a u  moins ceux tes tés)  n ' e s t  essentiel le ni pour la  nodulation 

ni pour l a  f ixation d'azote. 



Photo.1: Profils de digestion par BamHl e t  Xhol . 
1 = A/ HindIII. 

2 = M5Nl/BarnHl. 

3 = Z.lO/BamHl 

4 et 5 = Rbvbrtants/BamHl 

6 = > / E C O R ~  e t  HindIII 

7 = M5Nl/Xhol. 

8 = Z.lO/Xhol 

9 e t  10 = Rbvbrtants/Xhol 



Tableau 12. Propriétes symbiotiques de R.meliloti M5N1 et  du mutant 2.10 

Souche 

M5N 1 

Mutant 
2.1 O 

Nodulation 

+ 

+ 

Activite nitr ogénase 
nmoles CZHB/plante.h 

28.3 

20.8 



C e  résul ta t  rejoint et confor te  l 'ensemble des  travaux déjà  mentionnés par 

d 'aut res  au teurs  concernant  l e  rappor t  e n t r e  les  mutations a u  niveau du 

métabolisme intermédiai re  des  sucres  et la symbiose. En e f fe t ,  les mutan t s  

phosphoglucose-isomérase- d e  R. meliloti (ARIAS et coll., 1979 ; EL 

GUEZZAR et coll., 19881, glucokinase-, fructokinase- d e  R. legurninosarum 

(GLENN et coll., 1984b),  manni  to l -déshydrogénase- ,  r ibose -k inase -  e t  

x y l o s e - i s o m é r a s e -  d e  R. meliloti (DUNCAN, 1981)  r e s t e n t  é g a l e m e n t  

efficients.  

1.3.2. Propriétés de croissance 

Nous constatons,  d 'après l e  tableau 13, que le  mutan t  2.10 c r o î t  à l a  m ê m e  

vitesse que l a  souche parenta le  sur succinate,  fumara te ,  malate ,  l a c t a t e  et 

probablement glutamate.  P a r  contre ,  l e  glucose, l e  fructose,  l e  galactose, l e  

mannitol, l e  sorbiol, l e  xylose, le  ribose et l 'arabinose ne  p e r m e t t e n t  pas  l a  

croissance du mutant. 

L e  succinate,  e n  concentra t ion l imi tan te  et addit ionné d e  glucose ou d e  

fructose,  est à l 'origine c h e z  R. meliloti sauvage d e  l 'apparition d e  croissance 

diauxique (HORNE2 et coll., 1984). Pour la  souche sauvage, l e s  2 temps d e  

génération no tés  dans le  tableau 12 correspondent successivement à celui d e  

l a  première  phase d e  développement sur l 'acide organique et à celui d e  l a  

seconde phase d e  développement sur l 'hydrate d e  carbone. L e  mutan t  2.10, e n  

présence d e  succinate plus glucose, présente  une seule  phase d e  croissance 

a v e c  une inhibition d e  l a  croissance (Fig. 9) et une augmentat ion du temps d e  

génération (Tab. 13). 

1.3.3. Mesure des activités perméasiques 

L a  cinétique d'accumulation du glucose, fructose,  galactose  et succinate  par  

l e s  cellules d e  la  souche parenta le  M5N1 et du mutan t  2.10 est e f f e c t u é e  

selon la  technique décr i t e  par THEODOROPOULOS (1986). L e s  résul ta ts  

obtenus (Fig. 10, a, b, c et d) mont ren t  que les  perméases  spécifiques aux 

glucose, f ructose ,  galactose,  ne  fonctionnent pas c h e z  le  mutan t  2.10. P a r  

con t re ,  une f o r t e  ac t iv i t é  succinate  perméasique est observée (Fig. 10, d) et 

l a  vitesse in i t ia le  d'accumulation du succinate chez  ce mutan t  est identique à 
c e l l e  d e  la  souche parentale.  



Temps de genération (h) 
Source de carbone 

M5N 1 Mutant 

Glucose +(4) - 
Fructose +(4) - 
Galactose ' +(5) - 
Mannitol +(4.5) - 
Sorbitol +(4.5) - 
Xylose + ND - 
Ribose + ND - 
Arabinose + ND - 
Succinate +(4) +(4) 
Fumar ate +(3) +(3) 
Malate +(4) it(3.5) 
Lac tate +(2 .5 )  +(a 
Glutamate + ND + ND 

Succinate + Glucose 4;3,5 a + 5 

Succinate + Fructose 3;4 + 5 

Tableau 13. Croissance de R.meliloti M5N1 et du mutant 2 . 1 0  sur 

differentes sources de carbone 

Les cellules sont cultivees sur milieu minimum R H B l  
additionne de 0,1% de substrat 

+ : croissance - : pas de croissance 
a : les 2 temps de generation lors de la croissance diauxique 

ND: Non determine 



temps (heures) 

Fig.9 : Croissance , mbsurde au microbiometre , de R.meliloti 

M5N1 (i ) et du mutant 2.104 +) , sur un mélange de 

succinate et de glucose lk 0,1% chacun . 





Temps (mn) 

Fig. 10b : 

Accumulation du galactose 0 , l  mM par les cellules de 
R.me1iloti M5N1 (*) et  du mutant  2.10 (*) prealablement 
cultivees sur RHBl additionne de lactate. 



Temps (mn) 

Fig. 10c : 

Accumulation du fructose 0,l  mM par les cellules de 
R.meliloti M5Nl (*) et du mutant  2.10 prealablement 
cultivees sur R H B l  additionne de lactate. 



Temps (mn) 

Fig. 10d : 

Accumulation du succinate 0 , l  mM par les cellules de 
R.meliloti M5Nl @ e t  du mutant  2.10 (*) prealablement 
cultivees sur  R H B l  additionne de succinate. 



Chez  R. meliloti M5N1, le  glucose, le  fructose,  le galactose  possèdent leurs 

propres sys tèmes d e  transport ,  et le  f a i t  que  no t re  m u t a n t  ne peut  accumuler  

ni l'un ni l 'autre d e s  sucres  testés nous laisse déjà  supposer q u e  plusieurs 

gènes sont  mutés  e n  m ê m e  temps. 

1.3.4. Recherche de la modification du contenu plasmidique 

Dans l e  but d e  rechercher  une éventuelle modification d e  tai l le des  plasmides 

du mutan t  par rappor t  à ceux d e  la  souche d'origine, nous avons analysé l e  

contenu plasmidique du mutan t  2.10 e n  lysant d i rec tement  celui-ci au  s o m m e t  

d'un gel vert ical  d'agarose, puis e n  soumet tant  ce lysat  à une électrophorèse.  

Les  résul ta ts  (Photo 2) montrent  : 

- que  l a  souche d e  R. rneliloti M5N1 possède ses  t ro is  plasmides habituels 

(puits 1) ; 

- que la  souche m u t a n t e  2.10 a perdu son plasmide géant  et que  deux 

plasmides supplémentaires sont  apparus (puits 2). ' 

C e  résul ta t  peut  s'expliquer par un réarrangement  génomique qui sera i t  dû à . 

l ' introduction du plasmide suicide pGS9 utilisé pour l a  transposition. 

Chez  l a  famil le  d e s  Rhizobiaceae, des  réarrangements  génomiques similaires 

o n t  6 t h  rappor tés  par d i f férents  auteurs  : 

- s o i t  a p r è s  l e  t r a n s f e r t  du p l a s m i d e  s y m b i o t i q u e  (CHRISTENSEN et 

SCHUBERT, 1983 ; DJORDJEVIC et coll., 1983) ; 

- soit après  introduction du plasmide RP 1 c h e z  Bradyrhizobium japonicum 

(BERRY et ATHERLY, 1984) ; 

- soit  à l 'issue du t rans fe r t  du plasmide suicide pSP6Ol dtE. coii vers 

Rhizobium meiiloti (ALI et coll., 1989). 



Photo.2: Contenu plasmidique du mutant 2.10. 

1 = R.meliloti M5N1 ( Temoin ) 

2 = Mutant 2.10. 



C e s  auteurs  concluent que  ces réorganisations génomiques peuvent ê t r e  dues  

soi t  à l a  format ion d e  nouveaux plasmides à par t i r  d e s  f ragments  

chromosomiques ; soit que  des morceaux du chromosome viennent s ' intégrer 

dans l e s  plasmides indigènes donnant ainsi naissance à d e  gros plasmides ; 

soit ,  plus simplement,  q u e  les mégaplasmides se réarrangent  pour donner 

naissance à d e s  pet i t s  plasmides. 

1.4. Obtention et  étude des révertants 

L'éta lement  d e  suspensions cellulaires du mutant  2.10 sur boîtes con tenan t  l e  

milieu RHBl addit ionné d e  glucose à 1 %, f a i t  apparaî t re  des "révertants" à 
une f réquence d e  l 'ordre d e  5,7.10e7. 

En plus du glucose, le  fructose,  l e  mannitol, I'arabinose, le  xylose et le  ribose 

p e r m e t t e n t  aussi la  croissance d e  ces souches. La  mise e n  cul ture  d e s  

di f férents  réver tan t s  e n  présence d'antibiotiques montre  que ces bac té r ies  o n t  

ga rdé  leur rés is tance à l a  s t reptomycine et à l a  --kanamycine : ce qui 

correspondrait  donc à une pseudo-réversion. En e f fe t ,  un vrai r é v e r t a n t  

. r é su l t e ra i t  d e  l'excision du transposon Tn5 ; ceci s 'accompagnant d'un re tour  

ou non à l ' é t a t  sauvage et de  l a  p e r t e  d e  la  rés is tance à l a  kanarnycine et à 
l a  streptomycine.  

Exemple : mutan t  (sucre-, Kmr)-,révertant (sucre', KmS) ou sucre- (cas  

d'une délétion). 

Cependant,  un pseudo-révertant conserve sa rés is tance à l a  kanamycine et à 
l a  s t reptomycine et le re tour  à l ' é t a t  sauvage n e  provient apparemment  p a s  

d e  l a  reconsti tution du gène  a l t é r é  par  l ' insertion du Tn5, sauf s'il y a 

retransposit ion d e  cet é lément  à un endroi t  du génome bactérien, suivie d 'une 

excision d e  la  première  copie du Tn5 s i tuée  sur le  gène  muté. Dans ce cas, on 

re t rouve les caractér is t iques  métaboliques in i t ia les  associées aux c a r a c t è r e s  

d e  rés is tance du transposon. Mais ces variantes obtenues sont ce r ta inement  

mutées  sur d 'aut res  activités.  
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r + E x e m p l e  : m u t a n t  (sucre- ,  Km ) -, r é v e r t a n t  ( s u c r e  , ~ r n ' ) .  
1 

Nous avons donc obtenu des  "pseudo-révertants" parmi lesquels deux on t  été 
choisis pour étudier leur ADN to ta l  et leurs propriétés symbiotiques afin d e  

vérif ier  leur identi té.  

1.4.2. Digestion d e  l 'ADN total 

L'ADN to ta l  des  deux "pseudo-révertantsl' e s t  soumis à une digestion par l e s  

endonucléases d e  res t r ic t ion BamHI et XhoI. L e  profil obtenu (Photo 1) n e  

mont re  pas d e  variations sensibles quand on l e  compare  à celui de la souche 

sauvage M5N 1 ou à celui  du mutan t  2.10. 

1.4.3.. P ropr ié tés  symbiotiques 
1 
l 

C o m m e  pour la  M5N1 et l a  2.10, l e s  deux pseudo-révertants induisent la 

format ion d e  nodules 15 à 20 jours après  l'inoculation d e s  plantules. Mais ces 

nodules sont  blanchâtres comparés  aux nodules rosâ t res  observés lors d e  

l'inoculation des  plantules par l a  souche sauvage M5.N 1 ou  par l e  mutant  2.10. 

L e  dosage d e  l 'activité nitrogénasique donne une valeur t r è s  fa ible  égale  à 
c e l l e  obtenue a v e c  l es  plantules non inoculées uti l isées comme témoin (de 

l ' o r d r e  d e  3 n m o l e s  d e  C Z H 2  r é d u i t e s  p a r  p l a n t e  et p a r  heure ) .  

L ' i n e f f i c i e n c e  d e  ces p s e u d o - r é v e r t a n t s  est p e u t - ê t r e  d u e  à u n e  

retransposit ion du Tn5 sur l'un des  gènes  de  fixation d 'azote  qui, chez R. 

mehlot i ,  sont  localisés sur l e s  plasmides (BANFALVI et coll., 1981). 

C e t t e  hypothèse nous paraî t  vraisemblable puisque nous constatons,  par 

ailleurs, une augmentation d e  l a  rés is tance des  pseudo-révertants à la 

kanamycine jusqu'à d e s  concentra t ions  d e  1200 pg/ml. Ceci est en  faveur  

d 'une retransposition du Tn5, suivie d e  son amplification. 



1 .X Conclusion 

Par mutagenèse biologique, e n  utilisant l e  transposon Tn5 por té  par le 

plasmide suicide pGS9, nous avons isolé un mutan t  2.10 d e  R. meliloti M5Nl 

qui présente  un c a r a c t è r e  carbohydrate  négatif. 

L a  f réquence d e  transposition obtenue est d e  1,3.10'~. C e  résu l t a t  est voisin 

d e  ceux t rouvés  par d ' au t res  au teurs  chez  R. leguminosarum, R. phaseoli, R. 

trifoiii et R. mefiloti (BERINGER et coll., 1978 ; ALI et coll., 1983) e n  

utilisant aussi des  plasmides suicides comme vecteurs  d e  ce transposon. 

Signalons q u e  cette f réquence  est mille fois plus é levée (1.  IO-^) chez  E. coü 

lors de  la  transposition du Tn5 véhiculé par l e  bactériophage X (SHAW et 

BERG, 1979). L e  mécanisme d e  t rans fe r t  du vecteur  du transposon Tn5 d o i t  

jouer un rôle impor tan t  dans le phénomène. L a  vérification d e  l ' appar tenance 

d e s  mutants  au genre  Rhizobium a été réalisée par la  nodulation des  plantules 

d e  l a  Luzerne. Un mutan t  baptisé 2.10 a été choisi pour les  é t u d e s  

ultérieures. L e  contrôle  d e  la pure té  d e  celui-ci a été e f f e c t u é  e n  comparant  

son profil d e  digestion d'ADN t o t a l  à celui d e  l a  souche sauvage M5N 1. 

L a  réversion, réalisée sur milieu RHB 1 addi t ionnb -de- glncase,  donne d e s  

p s e u d o - r é v e r t a n t s  i n c a p a b l e s  d e  f i x e r  l ' a z o t e  a t m o s p h é r i q u e .  C e t t e  

ineff ië ience est probablement due à une retransposition du Tn5 vers l'un d e s  

gènes  d e  l a  f ixation d'azote. C e  phénomène a été déjà signalé chez R. 

meliloti en  utilisant l e  m ê m e  transposon (ALI et coll., 1989). 

II est diffici le d e  déterminer  d i rec tement  la  na tu re  d e  l a  mutat ion du fa i t  d e  

l ' incapacité du mutan t  à se développer à par t i r  d e  nombreux substrats .  

~ é a n m o i n s ,  et à par t i r  d e  l a  f réquence d e  réversion re la t ivement  é l e v é e  

(5,7.1 o - ~ ) ,  indiquant qu'une simple mutation est à l 'origine du c a r a c t è r e  

p l é i o t r o p e  du  m u t a n t  2.10, d e u x  h y p o t h è s e s  s o n t  e n v i s a g e a b l e s  : 

- soit  la  mutation a eu lieu au niveau d'une voie métabolique commune aux  

subst ra ts  testés ; 

- soit celle-ci a touché un gène d e  régulation contrôlant  s imul tanément  

plusieurs activités.  



L a  première  hypothèse ne  semble pas  adéquate  ; e n  e f fe t ,  I'arabinose qui sui t  

une voie métabolique t o u t  à f a i t  part iculière c h e z  les souches de  Rhizobium à 
croissance rapide (cf. Introduction, 3.2.4) n e  p e r m e t  pas  non plus l a  croissance 

du mutan t  2.10. C e  pentose rejoint, en  e f fe t ,  d i rec tement  le cycle  de  Krebs  

a u  n i v e a u  d e  1' a - c é t o g l u t a r a t e  (DUNCAN et F R A E N K E L ,  1979).  

Par  contre ,  la  deuxième hypothèse nous paraî t  plus vraisemblable dans le  sens  

où n o t r e  mutant  c ro î t  sur des subst ra ts  ( lac ta te ,  g lutamate)  dont l 'utilisation 

n 'es t  pas  répr imée par l a  succinate  (cf. 1.3.21, d e  plus l e  mutant  2.10 p résen te  

des  propriétés d e  croissance similaires à cel les  observées chez  des mutan t s  d e  

régulation d'E. coii décr i t s  par cer ta ins  au teurs  (PERLMAN et PASTAN, 

1969 ; BRIEKMAN et coll., 1973 ; KUMAR, 1976 ; GUIDI-RONTANI et coll., 

1981 ; IRWIN et PTASHNE, 1987). 

L'analyse des  résul ta ts  publiés sur la  régulation c h e z  E. coli mont re  

l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  r é g u l a t i o n  t y p e  r é p r e s s i o n  c a t a b o l i q u e .  C e l l e - c i  f a i t  

in tervenir  au moins deux par tenaires  : I'AMPc et son récepteur,  l a  proté ine  

CAP. L' identif ication des  mutants  d e  régulation chez  E. coli montre, à chaque  

fois, qu'ils sont  a i t6 rés  soit au niveau du gène  cya : gène  codant  Pour l a  

synthèse d e  llAMPc, soit au niveau du gène  crp : - g è n e  - responsable d e  l a  

p r o d u c t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  C A P ,  s o i t  a u  n i v e a u  d e s  d e u x  g è n e s .  

En e f f e t ,  l 'expression d'un grand nombre d 'unités génétiques, responsables du 

catabol isme des  sources d e  carbone, requier t  l a  présence d'un complexe 

fonctionnel e n t r e  I'AMPc et son récepteur  CAP. C e  complexe est capable d e  

se fixer à l'ADN dans  l a  région promoteur d e  ce r ta ins  opérons et d'activer 

leur transcription (DE GUNZBURG, 1985). Il s 'ensuit donc que d e s  mutan t s  

dé fec t i f s  dans l a  production dlAMPc (Cya') ou dans ce l l e  d e  son récep teur  

(Crp-) seront  incapables d'exprimer ces unités génétiques. 

Dans l e  chapi t re  suivant, nous aborderons le  rôle d e  I'AMPc dans la  répression 

catabolique chez  Rhizobium meiiloti souche sauvage. Ensuite, nous verrons  

l ' e f fe t  d e  l'addition d e  ce nucléotide sur la  croissance d e  notre  mutan t  a f in  

d e  rechercher  une éventuelle mutation au niveau du gène  cya : gène  codan t  

pour la  synthèse d'adényl-cyclase, enzyme qui ca ta lyse  l a  synthèse d e  1'AMPc 

à par t i r  de  I'ATP. 



II. - RECHERCHE DE L'EXISTENCE D'UNE MUTATION SUR LE GENE 

CODANT POUR LA SYNTHESE DE LIAMPcyclique 

2.1. Les phénomènes de  croissance diauxique 

Lorsqu'un milieu de  cul ture  cont ient  deux sources  d e  carbone, on peu t  obtenir  

soi t  une seule phase exponentiel le d e  croissance si les  deux subst ra ts  sont  

uti l isés simultanément,  soi t  deux phases exponentiel les séparées  par une phase 

d e  l a tence  in termédiai re  plus ou moins impor tan te  si les deux subst ra ts  sont  

utilisés successivement : c'est le  phénomène de  diauxie ( tradit ionnellement 

représenté  par l ' e f fe t  du glucose sur l 'utilisation du lactose  chez  E. coli). 

C e  phénomène est observé dans tous  les cas où l es  enzymes impliqués dans 

l 'utilisation du deuxième subst ra t  sont  inductibles ou const i tu t i fs  et soumis e n  

présence du premier subst ra t  en  concentra t ion l imi tante  à l a  répression 

catabolique. 

2.1.1. Rappel : e f f e t  du sucunate sur l'utilisation du glucose 

Des travaux antér ieurs  du Laboratoire on t  montré  q u e  le succ ina te  joue l e  

rôle d e  répresseur sur l e  sys tème d e  t ranspor t  du glucose (HORNEZ, 1987). 

Ceci  se t radui t  par une croissance diauxique d e  R. meliloti M5Nl sur l e  

milieu minimum RHBl contenant  l e  succinate  e n  concentra t ion l imi tante  

additionné d e  glucose. L e s  essais e f fec tués  sont  rappor tés  sur les  f igures 1 la 

et l l b .  On cons ta te  qu'à l a  concentration d e  1 g/l, l e  succinate est un f a c t e u r  

l imi tant  à l a  croissance d e  R. meiiloti (Fig. 1 la). L'addition d e  glucose (1 g/l) 

à un milieu contenant  du succinate (1 g/l) pe rmet  d'observer lors d e  l a  cu l tu re  

une courbe d e  croissance se développant e n  deux phases exponentiel les 

successives (Fig. Ilb). Au cours d e  l a  première  phase d e  croissance, l a  

concentra t ion e n  glucose dans le  milieu res te  inchangée et l ' ac t iv i t é  

perméasique t r è s  faible. A part ir  du début  d e  l a  phase s ta t ionnaire  

in termédiai re  et durant  l a  seconde phase d e  croissance, une diminution d e  l a  

concentra t ion e n  glucose du milieu est observée, e n  même t e m p s  qu'une 

augmentat ion considérable d e  l ' ac t iv i té  perméasique (HORNEZ, 1987). Il f a u t  

noter  que  la  phase d ' a t t en te  apparaî t  à un niveau d e  densité cellulaire 

légèrement  supérieur à celui observé a v e c  le succinate  seul à m ê m e  





temps (heures) 

Fig. I l b  : Croissance , mesurée au microbiometre , de 

R.meliloti MSNI sur RHBl  additionne de succinate et du 

glucose & 0,1% chacun . 



concentration.  Ceci mont re  qu'une p e t i t e  quan t i t é  d e  glucose doit être 

uti l isée s imul tanément  avec  l e  succinate. C e  phénomène d e  répression 

catabolique, très étudié  chez  E. coli, mont re  qu'il e s t  AMPc-dépendant pour 

cette espèce (PERLMAN et coll., 1969 ; RICKENBERG, 1974 ; BOTSFORD, 

1981 ; LILLMANN, 1985). P a r  contre,  c h e z  Rhizobium, le  rôle de  I'AMPc dans  

l a  levée d e  l a  répression est souvent mis en  question (MERBERG et coll., 

1983 ; McGETRICK et coll., 1985). 

2.1.2. Effet du succinate sur l'utilisation des substrats carbonés 

Afin de  voir si le succ ina te  a le  m ê m e  e f f e t  sur les  sources d e  carbone n e  

p e r m e t t a n t  pas  le  développement du mutan t  2.10, nous avons procédé à u n e  

é t u d e  systématique du comportement  d e  l a  M5N1 vis-à-vis d e  ces d i f fé ren t s  

substrats. 

L a  souche a été cu l t ivée  sur milieu RHBl e n  présence d e  succinate  à la 

concentra t ion l imi tante  (1 g/l) et de  chacun des subst ra ts  à tester à l a  m ê m e  

concentration.  

L e s  résul ta ts  obtenus (Fig. 12, a, b, c) montrent  que R. meliloti M5N1 

développe d e s  croissances diauxiques sur chacun d e s  mélanges étudiés. C e c i  

suggère donc que l 'utilisation des  hexoses, des  pentoses ou des  polyols (au 

moins ceux tes tés)  est soumise chez R. meliloti à une répression par l e  

succinate.  Remarquons que  les durées  des  phases d ' a t t en tes  in te rmédia i res  

son t  plus ou moins longues selon le  subst ra t  utilisé. Ceci  mont re  que la 

répression d u e  au succinate  n 'est  pas  un phénomène du " tout  ou rien". 

Cer ta ines  unités génétiques sont plus répr imées  q u e  d'autres. 

2.1.3. Effet d'autres acides dicarboxyliques sur l'utilisation du 

glucose 

L e  f u m a r a t e  et le malate ,  in termédiai res  d e  cycles  de  Krebs et d e  s t ruc tu re  

proche du succinate,  pourraient  réprimer l'utilisation du glucose chez R. 

meliloti, c o m m e  le fait par exemple le  mala te  c h e z  R. leguminosarum RBL 1 

(DE VRIES et coll., 1982). 
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Fig. 12a : Croissance , mesurée au microbiometre , de Rmeliloti M5Nl 
sur  RHBl contenant du succinate de sodium 1 g/l additionne 
de fructose 1 g/l (i ); de glucose à 1 g/l ( + )  ou de 
galactose B 1 g/l ( O ) .  
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Fig. 12b : Croissance , mesuree au microbiometre , de R.meliloti M5N1 
sur RHBl contenant du succinate de sodium A 1 g/1 additionne 
de ribose ti 1 g/l ( .); de xylose ti 1 g/l ( +) ou d'arabinose 
A 1 g/l ( 4) .  
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Fig. 12c : Croissance , mesuree au microbiometre , de Rmeliloti M5N1 
sur RHBl contenant du succinate de sodium & 1 g/l additionne 
de mannitol & 1 g/l (i ) ou de sorbitol 9 1 g/l ( + ) . 



Nous constatons, en  e f f e t ,  que R. meliloti M5N1, cul t ivé  sur un mélange d e  

glucose (1 g/l), f u m a r a t e  (1 g/l) ou glucose (1 g/l) m a l a t e  (1 g/l), développe 

d e s  croissances diauxiques (Fig. 13). Ceci  indique q u e  ces deux acides  ont  l e  

m ê m e  e f f e t  q u e  le succinate.. Cependant,  i l  f a u t  noter que l es  diauxies 

obtenues  sont plus ou moins prononcées comparat ivement  à cel les  obtenues 

a v e c  le mélange succinate-glucose. Ceci  indique que  l a  répression exercée  par 

ces deux acides  e s t  moins sévère  et qu'une par t i e  du glucose est uti l isée 

s imul tanément  avec  l 'acide dicarboxylique au cours d e  la  première  phase d e  

croissance. 

2:2. Wse en évidence du rôle de 1'AMPc sur la levée de  diamie 

2.2.1. Rappel 

L a  r é p r e s s i o n  d e s  s y s t è m e s  phys io log iques  d e  Rhizobium p a r  d e s  

in termédiai res  du cycle  d e  Krebs a été déjà  signalée par plusieurs auteurs. 

Mais la  relat ion e n t r e  le  niveau intracellulaire d lAMPc et la  répression n ' e s t  

pas  encore  bien élucidée. En e f fe t ,  dans cer ta ins  cas te l  que le sys tème  d e  

t ranspor t  d'hydrogène d e  B. japonicum, l a  répression exercée  par l e  succinate  

ou l e  malate  est levée par 1'AMPc exogène (McGETRICK et coll., 1985). P a r  

contre ,  I'AMPc est sans  e f f e t  ni sur le  sys tème  d'accumulation d e  CO2 d e  

Bradyrhizobium japonicum inhibé par le succinate  (McCETRICK, 19851, ni 'sur 

l ' ac t iv i té  6-galactosidase répr imée par le  m ê m e  ac ide  dicarboxylique chez R. 

meliloti (UCKER et SIGNER, 1978). 

Dans notre  travail,  nous avons essayé d e  rechercher  l ' e f fe t  d e  1'AMPc 

exogène sur l a  diauxie développée par R. meliloti M5Nl cul t ivé  sur un 

mélange d e  succinate  et d e  glucose présent  chacun à 0,l % (P/V). Puis nous 

avons dé te rminé  les  condit ions convenables d'utilisation d e  ce nucléotide par  

l a  souche d e  R. meliloti M5N 1. 

2.2.2. Conditions générales d'abolition de  la diawie 

L a  croissance bactér ienne a été suivie e n  microbiomètre ( t empéra tu re  30°C, 

agi ta t ion 750 rpm), sur le  milieu minimum RHBl additionné d e  succinate  

(1 g/l), de  glucose (1 g/l) et dlAMPc à l a  concentra t ion finale d e  10 mM. 
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Fig.13 : Croissance , mesurde au microbiométre , de R.meliloti M5Nl 

sur RHB1 contenant: fumarate(0,l%)+glucose(0,1%) [ i l  ; 



Dans ces conditions, on n'observe pas d e  levée d e  diauxie (par I'AMPc à 
10 mM). Nous avons ensui te  pensé à f a i r e  varier  l a  concentra t ion finale d e  

I'AMPc de  10 à 100 mM. Les  résul ta ts  obtenus  F i g .  14) indiquent que  cette 

m o l é c u l e  est s a n s  e f f e t  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  e x p é r i  m e n t a l e s  u t i l i s é e s  

( température  30°C, agi ta t ion 750 rpm). P a r  contre,  quand on varie l 'agitat ion 

d'une cul ture  bactér ienne se développant sur le  couple succinate-glucose à 
0,l % (P/V), chacun additionné d' AMPc à une concentra t ion f inale  d e  10 m M, 

on c o n s t a t e  u n e  d i s p a r i t i o n  p r o g r e s s i v e  d e  l a  d i a u x i e  (Fig.  15). 

La mesure  du coeff ic ient  du t rans fe r t  e n  oxygène (KLa), dans les  conditions 

d 'agitat ion utilisées pour l a  levée d e  diauxie, est rappor tée  dans l e  tableau 14. 

Notons que dans ces mêmes  conditions d 'agitat ion et e n  absence dlAMPc, l a  

diauxie persiste. 

C e s  résul ta ts  montrent  q u e  le  phénomène d e  la  répression catabolique chez  R. 

meli loti  M5N1 est bien AMPc-dépendant ; mais l 'utilisation d e  celui-ci 

nécess i te  une agi ta t ion convenable du milieu d'incubation. 

2.3. E f f e t  d e  -l'addition d e  I'AMPc sur -la-- croissance-- du m u t a n t  

 près avoir déterminé l e s  conditions d 'agitat ion convenables pour I 'utilisation 

d e  I'AMPc par l a  souche sauvage M5N1, nous étudierons son e f f e t  sur l e  

développement du mutan t  2.10 et nous e n  déduirons l a  possibilité d'une 

mutat ion au niveau du g è n e  responsable d e  la  synthèse d' AMPc (gène cya). 

La croissance du mutant  2.10 a été à nouveau suivie e n  microbiomètre sur 

milieu RHBl additionné d e  glucose à 10 g / l  et d e  I'AMPc à l a  concentra t ion 

finale d e  10 mM dans les  conditions d'abolition d e  la  diauxie ( t empéra tu re  

30°C, agitat ion 1000 rpm). Après 24 h d'incubation, on cons ta te  que  cet AMPc 

e s t  sans  e f f e t  sur l a  croissance du mutant  2.10. 

2.4. Conclusion 

Les  é tudes  entreprises sur l a  régulation d e  l 'utilisation des sources d e  

carbone,  chez l es  cellules libres d e  Rhizobium, o n t  permis d e  démontrer  

l 'existence d'un phénomène semblable à l a  répression catabolique décr i t e  chez  
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Fig.14 : Croissance de R.meliloti M5N1 sur R H B l  contenant du succinate 
de sodium (0~1%); du glucose (0,1%) et 1'AMPc & différentes 
concentrations 

rn SANS + 10mM 9 50mM A lOOmM 
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Fig.15 : Effet de l'agitation du milieu sur la croissance diauxique de 
R.meliloti M5N1 , cultive sur RHBl contenant du succinate de 
sodium (0'1%) et du glucose (0'1%) additionne d'AMPc 10 mM 



Tableau 14. Determination du coefficient de transfert en  oxygbne ( KLa ) 

Vitesse d'agitation 
( rPm ) 

750 

850 

1000 

KLa (l/h) 

66 

21 6 

22 O 



E. coii. Cependant,  l e s  controverses concernant  la  levée du phénomène par 

l 'addition d e  l tAMPc ainsi que la  méconnaissance du mécanisme d e  régulation, 

on t  f a i t  q u e  jusqu'alors les auteurs  o n t  év i t é  d e  parler du phénomène d e  l a  

répression catabolique chez  Rhizobium. 

En par tan t  d e  ce r ta ins  résul ta ts  déjà  é tabl is  a u  Laboratoire, no tamment  l e  

rôle du succinate  c o m m e  répresseur d e  la synthèse d e  l a  glucose-perméase, 

nous avons, au cours d e  nos é tudes  sur les  phénomènes d e  l a  croissance 

diauxique, montré  que  : 

- l e  succinate  répr ime l'utilisation d'un cer ta in  nombre d e  subst ra ts  carbonés  : 

hexoses, pentoses, polyols (au moins ceux tes tés)  ; 

- I'utilisation du glucose est inhibée par d 'aut res  acides  dicarboxyliques 

comme le  f u m a r a t e  et le malate. 

Quant  au rôle d e  I'AMPc dans l'abolition d e  l a  diauxie, nous avons recherché 

les  conditions convenables d'utilisation d e  ce nucléotide et nous avons mont ré  

que  la levée d e  la  diauxie ne  se f a i t  en  présence dlAMPc qu'en utilisant d e  

bonnes conditions de  t ransfer t  en  oxygène. En e f fe t ,  les  diauxies développées 

par R. meliloti M5N 1, cult ivé sur un mélange d e  succinate (0,l %, P/V) et d e  

glucose (0,l %, P/V) e n  présence d' AMPc à l a  concentra t ion f inale  d e  10 mM, 

disparaissent d 'autant  mieux que I 'agitation du milieu d e  cul ture  est 

importante.  C e  résul ta t  indique l ' importance d e  I 'agitation dans l a  levée d e  la 

répression e n  présence d'A MPc. 

Nous avons, par l a  suite,  appliqué l e s  conditions favorables à I 'utilisation 

dtAMPc à une cul ture  du mutant  2.10 se développant sur un milieu minimum 

plus glucose à 1 % (PIV) addit ionné d'AMPc à 10 mM. L'absence d e  

croissance, après  24 h d'incubation, nous laisse donc éliminer l 'hypothèse 

d'une mutation au niveau du gène codant  pour l a  synthèse d e  I'AMPc. 

Comme nous l'avons signalé ;.-ecédemment, l e  phénomène d e  l a  répression 

catabolique chez  E. coii m e t  e n  jeu deux partenaires, 1'AMPc et la  proté ine  

CAP. Nous venons d e  voir que I'AMPc est sans  e f f e t  sur la  croissance du 



mutan t  2.10. Pour compléter  cette étude,  nous essayons, dans l e  chap i t re  

suivant, d e  m e t t r e  e n  évidence l 'existence c h e z  R. meli loti  d'un gène d e  

régulation qui se ra i t  équivalent au  gène crp dtE. coii. Pour celà, nous 

envisageons d e  complémenter  l a  souche dtE. coli CH208, a l t é r é e  au niveau du 

g è n e  crp, e n  u t i l i s a n t  l 'ADN d e  l a  s o u c h e  d e  R. m e l i l o t i  M5N1. 

nI. - RECHERCHE DE L'EXISTENCE CHEZ R. MELILOTI D'UN GENE 

EQUIVALENT AU GENE crp DIE. COLI 

3.1. Vecteur d e  c lonage 

L e  pBR322 est l'un d e s  vecteurs  plasmidiques d e  clonage l e  plus utilisé c h e z  

E. coii. De p e t i t e  ta i l le  (4,3 kb), amplifiable a u  chloramphénicol, i l  confè re  

les  résistances à l 'ampicilline et à l a  té t racycl ine ,  et por te  d e  nombreux sites 

uniques d e  clonage (BOLIVAR et coll., 1977). S a  séquence nucléotidique a été 
déterminée (BALBAS et coll., 1986). 

L a  c a r t e  génétique d e  ce plasmide, comprenant  en  part iculier  les sites 

reconnaissables par l e s  enzymes d e  res t r ic t ion l es  plus courants, est 

représentée  sur l a  f igure  16. 

Notons que  la  présence d e  sites d e  restr ict ion uniques dans  la  région codan t  

pour l a  rés is tance à un antibiotique (cas d e  BamHI pour l a  rés is tance à l a  

té t racycl ine  ou Pst1 pour la  rés is tance à I'ampicilline) est une ca rac té r i s t ique  

t r è s  impor tan te  des  vecteurs  d e  clonage, c a r  e l le  pe rmet  d e  suivre  

l ' intégration d'un inse r t  étranger.  En e f fe t ,  la  présence d'un inser t  au  milieu 

d'un gène  d e  rés is tance à un antibiotique inact ive  celui-ci. P a r  exemple, dans  

l e  cas du pBR322 l inéarisé par l 'enzyme d e  res t r ic t ion BamHI, l e s  ce l lu les  

ayant  reçu un plasmide à "insert" sont rés is tantes  à I'ampicilline et sensibles 

à l a  té t racycl ine  ; l e s  cellules ayant  reçu un plasmide sans "insert" son t  

rés is tantes  aux deux antibiotiques, et les cellules sans  plasmides (non 

transformées) demeuren t  sensibles aux deux antibiotiques. 



Fig.16 : Carte de restriction du pBR322. 



3.2. E t a p e s  d e  c lonage @ig. 17) 

L'ADN chromosomique d e  R. meliloti M5Nl a été e x t r a i t  et purifié selon l a  

méthode de  DHAESE et coll. (1979). Un échanti l lon d e  30 pg a été 
p a r t i e l l e m e n t  d i g é r é  p a r  Sau3AI  ( 0 , l  UIpg)  a f i n  d ' avo i r  u n e  b o n n e  

représentation s ta t is t ique du génome. L'ADN chromosomique issu d e  cette 

digestion a ensui te  été électro-élu6 sur un gel d 'agarose à 0,6 %, suivant l e  

protocole de  l a  page 59, afin d e  ne  conserver que les  f ragments  d'ADN d'une 

tai l le comprise e n t r e  3000 et 10.000 paires d e  bases. C e s  tai l les ont été 
choisies afin d ' ê t r e  sûr d e  sélectionner d 'une p a r t  des  f ragments  qui ne son t  

pas t rop  pet i t s  et qui son t  donc susceptibles d e  contenir  le  gène  recherché 

(s'il en exis te  un) ; d 'autre  part, afin d'éliminer l e s  f ragments  d e  tai l le t r o p  

importante ,  et donc plus diffici les à f a i r e  en t re r  par transformation dans l a  

bac té r ie  réceptrice.  

Parallèlement,  l e  plasmide pBR322 a été e x t r a i t  d e  la  souche d'E. coli HB101, 

purifié par ultracentrifugation en  gradient de  chlorure de  césium puis d igéré  

par l 'endonuêléase BamHI, dont l e  s i t e  d e  coupure se s i tue  sur l e  gène d e  

rés is tance à l a  tétracycline.  Les  f ragments  du vecteur ,  linéarisé par BamHI, 

ont  été déphosphorylés puis mis en  présence a v e c  l'ADN chromosomique 

part iel lement d igéré  par Sau3AI. L a  quan t i t é  d'ADN chromosomique é t a i t  cinq 

fois supérieure à cel le  du vecteur.  

Après l igature pendant une nuit à 15OC, e n  utilisant deux unités d e  ligase du 

phage T4, le produit d e  l igature  obtenu est utilisé pour transformer la  souche 

d'E. coli CH208 déf ic ien te  au niveau du gène  crp; 

3.3. Transformation d e  la souche d'E. coli CH208 : A crp 

Au cours  de  l a  transformation proprement  dite, nous .n'avons pas  réussi à 
obtenir  des  t ransformants  a v e c  le  plasmide hybride. Ceci  est probablement dû 

aux systèmes d e  restr ict ion de  la  souche réceptrice.  C 'es t  pour c e l à  que nous 

avons d'abord procédé à l a  i-ansformation d e  la  souche d'E. coli CH208 par l e  

plasmide seul (c'est-à-dire sans inser t )  et sur le peu d e  colonies obtenues  (une 

dizaine), nous avons à nouveau e x t r a i t  l e  plasmide (pBR322), purifié, d igéré  

par BamHI, puis l igaturé a v e c  les  f ragments  d'ADN chromosomique de  R. 

meliloti M5N 1 par t ie l lement  digéré par Sau3AI. 
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Fig.17 : Propagation d'un fragment d'ADN dans E.coli a l'aide 

du plasmide pBR322 



Ensuite, l'ADN a été int rodui t  par transformation vers la  souche d ' ~ .  coii 

CH208, rendue compéten te  par t r a i t e m e n t  au CaC12, après  avoir  appor té  

q u e l q u e s  m o d i f i c a t i o n s  à l a  t e c h n i q u e  h a b i t u e l l e  d e  t r a n s f o r m a t i o n ,  

notamment  : une augmentation du nombre d e  chocs thermiques successifs et 

du t emps  d'incubation des  bactér ies  réceptr ices  (en vue d'expression des  

plasmides hybrides reçus). 

3.4. Criblage des transf ormants 

3.4.1. Sélection des clones positifs 

L a  sélection d i rec te  des  -+ est e f f e c t u é e  par é t a l e m e n t  des bactér ies  i ssues  

d e  la  transformation sur le  milieu MacCONKEY additionné d e  mal tose  à 1 % 

et renfe rmant  100 pg/ml de  Sm (ou Km) et 75 &ml dtAp. L e s  bactér ies  
+ sucres  se ron t  rouges et les bactér ies  sucres- r es te ron t  blanches. En e f f e t ,  

l 'acidification provoquée par l 'utilisation du sucre  (maltose) entra îne  à 
l 'endroit où l a  colonie a poussé un changement  d e  couleur (Photo 3, a, b, c). 

Parallèlement,  nous avons f a i t  des  é ta lements  des  cul tures  bactér iennes  

t ransformées  sur du milieu Luria + Sm (100 pg/ml) + Ap (75 pg/ml) et l e s  

colonies isolées ont  été repiquées sur du Luria + T c  (10 pg/ml) et seules l e s  

bactér ies  cul t ivant  sur Ap, Sm et pas  sur T c  o n t  été testées pour leur  

capac i t é  à fe rmente r  l e  maltose sur le  milieu MacCONKEY. 

S Après une nuit  d'incubation, qua t re  colonies rouges, A ~ ' ,  s m r  et Tc s o n t  

apparues. 

C e  résul ta t  indique q u e  l a  souche CH208 Crp- aura i t  acquis un gène d e  R. 

meiiloti M5Nl qui se ra i t  équivalent au gène  crp. 

3.4.2. Vérification des souches 

Pour les  q u a t r e  clones positifs, nous avons voulu vérifier qu'il stagissait bien 

d e  la  souche dlE. cou CH208 que  l'on ava i t  transformée. Pour celà, d e s  

ex t rac t ions  d e  l'ADN to ta l  des clones et d e  deux souches témoins  (HBlOl 

porteuse du plasmide pBR322 et CH208 t ransformée a v e c  le  pBR322 seul)  



Photo.3~ : Iiolement d'E.coli CH208 sur milfeu MecConkey 
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Photo.3~ : Ieolement dVE.colf HBlOl  ~ u r  milieu MacConkey 

addftionn6 de maltoae. 



ont  été effectuées .  Ensuite, des digestions to ta les  par l!endonucléase d e  

res t r ic t ion HindIII ont  permis  d e  comparer par électrophorèse en  gel  d 'agarose  

les  profils de  restr ict ion d e s  clones et des  souches témoin. 

Sur l a  photo 4, nous pouvons cons ta te r  que  les différents profils sont  

ident iques  à p a r t  la  bande plasmidique qui se situe, dans le  cas des  clones 

positifs, légèrement  au-dessous de  la  bande d e  4361 paires  d e  bases du témoin 

lambda et qui correspond à l a  position du pBR322 sous forme linéaire. Cec i  

suggère que le  plasmide a subi une délétion au cours des  manipulations d e  l a  

transformation.  

3.5. Analyse des  plasmides recombinants  

L a  présence d'une délétion sur les  plasmides hybrides complique l a  

déterminat ion d e  l a  taille d e  l ' insert ainsi que l 'établissement de  sa c a r t e  d e  

restr ict ion.  

Nous  a v o n s  m a l g r é  c e l à  e f f e c t u é  un c e r t a i n  n o m b r e  d e  d i g e s t i o n s  

enzymat iques  a v e c  les endonucléases d e  restr ict ion,  qui sont  à n o t r e  

disposition, afin d e  voir si l ' insert cont ient  des  s i tes  d e  restr ict ion et par l a  

su i t e  d'établir une c a r t e  au moins part iel le d e  I'insert. 

L e s  enzymes choisis pour les  digestions d e  l'ADN plasmidique coupent  l e  

pBR322 e n  un seul  point. Il s 'agit de  AvaI, BamHI, EcoRI, EcoRV, HindIII, 

PstI, PvuII et SalI. Les  plasmides on t  été ex t ra i t s  par la  technique d e  

GROSVELD et coll. (1982) puis des  digestions simples et doubles, part iel les et 

to ta les  ont été e f f e c t u é e s  afin d e  connaî t re  les  tai l les des  di f férents  

f ragments  et leurs  positions respectives. L e s  tai l les sont  déterminées  par  

analyse d e  régression l inéaire par rappor t  aux témoins d e  poids moléculaire 

q u e  sont  l'ADN du phage lambda digéré par  HindIII ou HindIII + EcoRI. 

Quand on introduit  des f ragments  digérés par l 'enzyme Sau3AI dans  un site 

BamHI, nous avons une chance  sur qua t re  d e  re t rouver  ce site BamHI. 

Les  digestions par cet enzyme ont été e f f e c t u é e s  afin d e  savoir si un ou deux 

sites BamHI o n t  été reconst i tués  et si l'on pouvait ressort ir  e n  en t i e r  l e  



Photo.4: Profils de digestion des transformant9 par HindIII 

7 = CH208/Hindlll ( Témoin ) 



l f ragment  inséré. Comme on peut  le  voir sur l a  photo 5, le  plasmide du 

t ransformant  n 'est  pas coupé par BarnHI. D'autres profils de  digestion sont  

représentés  dans les  photos 6,  7, 8 et 9. 

C e s  profils d e  digestion nous on t  permis d 'établir  la  c a r t e  d e  restr ict ion 

préseqtée  e n  f igure  18. 



Ph.oto. 5 : Profils de digestion du plasmide hybride par  

diffdrents enzymes de restriction 

1 e t  8 =>/~ind111 

2,3,4 = pBR322 digéré respectivement par Aval ,BamHl ,Sa11 

5,6,7 = Plasmide hybride digerd respectivement pa r  Ava1,BamHl 

e t  Sa11 



Photo. 6 : Profils de digestion du plasmide hybride par 

differents enzymes de restriction 

1 =iX/~ind111 

Z = Plasmide hybride /EcoRl 

3 = Plasmide hybride /HindIII 

4 = Pasmide hybride /PvuII 



Photo. 7 : Profils de doubles digestion du  plasmide hybride. 

1 e t  5 = > / ~ c o ~ l + ~ i n d 1 1 1  

2 = HindIII+pvuII 

3 = HindIII 

4 = PvuII 



Photo. 8 : Profils de doubles digestion du plasmide hybride 



Photo. 9 : Profils de simples e t  doubles digestion d u  pBR322 

e t  du plasmide hybride 

1 = A/~ind111 + #. ul74/HaeIII 

2 = pBR323/Pstl 

3 = Plasmide hybride/Pstl 

5 = Plasmide hybride/BamHl+Ec oR1 

6 = Plasmide hybride/BamHl 

7 = pBR322/BamHl 

8 =>/~ind111 



ç; 1% - Carte de restriction du plasmide hybride 3 

E= EcorV 

N= NdeI 

Or$= Origine de replication 

P= PstI 

m= PvuII 

La localisation présumée de l'insert est reprdsentee 

en pointillés 



IV. - CONCLUSION 

P a r  des expériences d e  complémentation d e  la souche d'E. coli CH208, nous 

avons montré  que R. meliloti possède un gène qui sera i t  équivalent au g è n e  

crp d'E. coii. 

L e  plasmide hybride a subi une délétion. Il est donc difficile de  déterminer  l a  

ta i l le  e x a c t e  d e  l ' insert ainsi que d 'établir  sa c a r t e  génétique. ~ é a n m o i n s ,  et 

par  l 'étude des  digestions enzymat iques  simples et doubles, nous pouvons 

conclure que : 

- l ' insert con t ien t  au  moins deux sites d e  res t r ic t ion (un site P s t 1  et un 

site EcoRV) ; 

- l a  délétion s'étend du  site BamHI (site du clonage) jusqu'au site PvuII. l 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

E T 

P E R S P E C T I V E S  



L e  travail  que nous avons réalisé a consisté à isoler et à étudier  d e s  mutan t s  

métaboliques obtenus par l ' insertion du transposon Tn5 dans le génome d e  R. 

meliloti M 5N 1. 

L a  transposition a été e f f e c t u é e  e n t r e  l a  souche d'E. coli WA803, porteuse du 

plasmide suicide pGS9, lequel cont ient  le  transposon Tn5, et la  souche d e  R. 

meliloti M5N 1. 

-6 L a  fréquence d e  transposition obtenue est d e  1,3.10 . 

L'étude de  ces mutants  mont re  : 

- qu'ils sont incapables d e  cror t re  sur un grand nombre d e  subst ra ts  

c a r b o n é s  : g l u c o s e ,  f r u c t o s e ,  g a l a c t o s e ,  m a n n i t o l ,  s o r b i t o l ,  x y l o s e ,  

arabinose.... ; 

- qu'ils cul t ivent  sur succinate,  fumarate ,  malate,  lac ta te ,  g lu tamate  ; 

- qu'ils induisent des nodules sur les plantules d e  Luzerne. 

L a  sui te  des  études,  réalisée sur un mutan t  nommé 2.10, mont re  que  : 

- l e  profil de  digestion d'ADN t o t a l  d e  celui-ci ne présente  pas d e  variat ions 

sensibles par rapport  à celui  d e  l a  souche sauvage M5N1 ; 

- l e s  essais d e  fixation d 'azote  o n t  révélé  un6 symbiose e f f i c ien te  lors d e  

l'inoculation des  plantules de  Luzerne par le  mutan t  2.10. C e c i  indique 

q u e  la  capac i t é  d e  R. meliloti à utiliser des  sources d e  carbone,  te ls  q u e  

l e s  hexoses (glucose, fructose,  galactose), les  hexitols (mannitol, sorbitol) 

ou les pentoses (xylose, ribose), n 'est  essentiel le ni pour la  nodulation ni 

pour la  f ixation d 'azote  atmosphérique ; 

- l a  réversion, réalisée sur le  milieu RHBl gidzosé, a permis d'isoler d e s  

souches qui re t rouvent  l a  capac i t é  d e  croÎ t re  sur les a u t r e s  hexoses, 

pentoses ou polyols testés. P a r  contre ,  e l les  on t  ga rdé  le  c a r a c t è r e  d e  

rés is tance à l a  s t reptomycine et à l a  kanamycine : on parle d e  pseudo- 



révertants.  L a  mesure d e  l 'efficience d e  ces souches indique qu'elles son t  

incapables d e  fixer l 'azote.  Ceci  est probablement dû à une retransposit ion 

du Tn5 vers  l'un d e s  gènes  in tervenant  dans l a  f ixation d 'azote.  

L a  nature  d e  la  mutation n 'a pas  été dé te rminée  d e  façon précise. Nous avons 

envisagé, d 'après les propriétés d e  croissance et la  f réquence d e  réversion 

é levée  obtenue,  que la  mutation a i t  touché un gène d e  régulation contrôlant  

d e  façon simultanée plusieurs activités.  

L e s  résultats ,  déjà publiés sur la  régulation c h e z  E. coii, montrent  que cette 

bactér ie  possède un sys tème  d e  contrôle  type répression catabolique : sys tème  

fa isant  in tervenir  l lAMPc et l a  proté ine  CAP. 

Chez  Rhizobium, les é tudes  réalisées dans ce domaine indiquent l 'existence 

d'un phénomène semblable à l a  répression catabolique. Cependant,  le  rôle d e  

1'AMPc dans  l a  levée d e  répression est discutable selon les  au teurs  (UCKER 

et SIGNER, 1978 ; McGETRICK et coll., 1985). Ceci  nous a a m e n é  à é tud ie r  

ce phénomène de  répression afin d 'examiner une éventuelle mutation a u  

n i v e a u  du  g è n e  c o d a n t  pour  l a  s y n t h è s e  d e  1 'AMPc ( g è n e  cya). 

En se basant sur un résul ta t ,  déjà  é tabl i  au Laboratoire,  démontrant  que  l e  

succinate  répr ime  19 synthèse d e  l a  glucose-perméase, nous avons mont ré  

que  : 

- d'autres acides  dicarboxyliques, t e l s  que l e  f u m a r a t e  et l e  malate ,  

inhibent l 'utilisation du glucose c h e z  R. meiiloti M5N 1 ; 

- l e  succinate  répr ime l 'utilisation d 'autres  subst ra ts  carbonés (fructose, 

mannitol, arabinose, xylose, ribose, galactose). 

Quan t  à l ' intervention ou non d e  I'AMPc dans l a  levée d e  la répression, nous 

avons montré  que  la disparition d e  l a  diauxie est bien AMPc-dépendante, mais  

1'utili:ition d e  ce nucléotide nécess i te  un bon t rans fe r t  e n  oxygène. 

L'addition d e  I'AMPc à une cu l tu re  du mutan t  2.10 (dans l e s  conditions 

d'utilisation dfAMPc pour la  souche sauvage M5N1) montre  que cette molécule 



est sans e f f e t  sur l a  croissance d e  no t re  mutant.  C e c i  nous a amené  à 
examiner  l 'hypothèse d'une a l téra t ion a u  niveau du gène  crp : gène  codan t  - 
pour l a  synthèse d e  la  protéine CAP. Or cette protéine, à notre  connaissance, 

n 'a  jamais été étudiée  chez Rhizobium, c'est pour ce là  q u e  nous avons d'abord 

procédé à l a  recherche d'un gène  de  R. meli loti  M5N1 qui sera i t  équivalent au  

gène  crp d'E. coli. 

En utilisant la  souche d'E. coii CH208, ayan t  subi une délétion au niveau du 

gène  crp (donc ne  produisant pas  de  protéine CAP fonctionnelle), nous avons 

montré,  pour la  première  fois, l 'existence chez  R. meii loti  M5N1 d'un gène  

qui jouerait le  rôle du gène crp d'E. coli. 

Malheureusement, la  délétion subie par le  plasmide por tan t  ce gène rend 

dé l i ca te  la  détermination d e  l a  tai l le e x a c t e  d e  l'insert. Néanmoins, 

l 'ensemble des digestions enzymatiques réalisées nous a permis d e  m e t t r e  e n  

évidence au moins deux sites d e  restr ict ion sur l ' insert (1 site P s t 1  et 1 site 

EcoRV). 

C e s  é tudes  doivent p e r m e t t r e  d e  fa i re  un sous-clonage d e  l ' insert dans un 

plasmide s 'exprimant chez Rhizobium, par exemple  le pRK290, puis t r ans fe r t  

du plasmide hybride chez le mutan t  2.10 afin d e  complémenter  l a  mutation au 

niveau du gène d e  la  régulation. 

P a r  ailleurs, cer ta ins  auteurs  o n t  montré  que  la  présence d e  succinate  dans le  

milieu d e  croissance provoque la  déformation d e  Rhizobium (URBAN et coll., 

1982, URBAN et coll. 1984 ; REDIN et LEPO, 1989). GARDIOL et coll. (1987) 

observent qu'en présence d e  succinate,  l a  consommation d e  l'oxygène est très 

é levée  et l a  microaérobiose résul tante  engendre un pléiomorphisme d e s  

cellules. C e t t e  caractér is t ique a été observée in vitro par  HORNE2 (comm. 

pers.) mais s 'observe aussi in vivo (HORNEZ et coll., 1974). 

Dans cette perspective, on pourrait  envisager l 'étude du rôle d e  l a  pression 

par t ie l le  en  oxygène, lié ou non à l a  présence d e  succinate  dans le phénomène 

d e  l a  symbiose. 
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e f f e c t d e s  sur un mutant suggère que k mutation a touchf un @ne de ' 

' r6gulation. 
I ' .. , 3 

< ,  

Las résulta&, déjà pubitCs' kr a régulation chez E- ' c~ l i ,  montrent que 
cette bactér ie  poss&de <un système de, " conakôle type répression 
catabolique, : systime faisant intervenir 1'4 MPc et la' protéine 'CAP. Chez 
Rhizobium, >n système db ix3ntr8le smblkble à -lai répression catabolÀque . 

. : a &té mi$- ai évidence, -nais -le r8le de PAMPc: <iw, la khk de k : 
rCpression est vatiable &on les auteurs. , . 
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4 t b u s  k x i s  pu mcntrkr: qua 'la levée de k* ri$re&k par' l'addition de . 
*. -,:.lvA MPc" est fonetioh. d e s '  conditions experi mentales ,'d'incubation. ,x * 

i + I d  , , Tautefoisi' l 'utiqsatiq de ce nucléotide reste,/qns .effet sur la croissance 
, de  notre mutant. C+ nous a amend à rechercher l'existence d'autres ,' . , 
: - &es de %gulation.'Par des expériences de cornplêmentation, nous avons 'l 

, montré, pour la premihe id$* , que R. melilod po&de un @ne qui 
jouerait ,le rBle du g& sp d @ E  coq. I' , 
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S U M M A R Y  

Using the translocatable drug-resistance element Tn5, carbohydrate-negative 
mutants were i'solated from Rhizobium rneliioti M5N1. 

The whole of studies realized on one mutant suggests that  it was 
probably altered in a regulatory gene. In El coli, gent expression is known 
to be influenced by CAMP. Which, in combination with a catabolite 
activator protein (CAP), exerts control over the transcription of a 
number of $enes. 

In Rhizobium spp., although t h e  catabol i te  repression has been 
docummted, the role of eAMP is not yet elucidated. We demonstrate 
here that t he  effect of exogenous CAMP in catabolite repression is. 
f unction of oxygen transfer. Moreover, using complementation 
experirniqts, we have shown that R. meiilotï M'IN 1 wwld harbair a gene 
equlvâlent to  cpp gene of E. cou. 


