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Résumé.- Les Casuarinaceae sont des plantes actinorhiziennes susceptibles
d'établir une symbiose fixatrice d'azote avec le microorganisme actinomycète
Frankia. Dans le but d'identifier des gènes de Casuarina participant au proces
sus symbiotique, une banque d'ADNc, issus d'ARNm de nodules, a été cons
truite. L'hybridation différentielle, par utilisation de sondes d'ADNc de nodules et
de racines non nodulées a permis d'isoler plusieurs clones dont certains n'hy
brident qu'avec la sonde nodule. Quelques clones ont été séquencés et leurs
séquences analysées. Afin d'étudier la régulation de l'expression des gènes
symbiotiques, deux systèmes de transformation génétique des Casuarinaceae
ont été mis au point. Le premier système utilise Agrobacterium rhizogenes et le
second Agrobacterium tumefaciens désarmé. L'analyse de l'expression des
gènes symbiotiques est effectuée dans les nodules transformés.

Summary. - Casuarinas are actinorhizal tropical trees belonging to the family
Casuar;naceae and are capable of forming nitrogen fixing root nodules with an
actinomycetal microorganism known as Frankia. In order to identify genes
involved in Casuarina-Frankia symbiosis, a Casuarina glauca root nodule cD
NAs Iibrary was constructed and screened differentially with root and nodule
cDNA probes. Here, we present the characterization of several C. glauca trans
cripts identified by sequence analysis of cDNA clones. In order to study the
symbiotic genes in Casuarina glauca root nodules, Iwo genetic transformation
systems were developed in Casuarinaceae using Agrobacterium rhizogenes and
Agrobacterium tumefaciens. Expression of symbiotic genes was studied in trans
genic root nodules.

Key word : actinorhizal symbiosis - Cesuerine glauca - Allocasuarina verticille
ta - cDNA library - genetic transformation.
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1. INTRODUCTION

Les Casuarinaceae sont des plantes acti
norhiziennes capables de former des nodu
les fixateurs d'azote en association avec
l'actinomycète du sol Frankia. Com
me les autres nodules actinorhiziens, les
nodules des Casuarinaceae sont constitués
de lobes nodulaires dont chacun correspond
à une structure de racine adventive modi
fiée (Duhoux et al., ce fascicule). Une des
questions fondamentales est de savoir quels
sont les mécanismes moléculaires qui pré
sident à la modification d'une racine ad
ventive orientée vers la fixation de l'azote
atmosphérique.

Chez les Légumineuses, on a pu mon
trer ces dernières années que l'installation
de la symbiose et le développement du no
dule impliquent une induction coordonnée
et séquentielle d'une part de gènes de la bac
térie et d'autre part, de gènes spécifiques
de l 'hôte. Ainsi, de nombreux gènes de la
plante hôte, qui sont préférentiellement ou
exclusivement exprimés dans les nodules
(gènes de nodulines), ont été isolés et ca
ractérisés grâce à l'analyse de banques
d'ADNc réalisées à partir d'ARNm de no
dules (Legocki et Verma, 1980; Scheres et
al., 1990b). L'étude des cinétiques d'appa
rition des nodulines au cours de la symbio
se a permis de les classer en deux catégo
ries : les nodulines précoces qui intervien
nent dans le processus d'infection et les
nodulines tardives impliquées dans le fonc
tionnement du nodule (van Kammen, 1984 ;
Franssen et al., 1992). Comme exemple de
nodulines précoces, on peut citer l'isole
ment, chez le pois (Pisum sativum),
d'ADNc correspondant à des nodulines qui
participent au processus d'infection (PsE
NOD12 et PsENOD5) (Scheres et al.,
1990a et b). Des expériences d'hybridation
in situ ont permis de localiser les transcrits
correspondant à PsENOD12 dans les cel
lules du cordon d'infection, les poils absor
bants, les cortex racinaire et nodulaire et
dans plusieurs couches cellulaires situées

en amont du cordon d'infection (Franssen
et al., 1992). Parmi toutes les nodulines tar
dives, la plus abondante et la mieux étu
diée est la leghémoglobine (Appleby, 1984),
en effet, elle représente 20 à 25 % des pro
téines cytoplasmiques solubles du nodule.
Elle est localisée dans le cytoplasme des
cellules infectées (Robertson et al., 1984 ;
De Billy et al., 1991). La leghémoglobine
est la protéine clé de la symbiose fixatrice
d'azote, sa fonction est de faciliter la diffu
sion de l'oxygène (pour revue, voir Apple
by, 1984; Appleby et al., 1988).

Chez les plantes actinorhiziennes, les
protéines qui sont spécifiquement expri
mées au cours de l'établissement de la sym
biose ont reçu le nom d' actinorhizines
(Tremblay et al., 1986). Bien que les sym
bioses actinorhiziennes aient été l'objet de
nombreux travaux ces dix dernières années
(Berry, 1994), on a encore très peu d'infor
mations sur l'interaction plante-Frankia. La
purification de l'hémoglobine de Casuari
na glauca a été obtenue par Fleming et al.,
en 1987 et Jacobsen-Lyon et al. (1995) ont
cloné un gène symbiotique et non symbio
tique de l'hémoglobine de cette même plan
te. La localisation de l'expression des
ARNm correspondants au gène de l'hémo
globine symbiotique a été précisée par une
étude histologique en hybridation in situ sur
des coupes longitudinales de nodules de C.
glauca (Gherbi et al., sous presse). Des tra
vaux récents ont permis également d'isoler
un ADNc correspondant à une cystéine pro
téinase (Goetting-Minesky et Mullin,
1994), ainsi qu'un ADNc correspondant à
une protéase sérine de la famille des subti
lisines (Ribeiro et al., 1995). Ces deux der
nières actinorhizines sont présentes préfé
rentiellement dans les nodules de l'aulne
(plante actinorhizienne de la famille des
Betulaceae).

Par ailleurs, la transformation génétique
a beaucoup contribué à comprendre com
ment sont régulés les gènes symbiotiques
chez les Légumineuses. En effet, des Lé
gumineuses transgéniques ont été obtenues
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après transformation par des souches dé
sarmées d'Agrobacterium tumefaciens ou
de souches sauvages d'Agrobacterium
rhizogenes et ont été utilisées pour l'étude
de promoteur de gènes symbiotiques (Han
sen et al., 1989; Petit et al., 1987). L'ana
lyse des nodules des Légumineuses trans
formées avec des gènes chimères a permis
ainsi l'étude de la régulation des gènes sym
biotiques tels que l'hémoglobine (Stou
gaard et al., 1987), ou la glutamine synthé
tase (Forde et al., 1989).

Afin de mieux comprendre la contribu
tion de la plante-hôte dans le processus
symbiotique Casuarina-Frankia, nous
avons développé une stratégie intégrée qui
comprend des approches complémentaires
de physiologie moléculaire. Une banque
d'ADNc a été construite et son analyse nous
a permis d'identifier et de caractériser cer
tains gènes symbiotiques (Gherbi et al.,
sous presse). Parallèlement, l'obtention de
Casuarinaceae transgéniques (Diouf et al.,
1995) nous permettra d'étudier la régula
tion de gènes symbiotiques grâce à l'utili
sation de gènes chimères.

II. CONSTRUCTION ET CRIBLAGE
D'UNE BANQUE D'ADNC DE NODULES

DE C. GLAUCA

La banque d'ADNc a été réalisée dans le
phage ÀgtlO à partir d' ARN messagers ex
traits de nodules de C. glauca âgés d'envi
ron 4 semaines. A ce stade, les nodules sont
totalement différenciés, fonctionnels et sont
formés de 1 à 4 lobes nodulaires. La ban
que d'ADNc a été criblée par hybridation
différentielle avec des sondes d'ADNc is
sus de nodules et de racines non nodulées.
Ce criblage permet d'analyser la nature des
clones d'ADNc en fonction de leur spécifi
cité racinaire et nodulaire. Les différentes
étapes de réalisation de la banque et la mé
thode de criblage différentiel assisté par
PCR sont décrites dans la figure 1.

En résumé, un millier de phages recom
binants ont été prélevés aléatoirement et les

fragments d'insertion amplifiés par PCR.
Environ 60 % de phages possédaient un
fragment d'insertion d'au moins 150 pb.
Quelques 240 clones dont la taille était su
périeure à 400 pb ont été testés par la tech
nique du criblage différentiel assisté par
PCR. La révélation des membranes par chi
mioluminescence nous a permis d'obtenir
des clones d'ADNc spécifiques aux nodu
les ou fortement exprimés dans ceux-ci
(Fig. 2). 20 % des clones hybrident forte
ment avec la sonde nodule seule et près de
60 % présentent une hybridation à la fois
avec la sonde nodule et la sonde racine. Le
tableau 1 présente l'ensemble des résultats
de l'hybridation différentielle.

Certains de ces clones qui hybridaient
uniquement ou fortement avec la sonde
nodule ont été séquencés en partie ou en
totalité. L'analyse de leurs séquences, par
interrogation de banques de données, indi
que que pour certains d'entre eux, il s'agit
d'ADNc ayant une très forte homologie de
séquences avec les gènes codant pour les
protéines suivantes: l'hémoglobine sym
biotique (Hb), une chalcone synthase
(CHS), une métallothionéine (MT), une (X

tubuline, une protéine transporteuse de
groupement acyl (ACP) et une sous-unité
d'une protéase multicatalytique ainsi que
d'autres protéines (Tableau 2). Par contre,
certains clones séquencés ne présentent
aucune homologie avec des séquences
d'ADN enregistrées dans les banques de
données (Tableau 2).

L'analyse globale des clones isolés et
séquencés a montré que nous avions une
banque d' ADNc représentative. En effet, le
nombre important de clones hb obtenus au
hasard est un élément en faveur de la quali
té de la banque utilisée, puisque l'hémo
globine est une protéine très abondante dans
les nodules (Fleming et al., 1987); il est
donc normal que le nombre de transcrits hb
clonés soit important. Toutefois, un fort
pourcentage de clones analysés par PCR ne
semblent pas posséder de fragments d'in
sertion (environ 40 %). Cette faible effica-
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cité d'insertion suggère l'existence de dif
ficultés au niveau du clonage lors de la
construction de la banque. Cela peut être
lié à la présence dans la solution de liga
tion d'inhibiteurs de la ligase. En effet, les
végétaux ligneux sont riches en polyphé
nols, en tannins et en oxydases variées pou
vant interférer avec les différentes réactions
enzymatiques. En outre, comme le montre
le tableau 1, certains clones n'ont hybridé
avec aucune des deux sondes, il s'agirait
en fait d' ADNc correspondant à desARNm
peu représentés dans les cellules.

Plusieurs clones s'avèrent être de l'hé
moglobine, ce qui montre bien que c'est la
protéine la plus importante de la symbiose
fixatrice d'azote. Chez les Légumineuses

Sonde nodule

Sonde Racine

Fig. 2.- Analyse par Southern blot de clones d'ADNe
amplifiés par PCR

Fig. 2.- Southern blol analysis of PCR amplified cDNA
clones

notamment, son rôle est bien connu; il s'agit
de permettre le transport et la diffusion de
l'oxygène jusqu'au microorganisme sym
biote dans un environnement où une faible
pression d'oxygène est maintenue afin de
préserver l'activité de la nitrogénase (pour
revue voir Appleby, 1984 ; Appleby et al.,
1988). Chez Casuarina, la protéine a été
isolée et étudiée (Fleming et al., 1987;
Kortt et al., 1988); elle présente les mê
mes propriétés biochimiques que la leghé
moglobine de légumineuses comme le
poids moléculaire ou l'affinité à l'oxygè
ne; elle remplirait dans ce cas, une fonc
tion similaire (Fleming et al., 1987). Des
alignements entre la séquence en acides
aminés déduite à partir d'un clone hémo
globine (Cg-IF) et d'autres hémoglobines
végétales connues ont révélé 42,5 % d'ho
mologie avec la séquence de la leghémo
globine de soja (Lba) et 50 % d' homologie
avec l'hémoglobine de Parasponia (non
Légumineuse symbiotique) (Fig. 3).

Le clone Cg-a51 correspond à la chal
cone synthase (CHS) qui est une enzyme
dont le rôle chez les plantes est multiple
(pour revue voir Martin, 1993). En effet, la
chaIcone synthase joue un rôle majeur dans
la biosynthèse des flavonoïdes (composés
phénoliques). Les flavonoïdes interviennent
dans les mécanismes de défense de la plan
te, ce sont aussi des composés qui peuvent
activer la division cellulaire (par inhibition
du transport des auxines). Dans la symbio
se Rhizobium-Légumineuses, des études ont
montré que lors des premiers stades d'in
fection entre Rhizobium et la plante-hôte,
des composés dérivés des flavonoïdes in
teragissent avec la protéine NodD pour in
duire l'expression des autres gènes nod et
permettre ainsi la nodulation (Firmin et al.,
1986 ; Peters et al., 1986). D'autre part, il
a été montré, chez beaucoup de plantes, que
la CHS appartient à une famille multigéni
que dont la régulation et l'induction sont
différentes en fonction des tissus de la plan
te (Estabrook et Sengupta-Goaplan, 1991 ;
Hirsch et al., 1989 ; Recourt et al., 1989;
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Tableau 1.- Analyse de clones d'ADNe par criblage différentiel avec des sondes d'ADNe de nodules et de racines
Table 1.- Analysis of cDNAs clones by differential screening with nodule and root cDNA probes

Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de
clones analysés clones hybridant clones hybridant clones nodule clones n'hybri-

avec la sonde avec la sonde spécifique dant pas avec les 2
racines nodules sondes

240 89 118 49 102

Tableau 2.- Analyse de séquences de clones d'ADNe
Table 2.- Sequence analysis of cDNA clones

Clones

Hybridation
d'ADNe de

Homoloe:ie
Nature du gène Souree

avee sonde
nodules seule

d' homologie

Cg-IF; Cg-24; Cg-12; Cg-55H: Cg- Hémoglobine
3A: Cg-23: Cg-25A;Cg-35b

Soja. Paraspo/lia

Hybridation
d'ADNe de
nodules

Cg-a51

Cg-TRI

Cg-8

Cg-55AB

Cg-M72C

Cg-L96

Cg-b78
Cg-2A
Cg-al
Cg-32A
Cg-82A
Cg-84A
Cg-P38
Cg-PI8
Cg-P42

avec
racines

sonde
et de

Chalcone synthase

Métallothionéine

Acyl Carrier Protein (ACP)

Sous-unité d'une protéase
multicatalytique (MCP)

a-Tubuline

Protéine ribosomale

Non identifié
Non identifié
Non identifié
Non identifié
Non identifié
Non identifié
Non identifié
Non identifié
Non identifié

Haricot. Petunia. Vigne

Mimulus. Ricin

Epinard. orge.

Rat

Maïs. Arabidopsis

Arabidopsis
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Fig. 3.- Alignement de la séquence en acides aminés du clone HbCg-IF avec celles de la léghemoglobine de soja
(Lba) et de l'hémoglobine de Parasponia.

Fig. 3.- Amino acid sequence alignment of HbCg-iF clone with soybean leghemoglobin (hbLba) and Parasponia
hemoglobin.

Yang et al., 1992; McKhann et Rirsch,
1994). Chez Casuarina glauca l'existence
de tels d'isomères de la CRS dont certains
limités aux nodules n'est pas à exclure.

L'analyse de la séquence du clone Cg
TRI a montré qu'il s'agissait d'une métal
lothionéine qui est une petite protéine ri
che en cystéine dont l'arrangement lui per
met de complexer des métaux lourds. Chez
les animaux, les métallothionéines sont des
chélateurs de métaux et jouent un rôle im
portant dans le métabolisme et la détoxifi
cation des certains métaux lourds comme
le cuivre, le zinc ou le cadmium (Kagi et
Schaffer, 1988 ; Robinson et al., 1993). El
les ont été peu étudiées chez les végétaux
même si de telles protéines ont été identi
fiées, comme chez le pois (Evans et al.,

1992), Mimulus (de Miranda et al.. 1990),
le soja (Kawashima et al., 1991) ou l'orge
(Okumura etaI., 1991). Les Casuarinaceae
ont la propriété d'être naturellement tolé
rantes à des quantités élevées de métaux
lourds (reforestation de sites miniers de nic
kel en Nouvelle Calédonie). Par ailleurs, le
fonctionnement de la symbiose fixatrice
d'azote nécessite l'utilisation de métaux tels
que le fer, le molybdène ou le manganèse
qui sont présents dans les sites actifs des
enzymes et dans la structure des cofacteurs
impliqués dans la symbiose (Yates, 1992).
Dans la symbiose Rhizobium-Légumineuses,
les protéines correspondant aux gènes de no
dulines précoces ENOD3 et ENOD 14 possè
dent un domaine cystéine qui suggère un rôle
de liaison à métaux (Scheres et al., 1990b).
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D'autres clones analysés correspondent
à des protéines comme la protéine trans
porteuse de groupement acyl (ACP) (clone
Cg-8) qui intervient dans le métabolisme
des lipides (Hansen et Kauppinen, 1991 ;
Cahoon et Ohlrogge, 1994; Voets et al.,
1994); l'u-tubuline qui joue un rôle im
portant dans les processus cellulaires de
base et dans la morphogenèse chez les plan
tes (Kopczak et al., 1992) ou l'adénylate
cyclase (clone Cg-89A) liée à la synthèse
de l'AMP cyclique et est associée à la mem
brane plasmique (Ohkubo et al., 1992) ou
encore la protéinase à activité multicataly
tique (clone Cg-55AB) qui a non seulement
un rôle protéolytique, mais aussi de régu
lateur cellulaire et de stimulateur de l' ATP
dans le catabolisme protéique (Kremp et al.,
1986 ; Orlowski, 1990 ; Sorimachi et al.,
1990; Schliephacke et al., 1991). Toutes
ces protéines peuvent intervenir dans l'or
ganogenèse du nodule pour la formation de
nouvelles parois de nature lipidique ou po
lysaccharidique par exemple.

En revanche, certains clones séquencés
n'ont pas donné de correspondance à des
protéines ou gènes connus par interrogation
des banques de données, il pourrait en fait
s'agir de nouvelles protéines non identifiées
et dont le rôle est inconnu pour l'instant.

III. TRANSFORMATION GÉNÉTIQUE
DES CASUARINACEAE

A. Le système A. rhizogenes
Agrobacterium rhizogenes est une bac

térie phytopathogène du sol capable d'in
duire des racines au point d'infection chez
plusieurs dicotylédones. Nous avons donc

montré que Casuarina glauca est sensible
à la souche A4RS (Jouanin et al., 1986)
d'Agrobacterium rhizogenes. La technique
utilisée consiste à enduire une aiguille d'une
culture fraîche d'Agrobacterium rhizogenes
contenant un vecteur binaire dans lequel a
été cloné le gène GUS sous le contrôle du
promoteur 35S (Odell et al., 1985), et à bles
ser une plante de C. glauca au niveau de
l'hypocotyle. Au bout d'une semaine, les
plantes blessées développent une tumeur à
partir de laquelle émergent des racines.
L'élimination de la racine principale et le
développement des racines induites par A.
rhizogenes permet d'obtenir une plante chi
mère avec une partie aérienne non trans
formée et une partie racinaire transformée
(Pl. l, A).

Afin de déterminer la présence du gène
GUS et son niveau d'expression dans les
racines, trois approches ont été utilisées.
Tout d'abord, grâce à l'amplification en
chaîne par polymérase nous avons démon
tré que ces racines ont intégré dans leur
génome les fragments gauche (TL) et droi
te (TR) du plasmide Ri de A4RS de même
que le gène GUS. Ensuite, l'analyse histo
chimique de l'activité de la B-glucuronida
se nous a permis de localiser l'expression
du gène GUS. Enfin, les résultats de l'ana
lyse de l'activité enzymatique par fluori
métrie ont permis une évaluation du niveau
d'expression du gène GUS (Diouf et al.,
1995). L'analyse de l'expression génique
effectuée dans les racines montre que le
gène GUS ne s'exprime pas dans la coiffe.
Dans la zone méristématique une forte ex
pression du gène GUS a été identifiée. Dans
les autres tissus de la racine, cette expres-

Planche 1.- Transformation génétique de Casuarina glauca et d'Allocasuarina verticillata. A: Jeune plante de C.
glauca inoculée par Agrobacterium rhizogenes A4RS. Le site d'inoculation est indiqué par la flèche blanche
pleine; l'autre flèche montre le système racinaire transgénique. B : Nodules induits par Frankia sur des racines
de C. glauca transformées par A. rhizogenes. C : Régénération de rameaux transgéniques d'A. verticillata sur
des cals transformés par Agrobacterium tumefaciens.

Plate 1.- Genetic transformation of Casuarina glauca and Allocasuarina verticillata. A : C. glauca plantlet inoculated
with Agrobacterium rhizogenes A4RS. The inoculated site is indicated by the plain white arraw; the second arrow
shows the transgenic raot system. B: Nodules induced by Frankia on C. glauca raots transformed by A.
rhizogenes. C : Regeneration of transgenic A. verticillata shoots fram calli transformed by Agrobacterium tume
faciens.
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Planche 1
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sion présente une variabilité assez nette:
elle peut être uniquement localisée dans le
cylindre central ou s'étendre dans tous les
autres tissus. Les résultats obtenus chez C.
glauca sont comparables à ceux déjà dé
crits chez le lotier (Forde et al., 1989).

Afin d'analyser l'expression du gène
GUS dans les nodules, nous avons procédé
à une nodulation des racines transformées.
La souche de Frankia utilisée est la souche
Thr (Girgis et al., 1990). Elle a été cultivée
selon la méthode décrite par Schwencke
(1991). Un mois après l'inoculation par
Frankia, 40 % des plantes présentent des
nodules multilobés (Pl. J, B). L'analyse his
tochimique réalisée dans les nodules révè
le que l'expression du gène GUS est loca
lisée dans le cylindre central, le cortex, à
l'exception des cellules infectées par Fran
kia, et, dans le périderme. Il est intéressant
de noter que chez le lotier, une Légumineu
se transformée avec le gène GUS sous le
contrôle du promoteur 35S, il a été observé
une expression du gène GUS dans tous les
tissus du nodule (Forde et al., 1989). Plu
sieurs hypothèses ont été émises afin d'ex
pliquer la variabilité d'expression du gène
GUS dans les racines et dans les nodules
de C. glauca. Parmi celles-ci nous pouvons
citer d'abord l'état physiologique de la ra
cine car le promoteur 35S s'exprime plus
fortement dans les tissus en croissance, en
suite, l'intégration du gène GUS dans une
zone plus ou moins accessible à l'ARN
polymérase et, enfin, la méthylation possi
ble du gène GUS introduit qui pourrait en
traîner son inactivation plus ou moins im
portante.

Si le système A. rhizogenes présente un
avantage considérable dans la rapidité d' ob
tention de nodules transformés (au bout de
4 mois), il présente cependant un inconvé
nient, car l'expression des constructions
géniques ne peut pas être étudiée dans les
différents organes de la plante. La mise au
point d'un deuxième système permettant
d'obtenir une plante entièrement transfor
mée s'est avérée nécessaire.

B. Le système A. tumefaciens
Afin de remédier à l'inconvénient du

système de transformation via A. rhizoge
nes, nous avons développé une stratégie
avec A. tumefaciens permettant d'obtenir
des plantes transgéniques entièrement trans
formées.

Des embryons zygotiques matures d'Al
locasuarina verticillata sont cocultivés
avec une culture fraîche d'A. tumefaciens
désarmée C58Cl(GV2260) porteuse du
gène GUS sous le contrôle du promoteur
35S (Odell et al., 1985). Des cals résistants
à la kanamycine et exprimant l'activité B
glucuronidase apparaissent sur 20 % des
embryons zygotiques matures d'A. verti
cillata ; la différenciation de bourgeons,
puis de rameaux est observée sur 70 % de
ces cals. La présence du gène uidA dans les
cals transgéniques a été mise en évidence
par une analyse PCR et par Southem blot.
De ces cals bourgeonnants ont été détachés
des rameaux d'environ 2 cm de long qui
ont été ensuite enracinés avec un excellent
taux d'enracinement (96 %) (Pl. J, C). Les
plantes transformées sont semblables phé
notypiquement aux plantes sauvages.

L'analyse de l'activité B-glucuronidase
dans les plantes transgéniques montre que
le promoteur 35S du virus de la mosaïque
du chou-fleur (Odell et al., 1985) peut être
utilisé pour exprimer des gènes d'intérêt
chez cet arbre fixateur d'azote. Les résul
tats préliminaires obtenus par analyse his
tochimique semblent indiquer que le pro
moteur n'est pas exprimé de façon totale
ment constitutive. On note en particulier
une forte expression dans la racine à l'ex
ception des racines latérales où elle est lo
calisée dans la coiffe, la zone méristémati
que et dans le tissu vasculaire. Dans la tige,
l'expression du gène GUS a été détectée
dans tous les tissus tandis qu'elle est ab
sente à l'extrémité des feuilles (résultats non
illustrés). La réalisation d'une analyse his
tologique fine sur différentes plantes trans
géniques d'A. verticillata sera particuliè
rement intéressante car actuellement on
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dispose de très peu de données bibliogra
phiques sur la spécificité d'expression du
promoteur 35S chez les arbres. Environ
65 % des plantes présentent des nodules
après inoculation avec la souche Allo2 de
Frankia (Girgis et Schwencke, 1993). No
tons que l'expression du gène GUS dans
les nodules transformés d'A. verticillata est
localisée dans tous les tissus à l'exception
du périderme. Ce résultat pourrait s'expli
quer par une forte subérisation des cellules
du périderme. Ces résultats semblent donc
être très similaires avec ceux décrits chez
le lotier (Forde et al., 1989).

Ce système présente un avantage non
négligeable, il permet en effet de suivre
l'expression du gène introduit dans tous les
organes de la plante. De ce fait, il peut être
utilisé également dans un but appliqué pour
l'introduction de gènes d'intérêt agronomique.

IV. CONCLUSION

Notre approche pluridisciplinaire de l'étu
de du rôle de la plante-hôte dans les sym
bioses Casuarinaceae-Frankia nous a per
mis d'identifier des gènes potentiellement
importants pour le fonctionnement de ces
symbioses et de mettre au point des outils
d'analyse moléculaire.

Le séquençage des ADNc clonés après
criblage différentiel, a permis d'identifier
un certain nombre de clones correspondant
à des gènes qui codent pour des protéines
dont le rôle dans la symbiose fixatrice
d'azote est primordial (cas de l'hémoglo
bine symbiotique), ou des protéines qui sont
susceptibles d'intervenir dans le processus
de nodulation (cas de la chalcone syntha
se). D'autres clones sont actuellement en
cours de séquençage.

En fonction de l'importance des clones
identifiés, et de leur rôle possible dans la
symbiose, nous avons choisi de nous inté
resser plus particulièrement aux clones
d'hémoglobine (Cg-IF), chalcone syntha
se (a51) et métallothionéine (Cg-TRI) afin

de les étudier plus en détail. Des expérien
ces d'hybridation de ces trois clones avec
l'ADN génomique (Southern blot) de C.
glauca indiquent que les transcrits corres
pondants sont issus de familles multigéni
ques. La spécificité et le niveau d'expres
sion des gènes correspondant à ces trois
ADNc est en cours de réalisation grâce à
des expériences d'hybridation ADN/ARN
(Northern) et d'hybridation in situ. Les pre
miers résultats indiquent que l'hémoglobi
ne n'est exprimée que dans les nodules et
plus spécifiquement dans les cellules infec
tées matures (Gherbi et al., sous presse).

En outre, l'étude des clones dont la sé
quence ne présente aucune homologie avec
des séquences connues va être poursuivie.
Pour cela, la séquence complète de ces clo
nes va être déterminée. A partir de cette
séquence, les phases ouvertes de lectures
possibles seront localisées par traitement
informatique. Les séquences des protéines
ainsi obtenues seront étudiées pour locali
ser des domaines connus et en déduire les
éventuelles fonctions.

Grâce à la transformation génétique,
nous disposons d'un outil indispensable
pour étudier la régulation de l'expression
des gènes symbiotiques homologues ou
hétérologues chez les plantes actinorhizien
nes comme les gènes symbiotiques qui in
terviennent dans le processus d'infection ou
dans le fonctionnement des nodules des lé
gumineuses. Cette approche s'avère indis
pensable pour mieux comprendre les sym
bioses actinorhiziennes. De même, la trans
génie nous permettra d'utiliser des cons
tructions antisens avec les clones isolés et
de les introduire dans les Casuarinaceae
afin d'observer les effets physiologiques de
la sous-expression de ces gènes sur l'éta
blissement et le fonctionnement de la sym
biose. En plus de cette approche fondamen
tale, il est envisageable d'utiliser la trans
formation génétique pour introduire des
gènes d'intérêt agronomique comme des
gènes de résistance aux insectes.
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