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INTRODUCTION

La symbiose qui s'établit entre les plantes de la famille des
légumineuses et les bactéries du genre Rhizobium aboutit & la fixation
de 1'azote atmosphérique. Ce dernier grdce au complexe enzymatique de la
nitrogenase est réduit puis directement assimilé par la plante.

A ce sujet nous avons montré que des membranes surnuméraires
paralléles aux structures externes des cellules bactériennes pourraient
étre le support de chaines d'oxydations cellulaires assurant cette fixa-
tion de 1'azote(41)

Les mécanismes biochimiques de cette transformation ont été

trés étudiés et sont actuellement bien connus.

Par contre, les étapes bﬁysio]ogiques de la symbiose plante-
bactérie sont mal comprises. De nombreuses questions restent posées sur
les mécanismes et signaux cellulaires et moléculaires entre les deux par-
tenaires de la symbiose. La pénétration de la bactérie dans les tissus
racinaires, la modificationde 1ADN bactérien pour aboutir a la transfor-
mation en bactéroide fixant 1'azote, méritent 1'attention des chercheurs.

Par ailleurs, le fait que seules les légumineuses aient le
privilége de noduler représente & la fois un intérét scientifique pour
la spécificité de ces plantes vis & vis des souches de Rhizobium et un
espoir agronomique de faire noduler efficacement d'autres plantes que les
1égumineuses.

Nos travaux ont porté sur 1'étude des polyosides solubles
de Rhizobium dans le but de déterminer ultérieurement leur rdle dans

1a symbiose. Ce rdle éventuel a été trés vite préssenti et étudié.
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IT HISTORIQUE

Le genre Rhizobium synthétise des grandes quantités de polyo-
sides solubles. La plupart des auteurs ont expliqué cette perte d'énergie

par un role éventuel de ces macromolécules dans la symbiose.

A - ROLE DES POLYOSIDES DANS LA SYMBIOSE

Les polyosides pourraient intervenir soit dans la protection
des souches de Rhizobium dans le 301(84) soit dans les mécanismes de co-
dage de Tla bactérie et des racines des piantes et étre ainsi le support
de la spécificité 1égumineuse-Rhizobium. Les polyosides pourraient aussi
intervenir dans le mécanisme de 1'infection lui-méme et enfin dans 1'état
bactéroide ol i1s constitueraient une réserve d'énergie.

La Tigne directrice des travaux concernant 1'étude des roles
éventuels des polyosides est la spécificité entre une bactérie et une

plante.

- e e - e -

La question réelle est de savoir si les souches de Rhizo-
bium qui ont une origine donnée portent une information génétique qui
les lie assez étroitement & un groupe de plantes.

BONNIER 1958,(@) soutient la thése de la non-spécifici-
té et de 1'adaptation réciproque bactérie-légumineuse. I1 indique a ce
propos "A notre avis, il n'existe pas 2, 6, 9, 12 ou 32 espéces de
Rhizobium (selon les auteurs) mais bien un vaste groupe de bactéries
possédant des caractéres communs et capables dans certaines conditions
de vivre en symbiose avec les raciﬁes de 1&gumineuses en fixant 1'azote

atmosphérique. Ce groupe est constitué de formes en perpétuelle évolution



Tiée & 1'influence de facteurs internes ou externes (sol, plantes, condi-
tions climatiques)".

En précisant le rdle de ces "facteurs de spécificité", BONNIER
dit que "le phénoméne de spécificité semble confirmer la théorie de
NUTMAN, de THORNTON et LUDWID et ALLISON sur 1'excrétion de substances
stimulatrices et inhibitrices qui régularisent la formation et 1'effecti-
vité des nodules de 1égumineuses".

Dans ce cadre on a souvent voulu préter aux polyosides, un
role stimulateur dans les différentes étapes de la symbiose.

La majorité des auteurs ne décrivent pas de différences chimi-
ques importantes dans la composition des polyosides. Seul SOMME 1974

&n) met en évidence des différences mineures entre les polyosides de
souches efficientes et ceux de souches inefficientes. De plus i1 émet
1'hypothése que les groupements acetyl et pyruvyl présents dans les polyo-
sides de Rhizobium pourraient étre le support de cette spécificité. Cette
these est appuyée par les travaux de DUDMAN et HEIDELBERGER, 1969 (24)
qui montrent que les polyosides de Rhizobium débarrassés des groupements

acetyl et pyruvyl perdent Teur spécificité antigénique.

La reconnaissance bactérie~plante doit avoir son siége dans
les structures biochimiques externes des deux symbiontes en présence.
En ce qui concerne les structures externes végétales, HAMBLIN et KENT
1973 Q?B) montrent que les cellules de racines de haricot possédent a
leur surface des phytoagglutinines capables d'agglutiner les globules
rouges. Par ailleurs, ces mémes g]dbu]es rouges s'agglutinent avec des

cellules de Rh - phaseoli mis en contact avec des phytoagglutinines.




IT émet 1'hypothése que ces glycoprotéines pourraient permettre 1'adsorp-
tion des cellules de Rhizobium sur les racines de légumineuses. I1 pour-
rait y avoir une reconnaissance entre par exemple, 1'hapténe des phytoag-
glutinines et les polyosides de Rhizobium.

A ce sujet, ALBERSHEIM 19691 ) montre que des molécules
renfermant des sucres peuvent participer @ la reconnaissance de molécules
protéiques. Ce mécanisme qui ferait intervenir les phytoagglutinines dans
1'adsorption bactérie-plante pourrait étre généralisé a toutes les l1égu-
mineuses. TOM S (87) décrit en effet la présence de phytoagglutinines

chez 1'ensemble des légumineuses.

L'entrée des bactéries dans les racines peut se faire par
exemple au point de jonction des racines secondaires et de 1a racine
principale chez 1'arachide (ALLEN et ALLEN 1940(3 ) ) de méme que chez
le Tupin SHAEDE 1931 (74) et HAACK 1961{37)

Néanmoins,1'infection chez la majorité des espéces de légumi-
neuses a lieu dans les poils absorbants. Ces derniers ont, la particula-
rité de se courber ou de se ramifier en présence de Rhizobium MAC COY 1932

(58 ) THoRNTCH 1936(86) FARAHEUS 1557(26) nuTMAN 1959  68)

Le filtrat stérile d'une culture de Rhizobium a la propriété
d'induire la courbure des poils absorbants chez les p]éntes homologues
THORNTON 1936 (86 ) THORNTON et NICOL 1936(‘35) CHEN 1938(14 ) YAO et
VINCENT 1969 (95} LJUNGGREN 1969 (55 ) SOLHEIM et RAA 1973 (80)

HUBBEL 1970 (42) décrit le mime effet des polyosides bruts

de Rh~Trifolii sur les poils absorbants de tréfle.

SQLHEIM et RAA 1973 (80.) montrent que le principe actif est
composé de 2 fractions, 1'une ayant les propriétés d'acides nucléiques

et 1'autre des protéines ou des polyosides.



I1 existe de nombreuses enzymes capables de détruire la pa-
roi des cellules végétales. Les cellulases ( 1l.4. Glucanases) les hemi-
cellulases (hydrolysant les polyosides autres que la cellulose) les
polygalacturonases { 1.4. Glucosidases et pectidases), les liases pecti-
ques (trans-éliminases).

Les souches de Rhizobium ne produisent pas ces enzymes
(MAC coy 1932(58) SMITH 1958(78) LILLICH et ELKAN 1968(53 ) LJUNG-
GREN 1969 (55) ) qui peuvent étre synthétisées par certains champignons
et bactéries pathogenes des plantes (ALBERSHEIM 1969 ( 1 ) ).

Elles sont aussi synthétisées durant la croissance nor-
male des 1égumineuses (ROGGEN et STANLEY 1969 (73) » LEE et col 1967

(52) ). La présence de ces enzymes augmenterait le taux d'infection
(DARBYSHIRE 1964 (17) , FARAHEUS et LJUNGGREN 1959 et 1968 (28)(27),
LJUNGGREN et FARAHEUS 1959 et 1961 (56)(57) , LJUNGGREN 1969 (55) ).

LJUNGGREN et FARAHEUS, 1961 (57) mettent en évidence un
taux plus élevé de polygalacturonase secrétée par des raciqes de 1équ-
mineuses mises en présence de souches de Rhizobium homologues et effecti-
ves qu'en présence de souches non homologues et ineffectives. Ils font
les mémes observations en ajoutant les polyosides solubles d'une souche
homologue effective.

Ces auteurs postulent 1'hypothése d'une induction possible
de la polygalacturonase par les polycsides de Rhizobium. Cette induction
irait dans le sens de la spécificité de groupe.

LILLICH, ELKAN 1968 (53) , MAC MILLAN et COOK 1959 (59 ) ,
SOLHEIM et RAA 1971 (79 ) » BONISH 1973 ( 7 ) en répétant scrupuleusement
les conditions de LJUNGGREN et FARAHEUS détectent les mémes quaﬁtités de

polygalacturonase secrétées a la fois par des plantules non inoculées et



par celles inoculées par des souches de Rhizobium homologues.

BONISH 1973 ( 8 ) entreprend une &tude détaillée de la
sécrétion de la polygalacturonase par les racines des légumineuses. I en
conclut que les enzymes de dégradation de la paroi des cellules végétales
sont présentes durant la germination, la croissance des plantules de 1&-
gumineuses avec des taux plus inf]uencés,.par les changements de condition
de croissance et le milieu extérieur pour plantes, que par un effet bacté-
rien.

Néanmoins, les problémes de la participation éventuelle
de ces enzymes et leur induction restent posés et on peut penser que les
recherches doivent s'orienter vers 1'utilisation de techniques de détection
enzymatiques trés fines, intéressant uniquement les localisations d'infec-

tions.
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LJUNGGREN 1969 (55) montre que les polyosides d'une sou-
che de Rh-trifolii effective ajoutés & une souche mutante avirulente in-
duisent la nodulation du tréfle par cette souche.

Cet auteur montre méme que les polyosides de Rh-trifolii
ont la propriété d'induire la nodulation du tréfle par différentes souches

trés différentes et non homologues (Rh léguminosarum, Chromobactérium

violaceum et Agrobactérium radiobacter).

Ces résultats suggérent 1'idée que les polyosides pourraient
posséder de 1'ADN qui transformerait les différentes souches étudiées en
souches homologues (LANGE and ALEX ANDER 1961 (51) ). IT a été impossi-
ble & HUMPHREY et & VINCENT 1963 (45) de réobtenir ces résultats.

Le probléme de la spécificité plante-bactérie est complexe

et semble 1ié & la présence de substances végétales et bactériennes. Dans



ce dernier cas, on a voulu -trés fortement incriminer les polyosides de

Rhizobium. Ceux-ci pourraient étre amenés & jouer un role qu'il reste

encore 3 définir avec précision.

B - COMPOSITION CHIMIQUE DES POLYOSIDES

Le§ polyosides ont surtout été étudiés du point de vue de
leur composition chimique. Ces études ont deux buts principaux. Tout
d'abord essayer de différencier les espéces de Rhizobium a 1'aide de Ta
composition chimique. Puis de trouver une relation entre 1'efficience et
des particularités chimiques des polyosides.

En effet, 1a taxonomie du genre Rhizobium repose essentielle-
ment sur 1'aptitude & provoquer la nodulation chez les plantes du groupe
des légumineuses. Cette propriété peut disparaitre par mutation (83) .
I1 est donc nécessaire d'y ajouter d'autres critéres de classification.
Ainsi dans un premier temps, nous rappellerons briévement les différents
types de classification du genre Rhizobium. Puis nous rapporterons les
études de la composition chimique des polyosides de Rhizobium. Par ail-
leurs, les modalités de la synthése des polyosides et leur biosynthése

par des systémes "in vitro" ont été peu étudiées.

La division du genre Rhizobium en variétés (62) puis en
groupes d'inoculation croisée (13) s é]evés au statut d'espéces (300
contestées par de nombreux auteurs(75s92):nontre les difficultés posées
par 1'établissement de la taxonomie du genre Rhizobium.

Actuellement, le "BERGEY'S Manual of determinative bacterio-

logy 7° edition 1957", divise le groupe Rhizobium en 6 espéces correspon-



dant & 6 groupes d'inoculation croisée (soja, lupin, pdis, Tuzerne, hari-
cot et tréfle).
A cdté de ces groupes, NORRIS 1956 (66) introduit le

"cowpea-group" qui correspond essentiellement a des souches de Rhizobium
infectant des légumineuses tropicales.

| Cette classification est en fait trés sommaire et ne concer-
ne qu'un petit nombre de souches de Rhizobium et de 1égumineuses. ALLEN
et BALDWIN 1954 ( 4 ) montrent que les études d'inoculation croisée ne

portent que sur environ 1000 1égumineuses parmi 11000 espéces connues.

Les Rhizobium de certaines légumineuses n'entrent en sym-
biose avec aucune plante des six groupes Eités dans le Bergey 's manual.
On aurait pu nultiplier le nombre de groupes d'inoculation croisée et
FRED, BALDWIN et MAC COY 1932 ( ?0 ) préconisent 16 groupes. Enfin,
WILSON en 1944 (93) cite plus de 500 raisons d'abandonner les groupes
d'inoculation croisée.

Devant ces difficultés d'établir la taxonomie du genre
Rhizobium, de nombreux auteurs ont tenté d'utiliser d'autres moyens de
classification. |

Ainsi, DELATTRE et col 1971 (18) ont &tabli les bases
d'une galerie de détermination du genre Rhizobium, en utilisant les pro-
priétés métaboliques qui permettent ainsi de le différencier des autres
bactéries du sol. Mais 1'uniformité des caractéres biochimiques de toutes
les espéces de Rhizobium ne permet pas de subdiviser ce genre en groupes
selon leur plante hdte.

L'utilisation de la flagellation, des caractéres sérolo-
giques et lysotypiques, de la physiologie et de 1'analyse adansonienm{33;%4

89,32, 35 )ont abouti a& la séparation du genre Rhizobium en deux grands



groupes :

D'une part, les souches a croissance lente du "cowpea-
group" et des groupes du soja et du lupin. D'autre part, les souches &
croissance rapide des groupes du tréfle, du pois, du haricot, et de 16
luzerne.

NORRIS 1856 (66) est en accord avec cette conception de
T'existence des 2 groupes de Rhizobium. I1 considére que les souches &
croissance rapide représentent "un cul de sac d'évolution” et sont atypi-
ques de Tla majorité des légumineuses concernées par des souches & crois-
sance lente.

Par contre 1'étude des polyosides pourrait paraitre plus

prométteuse. Elle permettrait d'aprés certains auteurs de subdiviser le

groupe des souches de Rhizobium a croissance rapide en deux sous-groupes.

B e kT L L LR Ruipui i uipuiiny ipulyll Sihsuipbipuuipuiyin

De nombreux auteurs ont décrit la structure primaire des

polyosides de certains groupes. Ainsi HOPKINS, PETERSON et FRED 1930

(40) détectent du glucose et de ]'acide glucuronique dans les polyo-
sides des souches de Rhizobium de tréfle, pois et luzerne. HUMPHREY et
VINCENT 1959 (44) confirment ces résultats excepté pour le groupe de
la Tuzerne ol ils ne trouvent que du glucose.

Mais, pour AMARGER, OBATON et BLACHERE 1967 (5) , Tles
polyosides de Rh-meliloti renferment du glucose et du galactose. CLAPP
et DAVIS 1970 (15) mettent en évidence du glucose, de 1'acide glucuro-
nique mais aussi du galactose et du mannose dans les polyosides de tou-
tes les espéces de Rhizobium. BAILEY et GREEWOOD 1971 ( 6 ) font les
mémes observations et confirment les résultats d'AMARGER et col 1967

( 5 ) pour le groupe de la luzerne.
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ZEVENHUIZEN 1973 (96) utilisant la chromatographie en
phase gazeuse ne fait plus mention de mannose, de méme que SOMME 1974
1)

GRAHAM 1965( 36) ot de LEIZAOLA et DEDONDER 1955f21)
outre ces oses communément kehcontrés, mettent en évidence du ménnose.

Récemment, HUMPHREY et Coll 1974 (46) montrent que le
mannose des polyosides issus des souches & croissance rapide serait du
aux mannanes présents dans les extraits de levure entrant dans la compo-
sition des milieux de culture.

L'hétérogénéité des résultats publiés parait tenir a
deux causes : d'une part, 1'identification des souches de Rhizobium
étudiées pour leurs polyosides n'est pas toujours réalisée par inocu-
lation & la plante et d'autre part, certains composants des milieux de
croissance interféreraient avec ceux des polyosides ; enfin, la plupart
des auteurs étudient seulement quelques groupes de Rhizobium.

Néanmoins de 1'ensemble de ces résultats, on peut déga-
ger deux tendances.

CLAPP et DAVIS 1970 (15) affirment que la composition des
Polyosides de Rhizobium ne peut étre utilisée a des fins taxonomiques.

BAILEY GREENWOOD 1971 (6) et ZEVENHUIZEN 1973 ( 96)

différencient les polyosides de Rh-phaseoli, leguminosarum et trifolii

qui contiennent de 1'acide glucuronique de ceux de Rh-meTiloti qui en
contiennent trés peu.

GRAHAM 1964 (35> caractérise en plus un troisiéme grou-
pe constitué des souches de Rhizobium & croissance lente qui produisent
des polyosides 1le pxus souvent 1iés a la paroi. Ces polyosides renferment

parfois du rhamnose (DE LEIZAOLA et DEDONDER 1955 (21) ).
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L'étude globale des polyosides synthétisés par différentes
souches de Rhizobium efficientes et inéfficientes ne révéle pas de dif-
férences significatives dans la composition primaire. Ainsi, AMARGER et
Col 1966 (5 ) constatent 1'uniformité de la composition chimique des
polyosides de Rh-meliloti efficients et inefficients.

HEPPER 1972 (39) étudie le groupe du tréfle et montre que
les polyosides d'une souche efficiente et ceux d'une souche inefficiente
ont la méme composition chimique. Par contre les polyosides de 2 souches
efficientes voisines ont des compositions chimiques trés différentes.
Ainsi les polyosides d'une souche efficiente de tréfle renferment dix fois
plus de galactose que ceux d'une autre souche efficiente.

HEPPER 1972 (39) pense que la composition chimique glo-
bale des polyosides de Rh-trifolii ne permet pas de différencier les
souches efficientes de celles inefficientes. Par contre elle émet 1'hypo-
thése que le support de 1'indication de 1'efficience pourrait concerner
un produit mineur des polyosides non encore identifié ou un détail struc-
tural. Elle imagine enfin que les polyosides de Rhizobium puissent avoir
une composition différente selon qu'ils sont synthétisés en milieu de
culture ou dans la rhizosphére.

SOMME 1974 (81) met en évidence des différences structu-
rales au niveau des liaisons osidiques et d'ions présents dans les polyo-
sides de Rhizobium.

Les polyosides de souches inefficientes contiennent plus
de Tiaisons de type 1.3., plus d'ions K+, et moins d'ions Na' que ceux
de souches efficientes.

En conclusion, on peut dire qu'il semble difficile actuel-

lement de préciser le rdle exact des polyosides de Rhizobium dans la
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symbiose, en particulier au niveau de la spécificité et de 1'efficience.

C - MODALITES DE LA SYNTHESE DES POLYOSIDES

~

En fait les modalités de la synthése de polyosides n'ont
jamais été étudiées en détail. Quelques facteurs ont seulement été re-
cherchés pour mettre au point des milieux de culture convenables pour
la croissance du Rhizobium et pour la production de polyosides dans le
but d'étudier leurs compositions chimiques.

Ainsi le rdle de Ta nature de 1'ose du milieu de culture
a été principalement étudié pour la croissance des souches de Rhizobium.
Ainsi JOHSIN 1920 (‘43 ) remarque que le mannitol est la source de carbone

la mieux adaptée & la croissance des souches de Rhizobium.

NEAL, RH et WALKER, R.J. 193563)concluent que le galactose et 1'arabi-
nose conviennent mieux que le glucose & la croissance du Rhizobium.
GEORGI, C.E. et ETTINGER, J.M. 1940( 31) 2tudient le réle de plusieurs
oses sur la croissance et dressent les résultats d'efficacité suivants :
Inositol et Cellobiose > Xylose et Glucose > Fructose > Meli-
biose.

Nzanmoins 1a source de carbone la plus couramment utilisée
pour la croissance du genre Rhizobium, est le mannitol (milieu de WRIGHT
(e4) ).

Par contre FERRY, P ; BLACHERE, M et OBATON, M 1959(29)
démontrent que le glucose ajouté a un milieu de culture minimum permet
.d'obtenir un poids sec de cellules de Rh-meliloti supérieur a celui ob-
tenu en présence de mannitol.

Plus récemment les voies métaboliques des sources de carbone
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utilisées par les souches de Rhizobium ont &té é&tudiées.
Le glucose est dégradé selon la voie d'ENTNER-DOUDOROFF chez

Rhizobium japonicum (KEELE et Col 1970 649) ). L'arabinose est conver-

ti en 2 Keto - 3 desoxy g]uconafe qui est clivé en Glycoaldehyde et en pyruvat
selon une voie oxydative (PEDROSA, F.0. et ZANCAN, G.T. 1974 (71) ).

Enfin le mannitol et le sorbitol sont tous deux oxydés en
fructose (MARTINEZ de DRETS, G ; et ARIAS,A 1970 (60) ).

Par ailleurs DUDMAN 1964 (23) met au point un milieu de
culture convenable pour 1la synthése de polyosides par des souches de
Rh-meliloti. Cet auteur &tudie le rd&le de la concentration en source
de carbone et en source d'azote sur la syntheése. I1 en conclut que les
polyosides sont synthétisés de facon optimale en présence d'un excés de
source de carbone et d'une quantité réduite d'azote.

Ces observations avaient déja été faites pour la synthése de

Polyosides de Klelsiella aerogends et Escherichia coli (DUGUID et WILKIN-

SON 1953 (25) et WILKINSON et Col 1954 (91) ).

Enfin contrairement aux entérobactéries, les souches de
Rhizobium synthétisent préférentiellement leurs polyosides en aérobiose
faible (SUTHERLAND 1972 (84) ).

La biosynthése des polyosides a été étudiée "in vitro" a

partir d'extraits enzymatiques de cellules de Rh-japonicum mis en contact

d'UDP-Glucose. DEDONDER, R.A. et HASSID, W.Z. 1964 (18 ) qui réalisent
cette étude montrent que le systéme enzymatique de synthése a une activi-

té optimale & pH 7,5 en présence d'ions Mg2 2+

¥ et Mn“". Le glucanne synthé-
tisé est constitué de résidus glucosés reliés principalement en 3 1—2
et quelquefois en f1—3 et 3 1—6.

Les polyosides de Rhizobium ont été principalement €tudiés du

point du vue de leur composition chimique qui n'est pas encore connue
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avec exactitude.

Leur rdle dans 1a symbiose est trés hypothétique et les mo-
dalités de leur synthése par des cellules viables ou par des extraits
enzymatiques cellulaires ont été trés peu étudiés. Tout cela a motivé
notre travail dans le but de mieux connaitre les polyosides par eux-mé-
mes pour pouvoir ensuite leur attribuer un rdle éventuel dans la sym-
biose.

Dans un premier temps, nous avons étudié les conditions de
synthése des polyosides par des bactéries en croissance. Cette &tude
avait pour but la production massive de polyosides par 1'ensemble des
espéces de Rhizobium.

Dans un deuxiéme temps, la composition chimique de ces macro-
molécules a été déterminée.

Enfin, dans un troisiéme temps les modalités de la synthése
ont été étudiées indépendamment de la croissance, @ 1'aide d'une souche

de Rh-méliloti placéedans des conditions de non-prolifération.
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IT MATERIEL ET METHODES

Pour réaliser ce travail, des souches de Rhizobium de diffe-
rentes espéces sont isolées des nodules de 1&gumineuses. Ces souches sont
caractérisées et conservées selon des techniques particuliéres. Par ailleurs
les polyosides solubles produits par ces souches sont analysés du point

de vue qualitatif et quantitatif selon des techniques citées ci-aprés.

A - METHODES MICROBIOLOGIQUES

L'isolement deé souches a partir des nodules racinaires des
légumineuses est une opération délicate.

Cela nécessite la désinfection de la surface des nodules en
maintenant en vie les cellules de Rhizobium intra-tissulaires. Les sou-
ches de Rhizobium présumées doivent alors pouvoir provoquer la nodulaticn
"1n vitro"de 1égumineuses adéquates. Cette vérification se fait & partir
de graines désinfectées qui, placées dans des conditions aseptiques
engendrent des plantules pouvant entrer en symbiose avec Tes souches
de présumé& Rhizobium.

Ces derniéres se cultivent mal sur les milieux classiques
peptonnés et sur les milieux minima. Elles ont besoin de facteurs de
croissance présents dans des milieux souvent trés complexes. Leur temps
de génération assez long favorise 1'apparition de contaminations & crois-
sance plus rapide.

Enfin, leur conservation nécessite certaines précautions par-

ticulieéres.
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Les milieux utilisés (complexesou minima, i1 s'agit des
milieux de WRIGHT et de LAIRD modifié par DELATTRE ou RC) sont utilisés
Pour la croissance des souches de Rhizobium. Par contre les solutions
tamponnées sucrées dépourvues d'azote maintiennent les bactéries en vie
en les placant dans des conditions de non-prolifération. Ces derniéres
permettent d'étudier la production de polyosides indépendamment de la
croissance. Enfin nous décrirons un milieu pour la culture des l1égumi-

neuses “in vitro.

Milieu de WRIGHT & 1'extrait de levure fraw‘che(94)

- e A om o B " - o N . R e AU e s S e s G e A W . e

K2H POg woreeeeie 0,5 ¢
Mg 504, 7H20 ....................... 0,2 g
[V Vo 0,2 g
Ca S045 2Hp0 uvuneeiiiiinnieinnn. 0,149
Ca Co3 ............................. 0,14
Mannitol .....iviiiiniiiiiiininiann 10 ¢
Extrait de levure fraiche .......... 100 m1
Hyo distillée ..... e 900 m]1

pH 7.5

L'extrait de levure fraiche est obtenu par autoclavage a
120°C pendant 20 minutes de 100 g de levure fraiche de boulangerie dans
1 litre d'eau distillée. La suspension autoclavée est filtrée a chaud sur
un papier filtre jusqu'a colmatage de ce dernier. Le filtrat obtenu est
jaune Timpide et est conservé a la.température du laboratoire aprés avoir
&té réautoclavé & 120° pendant 20 minutes (communication personnelle de

BRAKEL) .
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pH 7,5

pH 7,8
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KZHPo4 ................................ 0,54
Mg 304, 7H20 .......................... 0,2 g
NACT v veevenooeannenennonsonsonnannnnas 0,14
Fe PO4 ................................ lg

Ca3 (Po4)2 ............................ 2 g

Fe C]3 ................................ 0,01 g
Eau distillée ...vivriiiiniiiineennnan 1 Titre

Les nodules sont séparés de la 1égumineuse qui Tles porte

en ménageant des morceaux de racine de part et d'autre de ces nodules.

=

Ils sont lavés a grande eau puis désinfectés 5 minutes dans un bain

d'HgCl2 a 2,5 °/o0 additionné de Teepol (0,5 %). I1 est nécessaire d'ef-

fectuer huit ringages a 1'eau distillée stérile pour éliminer toute trace

de désinfectant. Les vidanges successives de désinfectant et d'eau distil-

=

1ée sont réalisées & 1'aide d'une pipette Pasteur connectée & une trompe

d vide. Les nodules sont répartis dans des tubes a hémolyse contenant

0,5 ml de milieu tamponné stérile et broyés & 1'aide d'un agitateur sté-

rile. Les colonies de Rhizobium sont obtenues par isolement & 1'Gse a

partir des broyats sur milieu de WRIGHT

Les colonies de Rhizobium apparaissent au bout de 4 3 8

jours d'incubation & 30°C. Elles sont souvent trés muqueuses et ont un

aspect soit translucide soit plus opaque.
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a - Principe
Le seul critére de classification réelle que nous possédons
pour décider de 1'appartenance d'une souche au genre Rhizobium est la no-
dutlation "in vitro" de la légumineuse adéquate par cette souche. Cette
nodulation doit se faire dans des conditions aseptiques. Dans un premier
temps des graines sont désinfectées, miseé a germer stérilement puis pla-
cées dans des conditions aseptiques et nutritives convenables pour engen-

drer des "plantules aseptiques". Les derniéres seront inoculées avec la

souche dont on veut vérifier 1'identité.

Les graines sont désinfectées selon le méme processus que
les nodules avec une solution de chlorure mercurique a 2,5 %. Le mouillant
(teepol) est utilisé pour la désinfection de toutes les graines exceptées
celles d'arachides. Ces derniéres possédent une cuticule trés fine et treés
mouillable et 1'adjonction d'un mouillant rend trop drastique 1'effet du
chlorure mercurique. Le désinfectant est é1iminé par huit ringages a
1'eau distillée stérile. Pour la germination les graines sont déposées
stérilement sur le milieu de WRIGHT coulé en boites de Petri. La préger-
mination dure 2 & 4 jours & 30°C selon les graines jusque 1'apparition

des radicules.

Les techniques utilisées différent selon la grosseur des

graines prégermées.
a) petites graines

Elles sont placées dans des tubes de 20 x 200 renfer-



20.

mant un milieu minéral dépourvu d'azote (Milieu de NICOL et THORNTON). Les
plantules utilisées comme témoins non inoculés sont cultivées sur le méme
milieu contenant en outre 0,5 g de Na No3 par litre. Le milieu minéral
peut-&tre utilisé liquide ou gélosé a 12 o/oo d'agar. Le milieu Tiquide
est déposé dans un tube a ergots sur lesquels on dispose un morceau de
coton hydrophile. La graine est simplement déposée sur ce dernier (fig

1B ).

QU

Le milieu solide est incliné et la graine est déposée

Qi

la partie supérieure de la tranche dans une petite "logette" établie
T'aide d'un fil droit (fig t A ).

Les tubes sont placés dans des conditions de 16 heures d'é-
clairage par jour et de 80 % d'humidité constante. Ces techniques con-
viennent pour les graines de tréfle et de luzerne. Par contre le déve-
loppement de la partie aérienne des graines de pois, haricot, soja,

lupin et arachide est incompatible avec la mise en tube de 20 x 200.

FIG. 1
plantules aseptiques en tubes de 20 & 300
renfermant un milieu de NICOL et THORNTON
A. gélosé ineliné

coton B. liquide

d'aprés BONNIER et BRAKEL (10 )

milieu deNICOL THORNTON —

14 4+
elose liquide
} N




B) Grosses graines
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Le procédé décrit par BRAKEL 1965 ( 12 ) permet de placer

-

les 1égumineuses a grosses graines dans des conditions semi-stériles

satisfaisantes pour la nodulation 'in vitro® En effet des vases tronconi-

ques en terre cuite de 13 cm de diamétre sont remplis de vermiculite ad-

ditionnée de 250 m1 de solution de NICOL et THORNTON. Un tube en verre

percé de 4 trous est placé dans la vermiculite de fagon a ce que les 4

ouvertures se situent un centimétre en deca de la surface de la vermi-

culité. Ce tube obturé par une bourre de coton sert de réservoir d'arro-

sage. L'ensemble recouvert de papier d'aluminium est autoclavé trois

fois de suite & 24 heures d'intervalle

d une température de 120°C

pendant 1 heure. Les pots sont ensemencés avec les graines désinfectées

qu'on enfonce de 2 a 3 fois leur épaisseur dans la vermiculite. Aprés

le semis les graines sont recouvertes de sable paraffiné préparé selon

la méthode de VAN SCHREVEN 1959 (88 )

) bourre
, de coton
l i tUbe arroseur
orifice
sable paraffine
g
A// \\\“

vermiculite

et milleu NICOL et THORNTON

U papiler filtre

. (Fig. 2)

FIG. 2

dispositif pour la culture aseptique de

légumineuses Q grosses graines

d’aprés BRAKEL ( 12 )



Les pots sont placés dans les mémes conditions de Tumiére
et d'humidité que celles précitées. L'arrosage se fait a 1'aide d'eau
distillée introduite dans le tube percé.BRAKEL 1965 (12) ne décrit

que 2 & 3 % d'infections de pots non inoculés aprés 3 mois de culture.

y) Ablations cotylédonnaires

Pour empécher ce risque BONNIER et EROUWERS 1959 (11)
préconisent 1'opération des cotylédons des grosses graines. Celd permet
d'obtenir des "mini-plantules" & partie aérienne réduite capables de
noduler dans des tubes en verre de 3 cm de diamétre. |

Les graines désinfectées sont mises en prégermination, su--
bissent 1'ablation cotylédonnaire puis sont remises en prégermination pour
contrdler 1'asepsie de 1'opération. Elles sont ensuite transplantées dans
un milieu minéral liquide placé dans un tube & ergots. Les plantules
plus petites résistent bien au flétrissement et sont plus susceptibles de

bien noduler puisque privées d'une partie de Teur réserve d'azote qui

a tendance a inhiber la nodulation.

d - Inoculation

Les plantules des petites graines et des mini-plantules
sont inoculées dés 1'apparition des racines secondaires par environ 108
cellules lavées par un tampon (milieu R).

Les plantules dans les vases de végétation sont inoculées
en plagant environ 109 bactéries dans le tube d'arrosage aprés 1'appari-
tion des radicules.

Dans les 2 cas, 1'inoculation peut également se faire

par trempage des graines désinfectées dans une suspension de germes lavés.
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B - SOUCHES

La collection du laboratoire est constituée de souches iso-
lées des nodules de diverses 1égumineuses provenant de terrains différents.
L'aptitude d noduler et 1'efficience de chaque souche ainsi isolée ont
été contrdlées en laboratoire par culture aseptique, excepté pour le
groupe du lupin ; en effet, nous n'avons jamais réussi a réaliser sa no-
dulation "in vitro".

Les souches L1S, L2S, L3S, L4S, LZ1S ont été isolées du
pois ; M2011, M3S, M5S, M5N1 (mutant spontané de M5S), M11S, M12S, de la
luzerne ; P2S, P3S, P7S, P8S du haricot ; T1S, T2S, T3S, T13S, T35S du
trefle ; V21S, V39S, V40S de 1'arachide ; K62S, K63S, K64S du lupin et

J3S, J4S, J5S, J6S, J7S du soja.

Contrairement & bon nombre de microorganismes il n'a pas
été facile de trouver un milieu synthétique ou méme complet qui assure lz
survie des souches de Rhizobium. Aprés quelques repiquages ces derniéres
ne cultivent plus sur des milieux simples ; ce qui prouve que d'autres
constituants sont nécessaires.

NEUMANN 1902 (54) a essayé plus de 70 milieux d bases
d'extraifs de plantes et de sol. Les aQteurs ont des avis trés différents
sur les facteurs de croissance indimensables au Rhizhbium. I1 s'agirait
de la hiotine et de la thiamine pour WEST et WILSON 1939 ( 90 ) ,
d'acides aminés pour JORDAN 1952 (47’) ou d'oligoelements pour STEIN-
BERG 1938 (82) et NORRIS 1958 (67)

Noug remercions Monsieur DENARIE de son atmable envot
de la souche M2011, Monsileur J. MOLLION qui nous a envey$ des nodules

d'arachide du Sénégal et le Professeur BONNIER qui nous a fowrni les

souches T,.5, K..5, K. S, J.5, Jgs, JS5, J,.5, et J7S.

3577 763 64 3 [}
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La croissance des souches M5N1 et L2S est peu importante

sur le milieu minimum R glucosé (fig 3 ).
A
2r
154
FIG. 3
erotgsance sur un milieu R glucosé de
1+ la souche MSNz (trait plein) et de la
' souche L, (pointillé)
L'absorbance est lue @ : 600 nm
05
AM5N1
AW —————. | 1.
b ‘——A‘-— I — ]
50 ieures 100

En ce qui concerne 1@ croissance sur milieu complet,
DELATTRE avait proposé en 1971 (20)  1le milieu de LAIRD {50)  qu'il
avait modifié et appelé RC. Ce dernier milieu permet la croissance de
toutes les espéces de Rhizobium a condition de les repiquer tous les mois.
Néanmoins aprés de nombreux repiquages les colonies perdent leur caracté-
re muaueux, cultivent difficilement et finissent par mourir.

Lles fig 4A et4B montrent que le milieu de WRIGHT (W)

(94) permet & la fois une croissance convenable des souches L2S et

M5N1. Par contre, le milieu RC ne permet que la croissance de la souche

M5N1.
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A

3~

24~
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25 heures 50
A

A

3 o

2 -

FIG. 4

erotssancecs compardes sur 2 milieux complets différents
RC (trait plein) et WALIGHT, W (en pointillé) de

A. souche M.SNI

B. souche LZS
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La supériorité de ce milieu & 1'extrait de levure fraiche
avait déja été remarqué par BONNIER et BRAKEL 1969 (10) . Nous avons
choisi le milieu de WRIGHT pour faire cultiver toutes les espéces de
Rhizobium exceptées celles du groupe de la luzerne qui peuvent étre cul-

tivées invariablement sur les milieux RC et W.

Des cellules cultivées en milieu complet sous agitation
moyenne a 30°C pendant un temps donné sont lavées en milieu RN™. Elles
sont ensuite placées dans le méme milieu additionné d'un ose en concen-
tration finale donnée.

L'addition d'une partie a]iquoté d'ose radicactif permet
d'obtenir des polyosides dosables par la technique de fractionnement
sur Sephadex. Les conditions exactes de mise en non-prolifération sont
étudiées en détail dans le dernier chapitre qui traite des modalités de

synthése des polyosides solubles.

Pour éviter 1'apparition de mutants sélectionnés par des
repiquages fréquents nous avons utilisé le milieu de WRIGHT pour conser-
ver nos souches. Ces derniéres survivent sur ce milieu sans étre repi-
quées pendant des temps trés longs voisins de 1 an. La conservation au
froid 3 + 4°C bien que préférable n'est pas obligatoire (communication
personnelle de BRAKEL).

Par ailleurs, les souches de Rhizobium exceptées celles

du groupe de la luzerne (communication personnelle de Mme TERRIEN) sont
maintenues en vie environ 1 an en piqure profonde dans 1'eau gélosée

a 7,5 o/oo d'agar contenue dans des tubes scellés (communication per-
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sonnelle de HEUMANN).
Les souches de Rh-meliloti durant des temps relativement
longs dans du milieu RC glucosé ou mannité renfermant du Glycérol &
20 % comme antigel et placés & -15°C (communication personnelle de BECHET).
Enfin i1 est a noter que 1'ensemble des souches de Rhizo-

bium se conservent trés bien Tyophilisées dans du lait cystéiné a 2 %.

C - METHODES CHIMIQUES

Elles concernent la préparation des polyosides qui sont des
substances solubles excrétées par les bactéries dans le milieu extérieur
Ces macromolécules doivent donc étre:séparées des cellules puis extraites
du milieu acellulaire.

Dans un 2éme temps, nous étudierons les différentes techniques
susceptibles de doser quantitativement ces polyosides dans un milieu
contenant des bactéries ayant effectué une synthése.

Dans un 3éme temps, 1es"techn1ques d'analyse qualitative et

quantitative des oses constituant ces polyosides seront rapportées.

Les cultures obtenues sont centrifugées a 16300 g pendant
30 mn. Le surnageant est centrifugé a nouveau dans les mémes conditions.
Le surnageant final est traité par 5 volumes d'éthanol glacé, additionné
d'acétate de sodium. La précipitation se poursuit 12 heures & + 4°C. Le
précipité est séché, repris dans 1'eau distillée, dialysé 24 heures a
+ 4°C contre 1'eau distillée et lyophilisé . Le résidu est repris par

1'eau distillée et & nouveau dialysé dans les mémes conditions.
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Pour étudier la synthése des polyosides par des bactéries,
il convient d'avoir une technique de dosage de ces macromolécules. Ces
derniéres peuvent étre dosées & différents temps de la synthése par pesée
des poids secs des polyosides précipités et purifiés selon la technique
précitée. Celle-ci est longue et 1'on essaie le plus souvent de la rempla-
cer par des techniques de dosages plus rapides qui permettent une estima-

tion de la concentration en polyosides au cours de la syntheése.

Ce procédé nécessite de travailler sur des volumes impor-
tants. Ces derniers débarrassés des bactéries par centrifugation doivent
étre traités par 1Ethanol glacé. Les polyosides précipités doivent étre
purifiés. Ils sont extraits par défaut des macromolécules non entrai-

nées au cours du relargage éthanolique.

I1s se font directement sur le surnageant des cultures
sans précipitation préalable des polyosides. L'€limination du sucre non
utilisé & la synthése est le b]us souvent cbligatoire.

Le sucre restant peut étre éliminé par dialyse contre

1'eau distillée ou par rétention sur une colonne de Séphadex qui exclue

les polyosides.

o) Dosage biochimique sur un surnageant dialysé de culture
centrifugée

Les milieux de culture non inoculés (RC et W) tels quels ou
dialysés donnent une interférence quantitativement importante avec le

dosage & 1'orcinol sulfurique (tableau L ).
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Absorbance és1ogm1dosaj
NATURE ge a lorcinol sulfuriqud
Polyosides 250 {9 0,15
Lactose 250 pg 0,28
Milieu RC sans sucre 0,175
Milieu RC sans sucre dialysé 0,11
Milieu de WRIGHT sans sucre 0,95
Milieu de WRIGHT sans sucre dialysé 0,34 f
TABLEAU I  : Interférences des milieuz RC et W dans le dosage a 1'orcinol sulfurique

4

L'interférence est telle qu'un dosage biochimique sur le
surnageant d'une culture dialysée n'aurait aucune signification.

Par contre les milieux utilisés pour placer les bactéries
dans des conditions de non-prolifération ne renferment pas des extraits
de levure. I1s ne donnent pas d'interférence avec les réactions colorées
des oses. Le dosage peut étre réalisé directement sur un surnageant dia-
lysé de culture centrifugée. La dialyse n'est pas nécessaire si le sucre
du milieu est le mannitol ; en effet celui-ci ne donne pas de réponse

avec 1'orcinol sulfurique (tableau IT ).

Concentration en mannitol Absorbance dsio amn
en Fg/m} dosage & 1'orcinol
10 0,002
100 0
1000 0,009
10000 0,0013
TABLEAU IT : Interférence du manmitol @ différentes concentrations dans le dosage 4

L'oreinol sulfurique ‘i



En conclusion le dosage sur le surnageant dialysé d'une
culture de germes centrifugée ne peut se faire que pour des polyosides
synthétisés en conditions de non-prolifération. De plus cette technique
n'est pas rapide car elle suppose la réalisation d'une dialyse pour
éliminer le sucre non utilisé & la synthése. Par ailleurs, le dosage bio-
chimique direct sur le surnageant dialysé d'une culture excéde environ de
10 38 20 % celui donné par la pesée de poids secs. La différence remarquée
pourrait s'expliquer par 2 raisons. Tout d'abord Ta précipitation alcooli-
que n'entraine pas tous les polyosides. Puis le dosage biochimique pour-
rait interférer aQec des métabolites non polyosidiques inhérents a la
croissance bactérienne.

Dans le but de palier a ces inconvénients et d'utiliser
une technique plus rapide nous avons utilisé le fractionnement sur

sephadex des polyosides et des sucres non utilisés a la synthése.
B) Fractionnement sur sephadex

- principe
Le but de la technique est de fractionner sur sephadex
le surnageant d'une suspension de germes centrifugés. La Gel filtration
doit séparer les molécules & haut poids moléculaire (polyosides) et le
sucre restant dans le milieu. Cette séparation a été effectuée sur G25
(1,5 x 60) en éluant au tampon phosphate (de composition ci-aprés) avec

un débit de 65 mi/heure.
- solution de phosphate monosodique 0,2 M ....... 39 ml

- solution de phosnhate disodique 0,2 M ........ 61 ml -
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- dosage des fractions polyosidiques et osidiques
Les deux fractions peuvent étre dosées par le phénol
sulfurique ou 1'orcinol sulfurique. Mais le plus souvent nous avons détec-
té et mesuré les 2 fractions par le comptage a la radioactivité. En effet,
nous réalisions des synthéses de polyosides en présence d'aliquots de

sucres marqués (tableau1ir ).

Fournisseur Nature Activité spécifique en pcie/yM
CEA Glucose 14C, u 190
NEN Mannitol 14 C 1 47,5
NEN Fructose 14C, u 188

TABLEAU III : Oses marquds utilisds pour la synthése de polyosides de la souche M5”1 i
Les parties aliquotes radioactives des fractions ont été

diluées & 20 % V/V dans le liquide scintillant de composition suivante :

PPO vttt e 8¢
POPOP o iteiiiiiiiiiiiiie i 0,4 g
Naphtaléne ..........vovivvnnn. 65 g
XYT8ne ..vvuiiiiniinininnnnns 160 ml
2 Ethoxyéthanol ......... ... ... 300 mi
DIcXaNe «vvvivviiiiiniiiiiiannn 300 ml

La radioactivité a été mesurée dans le spectrométre & scin-
tillation liquide INTERTECHNIQUE ABAC SL 40.

Pour 1'analyse qualitative et quantitative des oses de nos
polyosides de Rhizobium nous avons trés largement utilisé les techniques

et mises au point décrites dans 1es."monographies du laboratoire de Chimie

Biologique de la Faculté des Sciences de Lille" de MONTREUIL et SPIK.(61 )
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Aussi nous citerons trés briévement les principales techniques utilisées

pour la réalisation de ce travail.

Les polyosides en solution (2500 pg/m]) sont hydrolysés par
1'acide chlorhydriqie; 2N & 100°C en tube scellé ( 61) . Les sucres 1ibérés
sont dosés par la méthode de SOMOGY! modifiée par NELSON ( 5 ) . Les ré-
sultats sont exprimés en pourcentages de sucres réducteurs. L'hydrolysat
est passé sur colonne de duolite A 102 D forme acétate (51) . Les oses
neutres sont élués par 1'eau distillée, les acides uroniques par 1'acide
formique a 5 %‘(61) . Les effluents neufres et acides sont concentrés
sous vide. L'analyse de la fraction oses neutres a été réalisée par chro-
matographie sur papier Whatman n°3 dans le systéme solvant de JERMYN et
ISHERWOOD(51)-. Les acides uroniques sont séparés par‘chromatographie
sur couche mince de gel de silice imprégné de phosphate disodique 0,5 M
dans le systéme solvant de OVODOV (69) et par électrophorése en tampon
pH 9,2 de HAUGH et LARSEN (61 ) sous une tension de 7 V/cm pendant 13 H.
Les chromatogrammes sont révélés par 1'oxalate d'aniline (61 ) . Le do-
sage des oses neutres totaux des polyosides est réalisé par la méthode
d 1'orcinol sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI, modifiée par RIMINGTON

(61 ) . Les acides uroniques sont dosés par la méthode au carbazol de
DISHE (22) . Ces dosages sont réalisés sur une solution aqueuse de polyo-
sides (500 pg/ml).

Les compositions molaires en oses ont été établies en uti-
lisant la technique de HUGHES et JEANLOZ (43 ) . L'azote a été dosé par 1la
technique de KJELDHAL, le phosphore par la technique de ALLEN ( 2 ) et le
pyruvate par la technique de SLONEKER et ORENTAS (77) .

Les polyosides sont produits en quantités trés variables
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selon les espéces de Rhizobium utilisées et les milieux de cultures emplo-
yés pour la synthése. Nous allons étudier les principales conditions

d'obtention de ces macromolécules par des bactéries en croissance.
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IIT ETUDE DE LA PRODUCTION DE POLYOSIDES <SNOLUBLES PAR DES SOUCHES
DE RHIZAS2TIUM EN CULTURE

Le but de notre étude est de produire en grande quantité des
polyosides solubles secrétés par les souches de Rhizobium des différents
groupes d'inoculation. Le milieu de culture utilisé pour cette synthése
devait étre simple et non empirique pour éviter toute interférence des
constituants du milieu avec la composition des polyosides synthétisés.
Nous rapporterons ici les études comparées de synthéses de polyosides
sur différents milieux minima et complets. Ces derniers milieux pourraient
&tre utilisés aux synthéses sans modifier ia composition chimique des

polyosides d'apras AMARGER et coll 1967 { 5 )

A - SYNTHESE DE POLYOSIDE PAR DES BACTERIES EN CROISSANCE SUR
UN MILIEU MINIMUM

FERRY, BLACHERE et OBATON 1959 ( 29 ) affirment qu'il n'exis-
te pas de milieu minimum qui permette la croissance des souches de Rhi-
zobium des différents groupes d'inoculation. Les avis sont trés partagés
pour les exigences en facteurs de croissance. Les milieux minima mis au
point conviennent surtout & la croissance des souches d'un seul groupe
de Rhizobium. Ainsi DUDMAN 1964 (23) , FERRY, BLACHERE et OBATON_1959
(29) RIGAUD 1965 (72) ont mis au point des milieux pour la croissan-

ce des souches de Rh-meliloti. Ainsi nous avons vérifié que le milieu de

FERRY et coll convenait effectivement & la croissance des souches de

Rh-meliloti avec une production de polyosides variables (tableau IV ).
Les quantités de polyosides obtenues étaient faibles le plus

souvent et insuffisantes pour réaliser 1'analyse bicchimique. Par ailleurs

ce milieu convient trés mal & la croissance et & la synthése de polyosides
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pour les souches des autres groupes d'inoculation (tableau IV ).

Souche Groupe d'inoculation biﬁﬂ;;;ﬁldzepag¥$23diz Eggiarzéc
M5N1 : Luzerne 80
M3S Luzerné 20
L2sS Pois ' 8
P3S Haricot 0
725 Trefle ‘ 0

TABLEAU IV : Quantités de polyosides (exprimdes en poids sec : ug/ml de milieu de culture)
obtenuas 4 l'aida de différentes eeplces de Rhizobiwm cultivéss sur le

mtliew de FERRY, BLACHERE et OBATON.

‘Nous avons également utilisé le milieu minimum R additionné
de glucose et de mannitol qui est employé dans le laboratoire pour la
croissance des souches de Rh-meliloti en génétique bactérienne.

Ce milieu ne permet pas la production de quantités convena-

bles de polyosides par une souche de luzerne M5N1 (figs<se).
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| polyosidest ug/ ml
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quantite |

50 heures 100

FIG. §

Crotgsance (en trait plein) et synthdse de polyosides (em pointillé) par une scuche de

luzerne (MSNJ) sur milieu R. glucoséd & 1 % (CF)
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FIG. 6

Croissance (en trait plein) et synthése de polyosides (en pointillé) par une souche de
Luzerne (M.SNI) sur milieu R mamnmité ¢ 1 % (CF)

En fait la faible production de polyosides sur ce milieu est
en relation avec la mauvaise croissance des souches de Rhizobium (D.J da
0,4 en milieu R et D.0 de 2,5 en milieu RC). En effet sur le milieu R,
on obtient beaucoup moins de cellules capables de réaliser la synthése de
polyosides (figseks).

Nous avons,pour notre travail de production de po]yoside% aban-
donné 1'utilisation de milieux minima. Nous avons cherché & wutiliser des
milieux plus comb1exes pour permettre & la fois la croissance et la syn-

thése des polyosides par 1'ensemble des souches de différentes espéces.
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B - SYNTHESE DE POLYOSIDES PAR DES BACTERIES EN CROISSANCE SUR
DES MILIEUX COMPLETS A L'EXTRAIT DE LEVURE

Nous avons vu précédenment que la conservation des souches et
la pérennité de leur caractére muqueux était réalisé sur le milieu de
WRIGHT & 1'extrait de levure fraiche. Ce milieu est peu pratique. Fasti-
dieux de par sa fabrication i1 est.sujet & la non reproductivité selon
les lots de levure fraiche utilisés. Aussi dans un premier temps avons~=

nous essayé de réaliser nos synthéses dans des milieux RC.

Le milieu RC mannité convient & la croissance et a la

synthése de polyosides par la souche M5N1 (fig 7 ).
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FIG. 7

Crotssance (en tratt plein) et synthése de polyosides (en pointillé) par une souche de

luzerme (MSNJ) sur le milieu RC momnité & 1 % (CF)
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Par contre une souche de pois (L2S) y cultive mal et

produit peu de polyosides (fig 8 ).
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FIG. 8

Crotasance (en trait plein) et synthése de polyosides (en pointillé) par wre souche de pois

(LZS) sur le milieu RC ranitté @ 1 % (CF)
La majorité des souches utilisées se comporte comme la
souche L2S et fournit peu de polyosides sur le milieu RC mannité. Nous

avons étudié la synthése de ces macromolécules par des souches de Rhizo

bium cultivant sur le milieu de WRIGHT 3 1'extrait de levure fraiche.

[
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b - Synthése en milieu_de WRIGHT
Ce milieu permet & la fois la croissance et la synthése

des polyosides pour les souches L2S et M5N1 (figoetio ).
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FIG. §

Croissance (en trait plein) et synthése de polyosides (en pointillé) par une souche do
pois (L25') sur le milieu de WRIGHT (W)
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Crotssance (en trait plein) et synthise de polyosides (en pointi

1 wzerne (.“»ISIVZ) sur le milieu de WRIGHT (V)
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Nous avons choisi Te milieu de WRIGHT qui permet des syn-
théses convenables de polyosides bien que variables selon les souches

(tableau v ).

Quantité de polyocsides
Groupe d'inoculation poids secs en ug/ml de
milieu de culture
J3s Soja 0
J4S ) Soja ) 0
J5S . Soja 0
J6S Soja 0
- J75 Soja 0
K62S Lupin . - 800
K63S Lupin 0
K64S Lupin 0
L1S Pois 700
L2s Pois 560
L3S Pois 715
L4S Pois 830
L21s Pois 1400 o
M2S Luzerne 165
M3é Luzerne 200 i
M5N1 Luzerne 1630
M11S Luzerne 65
M12s ~ Luzerne 100
M2011 Luzerne 900 )
P2s Haricot 50
- P35 Haricot 950
P7S Haricot 670
P8s Haricat 1000
T2S Trefle 450
T3S Trefle 430
T35S Trefle 220
V21S Cowpea-Group 30
V39S Cowpea=-Group 0 /TTTT‘
V40s Cowpea-Group 0 (iﬁigf
TABLEAU V ¢ ‘umtités de polyosides produites par des souches de Rrizobium des différentes

espéces cultivdes sur le milieu de WRIGHT (W)
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Le milieu de WRIGHT devait posséder des facteurs de crois-
sance que ne possédait. pas le milieu RC. Ce dernier est exempt de cal-
cium et de sodium. DELATTRE avait montré que ces facteurs n'influengaient
en rien la croissance des souchies de Rhizobium. Nous avons donc recherché
les constituants supplémentaires que pourrait posséder 1'extrait de levu-
re fraiche par rapport & 1'extrait de levure sec commercialiseé.

La souche L2S semble mieux cultiver et produire plus de
polyosides sur un milieu RC solide additionné de 1'une quelconque des
vitamines de la série B suivantes (thiamine, vit.B6, vit. Bl2). Par con-
tre 1'addition de la vit. B2 semble défavorable & la synthése de polyo-
sides. lLes vitamines ont &té ajoutées aux concentrations finalesde 25 jg
et 50 Vg/m].

Néanmoins, la production de mucus n'égale jamais celle
observée sur le milieu de WRIGHT.

On peut penser que 1'extrait de levure fraiche apporte
des Facteurs de croissance telles les vitamines de 1a série B en
quantités excédentaires. Mais aussi d'aprés FERRY, BLACHERE et OBATCN
( 29 ) des substrats carbonés et azotés.

En effet les auteurs observent une croissance importante
des souches do Rhizobjum sur un milieu ol 1'extrait de levure fraiche est

utilisée seule sans substrat carboné.

C - CONDITIONS DE SYNTHESE

Dans le cas des bactéries proliférantes la synthése de polyo-
sides est corrélative d'une bonne croissance (fig ¢ et 10 ). Nous avons
recherché des conditions de synthése standard de facon a obtenir une

production relativement importante de polyosides par 1'ensemble de nos
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souches. Les synthéses ont donc été réalisées dans le milieu de WRIGHT
inoculé & raison de 107 bactéries/ml provenant d'une préculture de 3 jours.
L'incubation se fait & 30° en agitation moyenne.

En effet les souches de Rhizobium ont une température optimale
de croissance entre 28° et 30°. Seulesies souches de Rh-meliloti peuvenf
cultiver a@ 37° et les souches de Rh-trifolii ne croissent plus entre 31° et
32° (20 ) . Enfin, DELATTRE (20 ) observe une mauvaise croissance des
souches cultivées sans agitation.

Les productions de polyosides qué nous avons réalisées en
milieu complet n'avaient pas la prétention d'étre optimales. Ainsi les
modalités de la synthése ont été étudiées plus en détail dans le chapi-

tre V en utilisant des bactéries non proliférantes.



Composition chimique

des polyosides solubles
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Iv CCMPOSITION CHIMIQUE DBES POLYOSIDES SOLUBLES

La préparation des polyosides et 1'étude de Tleur pureté sont
décrites dans un premier temps. La composition chimique est étudiée des
points de vue centésimale et molaire. Enfin, la présence du mannose dans
les polyosides est contestée. Cet ose pourrait en effet provenir de cer-
tains composants des milieux de culture utilisés a la synthése des polyo-

sides par les souches de Rhizobium.

A - PREPARATION DES POLYOSIDES

Pour les souches des groupes de la luzerne, du pois, du ha-
ricot, du tréfle et deux souches de Rh-lupini et du "Cowpea-Group", les
polyosides cbtenus ont été précipités a 1'éthanol glacé additionné d'a-
cétate de sodium. Nous n'avons étudié que peu de souches du groupe du
lupin et du "Cowpea-Group" et aucune du groupe du soja. En effet ces sou-
ches (K63S, K64S, V39S, V40S, J3S, J4S, J5S, J6S, J7S) produisent des polyo-
sides qui adhérent aux structures pariétales des cellules. La centrifugation
des cultures de ces souches permet de séparer un surnageant limpide exempt

de bactéries et un culot hétérogéne (fig 11 ).
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FIG. 11

' <4~— surnageant
) 9 Aspect d'une culture de Rh. japonicum

aprés centrifugation @ 16300 g pendant
30 m.

— culot n°2

Le surnageant, rarement visqueux, est dépourvu de polyosides
solubles précipitables a 1'éthanol glacé.

Le culot est composé de 2 parties distinctes. Tout d'abord,
un culot n°1 qui sédimenteau fond du pot & centrifuger et qui est consti-
tué de petites bactéries coccoides & bacillaires. Puis un culot n°2 vis-
‘queux qui surnage, sédimente mal et se remet trés vite en suspension.

Ce second culot est formé de bactéries plus grandes noyées dans une struc-
ture gélatineuse qui pourrait faire songer a des polyosides.

La coloration a 1'encre de chine de ces cellules met en évi-
dence des structures ana]ogges'é des capsules. La séparation des cellules
et de la substance visqueuse est difficile. L'utilisation de procédés
drastiquesé'a]ca]i diluée, eau bouillante (84) ) qui risquent de con-
taminer les polyosides extraits par des constituants cellulaires parié-

taux s'est révélée 1ici inefficace.
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Par ailleurs nous avons voulu étudier les polyosides préparés
dans les mémes conditions dans un but de standardisation. Nous avons donc
étudié principalement les polyosides des souches de Rhizobium a croissance
rapide (pois, tréfle, luzerne et haricot). Néanmoins, les polyosides so-
lubles d'une souche de lupin (K62S) et d'une souche de "Cowpea-Group"

(V21S) ont pu étre précipités a 1'éthanol et étudiés.

B - PURETE DES POLYOSIDES

Les polyosides préparés selon la technique précitée renferment
environ 1 % d'azote et 1 8 2 % de phosphate. Le faible taux d'azote ne
nécessite pas de déproteinisation de SEVAG (76) et le spectre en UV
(f1512 ) de solutions aqueuses de polyosides de 10 000}@'/m1 est exempt

de pic de protéines & 280 nm et de pic d'acides nucléiques a 260 nm.

FIG. 12
025F
spectre d'absorbance d'une solution

aqueuse de polyosides & 10000 ug/ml de

200 nm @ 800 ym

200 nim_ 800
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C - COMPOSITION CeWTESIMALT  DES POLYOSIDES

Les polyosides de Rhizobium renferment essentiellement des
oses neutres et le plus souvent des a;ides uroniques. Ils sont exempts
d'acides sialiques et d'osamines.

Le pyruvate est en faible quantité (1 a 4 %).

L'établissement des spectres d'absorbance de 350 & 625 nm de
solutions de polyosides traitées par le carbazol sulfurique permet de
déceler la présence d'acides uroniques quand ils sont en quantité re-
lativement importante et d'évaluer leurs preportions par rapport aux
oses neutres. On constate sur la fig 13 que 1'on trouve le pic carac-
téristique des acides uroniques & 530 nm sur les spectres des polyosides
synthétisés par.1es différents groupes de Rhizobium a 1'exception de

ceux formés par des souches de Rh-meliloti (tableauvi ).
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spectres d'absorbance de 350 nm 4 650 nm réaliede sur des solutions aqueuses de polyosides

(500 pg/ml) traitées par le carbazol sulfurique
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Groupes K L M P T )
d 'inoculation | lupin pois luzerne | haricot | tréefle |arachide
Acides 4 + _ + + +
Uroniques
- TABLEAU VI : Présence d'acide uronique dans les polyosides des différentes espéces de

Rhizobium

Les polyosides des différentes espéces renferment 8 &8 23 %
d'acides uroniques sauf ceux des souches des groupes du lupin (4 %), du
"Cowpea-Group" (7 %) et de la luzerne qui en sont pratiquement dépourvus
(0 a 2 %). Les oses neutres représentent 46 & 80 % des polyosides excep-
tés pour le groupe de la luzerne qui en renferment sensiblement 100 %.

Contrairement a HEPPER 1972 (39) et ZEVEHUIZEN 1973(96) ,
les techniques que nous avons utilisées (77) n'‘ont abouti qu'a la mise
en évidence de pyruvate en faibles proportions (1 & 4 %). Nous avons vé-
rifié que les conditions d'hydrolyse ne détruisaient pas le pyruvate ajouté

en tant que témoin interne a des polyosides de Rhizobium.

D - COMPOSITION MOLAIRE

1) Hydrolyse
Les conditions d'hydrolyse des polyosides ont &té établies
en réalisant des cinétiques de libération des oses. Ils sont dosés en
pour cent des sucres réducteurs. Le temps d'aydrolyse optimum est varia-
ble selon les polyosides. On voit sur la fig 14A que la quantité d'oses
1ibérés d'un polyoside T3S n'augmente plus aprés 2 heures. Par contre,

on remarque un maximgm de l1ibération & partir de 1h 30 pour une souche

de luzerne (M5N1) (figt4 B ) et a partir de 30 mn pour une souche



)
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d'arachide V21S (figuc ).
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FIG. 14

Cinétique d'hydrolyce par HCL 2 N des polyosides de :
A souche de tréfle (TSS)
B souche de luzerne (M5NI)
C souche d'arvachide (V215)

Malgré des maxima de libération d'oses a partir de temps va-
riables, le taux d'oses libres ne diminue pas de facon appréciabl2 jusque

2 heures, ce qui correspond au domaine de stabilité des oses conjugués ou

libres (61) . .ous avons donc choisi un temps d'hydrolyse de 2 heures pour

mettre en évidence les oses neutres de tous les polyosides. Par contre,
1'acide uronique, beaucoup moins stable dés sa libération, a été mis en

évidence aprés hydrolyse d'une heure.

a - Oses_neutres
Les oses neutres sont constitués en moyenne de glucose

(70 %), galactose (20 %) et mannose (10 %) pour tous les groupes d'inocu-

lation sauf pour une souche du "Cowpea-Group" oU 1'on trouve du rhamnose
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(14 %). Les oses neutres de cette souche ont leurs proportions d'oses inver-
sées en ce qui concerne le glucose (20 %) et le galactose (58 %). Par contre,

le taux de mannose est sensiblement le méme (tableau VIL ).(16 )

Souches Oses Acide % % % %
Neutres luronique glucose | galactose |mannose rhamnose

K62S 96 4 73 19 8 -
L1S 46 23 69 21 10 -
L2s 80 20 68 20 10 -
L3S 60 23 72 17 11 -
L4S 53 20 72 18 10 -
L21s 71 20 80 16 4 -
M2S 84 2 75 15 10 -
M3S 97 2 75 14 11 -
M5S 190 0 80 11 9 -
M5N1 100 0 74 16 10 -
M11S 96 1 72 15 13 -
M12S 99 2 75 15 10 -
M2011 8u 2 44 30 26

T1S 60 21 72 18 10 - |
T2S 50 20 67 22 11 -
T3S 70 8 68 21 11 -
T13S 78 20 70 21 9 -
T35S 70 20 67 21 12 -
p2s 60 19 70 19 11 -
P3S 65 18 71 19 10 -
P7S 75 14 65 18 17 -
Pas 61 22 44 33 22 -
v21s 75 7 20 58 8 14
TABLEAU VII : Dosuge des polyosides de Rhizobiwn des différents groupes d'tnoculation

Dosage des oses Neutre:totaur par L'orcinol sulfurique, das actdes uroniques
par le carbazolsulfurique et des oses libérés aprés hydrolyse, sépards par
ehromatographie par la technique de HUGHES et JEANLOZ.
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L'identification par électrophorése et chromatographie en

couche mince montre qu'il s'agit d'acide glucuronique.

E - ETUDE DE LA REALITE DE LA PRESENCE DU MANNOSE DANS LES
POLYOSIDES.

Afin d'éviter une éventuelle interférence de la composition
du milieu de WRIGHT sur la structure primaire des polyosides, nous avons
réalisé une synthése de ces macromolécules par des bactéries non prolifé-
rantes. Nous avons obtenu, dans ce milieu dépourvu d'azote, des synthéses
beaucoup plus importantes que par culture sur milieu minimum et compara-
bles & celles obtenues sur milieu complet a 1'extrait de levure fraiche.

Les polyosides synthétisés dans ces conditions par une sou-
che de luzerne (M5N1) sont exempts de mannose et renferment 80 % de glu-
cose et 20 % de ga]actose.(16 )

La présence de mannose dans les polycsides synthétisés par
des bactérias proliférantes pourrait provenir du milieu de WRIGHT et
plus spécialement de 1'extrait de levure fraiche que nous avons analysé
En effet, celui-ci est exempt de mannose libre mais renferme des mannanes
libérés lors de 1'autoclavage des levures a pH 7 (70) .

Nous avons abordé ce probléme de la fagon suivante :

1'extrait de levure fraiche est hydrolisé par HCI 2 N pendant
2 heures & 100°C puis dialysé contre 1'eau distillée. Le dialysat est
purifié sur colonne de Duolite A 102 D forme acétate et 1'effluent neu-
tre est chromatographié sur papier Whatman n°3 dans les mémes conditions
que les oses neutres. lLa chromatographie révéle la présence d'une tache

trés importante de mannose.

Néanmoins, les mannanes de 1'extrait de levure fraiche ne



52.

précipitent pas dans les conditions de préparation des polyosides. I1
faudrait donc admettre comme HUMPHREY 1974 (46 ) que ces mannanes seraient
entrainés au cours de la précipitation alcoolique des polyosides.

Dans ces conditions, on peut affirmer que les bactéries non
proliférantes synthétisent des polyosides exempts de mannose, par contre
il est impossible de dire si dans un milieu contenant des mannanes le

Rhizobium n'est pas capable d'incorporer le mannose dans ses polyosides.

F - DISCUSSION

Les techniques de relargage des polyosides par 1'&thanol
glacé et de purification par le traitement dialyse-lyophilisation répé-
té 2 fois donnent des résultats convenables quant & la pureté du produit
préparé. Ce dernier en effet ne contient que des traces d'azote et de
phosphate (voisines de 1 %). Nos résultats sur la composition des polyo-
sides synthétisés par des bactéries non proliférantes et 1'analyse de
1'extrait de levure fraiche prouve que cette derniére renferme des manna-
nes qui pourraient étre entrainés avec les polyosides lors de la précipi-
tation alcoolique. Cette hypothése semble confirmée par les travaux de
HUMPHREY et col11 1974 (45) qui, par des techniques différentes, abou-
tissent aux mémes conclusions. Par ailleurs, HUMPHREY 1959( 44 ) R
AMARGER et col1 1967 (5 ) et ZEVENHUIZEN 1973 (96) ne détectent pas
de mannose dans des polyosides synthétisés en milieu minimum.

Néanmoins, on ne peut affirmer avec certitude que le mannose
ne fait pas partie des polyosides synthétisés par des cellules cultivées
sur un milieu & la levure. D'auntant que BAILEY et GREENWOOD 1971(6 ) et
de LEIZAOLA et DEDONDER 1955 (21) ne trouvent pas du mannose dans tous

les polyosides synthétisés sur milieu & la levure.
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Les rapports glucose/galactose sont sensiblement les mémes
pour les polyosides de toutes les souches, excepté pour la souche V215
ol le rapport est inversé (58 % de galactose et 20 % de glucose).

On constate une grande uniformité en ce qui concerne les
taux d'acide uronique (environ 20 %) des groupes du pois, du tréfle et
du haricot.

Les polyosides des groupes du lupin et du "Cowpea-Group" ren-
ferment trés peu d'acide uronique (4 % pour K62S et 7 % pour V21S) et
ceux du groupe de la luzerne en sont pratiquément exempts (0 & 2 %). Le
fait que nous ayons étudié peu de souches du groupe du lupin et du
"Cowpea-Group" et aucune du groupe du soja est 1ié a la rareté de la
synthése des polyosides libres dans le milieu de culture. Dans ce cas,
les polyméres synthétisés adhérent aux structures pariétales de la cel-
lule bactérienne ( 36) . L'ensemble de ces résultats nous autorise a
diviser les souches de Rhizobium &tudiées en deux catégories :

1) tout d'abord des souches a croissance rapide (groupes
du pois, du haricot et du tréfle) syﬁthétisant des polyosides en grande
quantit3. Ce dernier est constitué d'environ 60 & 70 % d'oses neutres

avec une prédominance du glucose sur le galactose et d'environ 20 % d'a-

cide glucuronique.

2) un ensemble constitué par les souches du groupe de la
luzerne qui synthétisent des polyosides plus riches en oses neutres
(environ 100 %) puisque pratiquement exempts d'acide glucuronique (0 a
2 %). Ceci est en accord avec les travaux d'AMARGER et coll 1967 ( 5 )

Les rapports molaires g]ucose/ga]actose sont sensiblement

identiques & ceux du premier groupe. Néanmoins,la différenciation des

Polyosides de Rhizobijum phaseoli, leguminosarum et trifolii qui contien-
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nent de 1'acide glucuronique, de ceux de Rh-meliloti qui en contiennent
trés peu, confirme les données de ZEVENHUIZEN 1973 ( 96 ) en ce qui con-
cerne ce constituant.’

Par ailleurs, cette différenciation est en accord avec les
résultats de GRAHAM 1963 et 1964 cﬁt3$ qui avait utilisé des techniques
de sérologie et de taxonomie numérique ainsi qu'ultérieurement 1a compo-
sition chimique des polyosides. Cet auteur caractérisait en plus un troi-
sieéme groupe constitué par les souches de Rhizobium & croissance lente.

Nous n'avons étudié que peu de représentantsde ce dernier grou-
pe constitué de souches produisant un polyoside le plus souvent 1ié 3 la
paroi, donc difficilement extractible, et peu comparable aux polyosides
des autres groupes, lorsqu'on peut 1'obtenir.

Ce polyoside est constitué de glucose et de galactose aux
proportions parfois inversées par rapport aux deux premiers groupes,
mais aussi de rhamnose (souche V21S). Ces polyosides 1iés semblent assez
pauvres en acide uronique (4 % pour K62S et 7 % pour V21S).

Le petit nombre de souches étudiées et leur faible représen-
tativité d'un ensemble aussi vaste'que celui des Rhizobium & croissance
lente ne nous autorise pas a tirer des conclusions pour ce groupe.

Néanmoins, on peut dire contrairement & CLAPP et DAVIS 1970

(15 ) que la composition des polyosides des souches de Rhizobium 4 crois-
sance rapide peut étre utilisée & des fins taxonomiques en différenciant
le groupe de la luzerne des groupes du haricot, pois et tréfle. On pour-
rait penser par analogie qu'elle pourrait étre utile pour la classifica-
tion des espéces a croissance lente.

L'étude chimique des polyosides a permis de mieux connaitre
ces macromolécules secrétées par les souches de Rhizobium de différents

aroupes d'inoculation. Les modalités de leur synthése ont &té recherchées
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3 1'aide d'une souche de Rh-meliloti (M5N1). Nous avons choisi une souche

de ce groupe pour plusieurs raisons. Tout d'abord, les souches de Rh-meli-
Joti ont une croissance rapide qui peut méme s'effectuer a des températures
d'incubation supérieures & 30° . Par ailleurs, la vérification de la sym-
biose “in vitro" est aisée pour les souches de ce groupe qui nodulent
facilement la luzerne. La souche M5N1 a aussi été utilisée car elle a la
propriété de produire des grandes quantités de polyosides. Enfin 1a soucheM5N1

posséde de nombreux mutants auxotrophes.



Modalités de synthese
des polyosices solubles
par des bacteries

non - proliferantes
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V  MODALITES DE SYNTHESE DES POLYOSIDES SOLUBLES PAR DES BACTE-
RIES NON-PROLIFERANTES

Dans ce chapitre les conditions de synthése des polyosides
solubles sont étudiées. Pour cette étude la souche M5N1 (mutant spontané
de M5S) est choisie ; Elle produit des colonies blanches opaques qui la
différencient de la souche M5S produisant des colonies translucides.

Tout le travail a été réalisé & 1'aide de bactéries non-
proliférantes, c'est-da-dire en absence de source d'azote leur permettant
de se diviser.

Aprés avoir mis au point un procédé rapide de dosage des polyo-
Sides formés, nous avons étudié leur synthése & partir du mannitol comme
source de carbone. En effet, de nombreux auteurs préférent cet ose au
glucose pour la croissance des Bbjgg@j}gg( 3CL9% . La souche M5N1 produit
a la surface d'un milieu nutritif solide additionné de mannitol, des gros-
ses colonies muqueuses. Par contre sur le méme milieu additionné de glu-
cose les colonies sont petites et non muqueuses. Ainsi tout d'abord, zvons -
nous étudié les conditions de synthése des polyosides solubles a partir
du mannitol.

Pour ce faire, 1'état physiologique convenable des cellules

té étudié et les facteurs physico-chimiques optimaux ont été recherchés.

fio)

a
Puis 1'étude du rdle qualitatif des oses dans la synthése a

été réalisée.

A - MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE RAPIDE DE DOSAGE

Le dosage chimique des polyosides peut se faire directement
sur le surnageant de suspensions de germes centrifugés. Néanmoins au pré-

alable ce surnageant doit &tre débarrassé des oses non utilisés a la
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synthése. A cet effet la dialyse est une technique longue et délicate de
part les contaminations microbiennes qui peuvent interférer avec les résul-
tats. Par ailleurs il est difficile de contrdler 1'efficacité de la dialyse.
Pour pallier & ces inconvénients les surnageants de suspensicns
de germes centrifugées sont fractionnés sur des gels de Séphadex. Cette
technique doit permettre de recueillir les polyosides dans les fractions
d'exclusion et Tes oses restants dans les fractions plus tardives. Ce pro-
cédé est sir mais présente 1'inconvénient d'une dilution de 1'échantillon
aTiquot au sein des fractions. L'utilisation d'un traceur radioactif

14

(ose “'C) permet la détection des fractions osidiques.

Sur la figure 15 sont reportés les diagrammes d'&lution
de mélanges de polyosides de la souche M5N1 et de glucose ou de mannitol.
Les dosages sont réalisés par le phénol sulfurique.

Nous avons choisi les Séphadex G25 qui en permettant une
bonne séparation des polyosides et du glucose ou du mannitol, excluent
a PM'ZQ 5000 en dextrans et permettent une élution identique des polyo-
sides de début et de fin de synthése. Les G25 par ailleurs sont d'un

emploi facile et supportent des débits d'élution importants.
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o4r o,f -
02t .oz
volume d'eiv.ic \5‘0 ml 100 vear.ae d el tion 50 mi 100
A.G10 (1,5)(50) B . 615 (1,5)(50)
A A
014 - : 10'4 [
02} 02f
i 1 1
volume’d elution g0 mi 100 volurme d'elutions0 mi 100
C. G 25 (1,5 xso) ' D.G75 (1,5><50)
A
104'
3
5,10
i |
volurme d’eiution50 mi 100

E.G 100 (1,5 X 50)

IsTIEN
FIG. 15 ”LLE)

fractiomnement d'wn mélange de polyosides et de gluco;se ou de mamitol sur des Séphadex
de méme volume total (1,5 ecm x 50 om)

1% ~ dépét de £00 pg de polyosides et 500 Hs de glucose sur les Séphadex G 10 (4) ; G 15 (B) ;
G 25 (C) ; G 75 (D) ; Dosage au phénol sulfurique sur des fractions de 2 ml, lecture
a 492 nm

2° —- dépot de mélange (0,1 pei) de polyosides 140 et mannitol 1% s Sephadex G 100 (E).

Comptage de radioactivité sur des parties aliquotes appartenant d des fractions de 2 ml
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Afin de rendre plus rapide notre technique de dosage, nous

avons effectué tous nos fractionnements avec un débit d'élution assez éle-

Vé (65 ml/h). En maintenant ce débit fixe nous avons essayé de réduire le

Vo de la G25 et 1a figure 16

montre que la diminution de la taille moyen-

ne des colonnes de Séphadex d'un diamétre intérieur de 15 mm aboutit 3 une

séparation de plus en plus mauvaise

A
o4
0‘2-
volume gq d’elution 100
mi
A
OAT 03
o2} 02

1 -

- volume

50 A'elution . ypo
mi

B

50 d’elution (5o

volume 50 4’elution 44549 volume
¢ ml D
A
0ar
oz
100

. volume 50 d’elution

mi

mil

des polyosides et du glucose.

FIG. 16
fractionnement de mélange de
500 pg de polyosides et 500 #a
de glucose sur 625 en colonnes do
£ 1,5 em et de hauteurs de gel

différentes

A, 16 em 5 B, 25 em ; Cy, 30 em 3
D, 45 em ; E, 60 cm.

Dosage au phénol sulfurique
swr des parties aliquotes de
0,5 ml appartenant d der frac-
tions de 2 ml
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Le Séphadex G25 (1,5 x 60) assure une bonne séparation des
2 fractions osidiques. Cette taille de colonne ménage un volume mort de

sécurité suffisamment grand entre les 2 fractions (figw ).

Le fractionnement de surnageants de suspensions de germes

centrifugés renfermant des polyosides marqués au 140 et du glucose 14C

14

révéle 1'existence d'un artéfact. En effet le glucose ~ C seul fractionne

en 2 pics, 1'un a@ 1'exclusion et 1'autre avec un Kd normal du glucose

(fig 17 ).

FIG. 17
fractionnement de 1,6 uCi de gilucose 140
sur (}25 (1,5 em x 50 em) élution par
l'eau distillée - mesure de la radioactivi-
té sur des parties aliquotes de 0,5 ml

appartenant d des fractions de 2 ml

volume d'elution 50 mi

FHN ——— e e e o

Le pic 1 représente en moyenne 5 % du pic 2. Le fraction-

nement du pic 2 isolé redonne & nouveau 2 pics sur G25 (fig 18 ). Ceci

14, *

exclue la possibilité d'une impureté dans le glucose

’*Nous remercions Monsieur DUFFAY & SACLAY qui nous a donné des précieux

conseils pour le probléme du glucose 146.
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2.10p
Pic2

£

8 FIG., 18

4l ' fractionnement du pic 2 (fig. 17) sur G¢

e (1,5 em & 50 em) - élution par l'eau
distillée - mesure de la radioactivité sur
des volumes de 0,5 ml appartenant & des
fractions de 2 ml

pict
volume d'elution 50 mi 100

Deux hypothéses peuvent étre émises

1° le glucose 14C pourrait s'adsorber sur des particules
de Sephadex qui seraient reldchéespar la colonne. Ces parties glucaniques
vectrices de glucose 146 auraient un PM;;a 5000 et seraient exclues
sur. G25.

2° les molécules de glucose 14C pourraient s'adsorber Tles
unesaux autres pour former un pseudo-polymére exclu.

Dans les deux cas, il s'agirait d'un processus d'adsorption
qui semblerait spécifique du glucose 14C. En effet, le fractionnement si-
multané de glucose 14C et de glucose froid en quantité suffisante pour
permettre le dosage biochimique d'un éventuel artéfact ne met en évidence

ce dernier que dans le cas du glucose 14C (fig 19 ).
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14 (en trait plein) sur G, . (1,5 em x 50 cmj

25
Dosage au phénol sulfurique et mesure de la .

radioactivité sur des parties aliquotes de

0,5 ml appartenant @ des fractions de 2 ml.

—z .
2.1(?A | |
! |
| |
) ]
HE
: R
a , 1 FIG. 19
105_,__1 I \ fractionnement d'un mélange de 10 mg de
"] i glucoee len pointilld et § pCi de glucose
' |
| |
I |
|

volume d'elution sg mil 100

L'élution par de 1'eau distillée additionnée d'un anti-
bactérien 1'azide de sodium en concentration finale 0,2 % créé une
1égére force ionique et déplace le pic artéfact (pic 1) vers le pic 2

de glucose (fig 20 ).

fmctionnem@nt de 50 rci de glucosg 146‘

cpm

|

‘ FIG. 20

|

‘ sur 625 (1,5 em x 50 cm)

O

en trait plein : élution par l'eau distil-
Lee

en pointillé : élution par l'eau distillée
additionnée d'azide de sodiwn @ 0,02 %
(CF) comptage de la radioactivité

sur des partiss aliquotes appartenant

Q des fractions de 2 ml

volumao 50 d’etution 100 150 M 200 (
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Le pic artéfact disparait en &luant avec un tampon phos-

phate pH 7 (fig 21 ).

£
Q
© FIG. 21
5 18 fractiomement de 50 rCi de glucose 14p
! sur 625 (1,5 em x 50 em) : élution par
le tampon phosphate pH 7
+ J I —_—
volume  50d’elution 100 150 mi 200

Nous avons réalisé toute 1'3tude de cet artéfact sur le
glucose 140 mais les autres oses marqués au 14C (fructose et mannitol)
ont le méme comportement sur Séphadex en élution par 1'eau distillée.
Le pic artéfact disparait dans les mémes conditions en &luant par le

méme tampon phosphate pH 7.

En tampon phosphate le fractionnement du surnageant d'une
suspension de germes ayant réalisé une synthése de polyosides a partir
d'un mélange glucose froid et aliquot de glucose 146 donne le diagramme

suivant (fig 22 ).
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.
A A107020-~[] BLEU DEXTRAN :)\:625nm

A m—8avIiT B12 tA:545nm
£
Q.
o
3
5 10+01 MANHITOL
POLYOSIDES
% X
A A A
B ; 50 75 ivolume 10Q0d’etution125 mi 150 |
|
' VOLUME | FRACTION | FRACTION OSIDIQUE :
| - EY
:. MORTY i POLYOSIDIQUE | : DESSALAGE !
1 |
0 40 80 160

FIG. 22

fractionnement standard 1'vn mélange de polycside MC‘ et mannitol 140 (0,1 pCj, de bleu
dextran et de Vit. B,y sur GZ.S (1,5 em x 60 em). Comptage de la radiocctivité et mesure
de 1'absorbance & 625 nm (bleu dextran) et 545 nm (Vit. 812) sur des parttes aliquotes

de 0,5 ml appartenant & des fractions de 2 ml.

La vitamine Bl2 passe presque en méme temps que le gluco-
se et est éluée de fagon trés 1égérement antérieure. Nous avons donc intro-
duit systématiquement la vit. B12 dans nos échantillons déposés sur G25
pour visualiser le fractionnement.

La systématisationidu fractionnement a été réalisée comme
suit :

1° e dépot s'étale entre 0,2 et 1 ml au maximum. Nous avons
vérifié que ces variaticns quantitatives de 1'échantillon n'avaient pas
de répercussions sur 1'étalement des 2 pics. 0,1 ml de solution de vita-

mine B12 & 1000 pg/ml est ajouté en tant que témoin interne a 1'achantillon.
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2° 1'élution est réalisée avec du tampon phosphate
pH 7 avec un débit fixe de 65 ml/heure.

3° les 40 premiers ml représentent le volume mort et sont
éliminés. On peut vérifier 1'absence de composés osidiques dans cette
fraction.

4° les 40 ml1 suivants correspondent & la fraction polyosi-
dique et sont recueillis. Jne partie aliquote de 2 ml est anaiysée en
radioactivité.

5° enfin la fraction comprise entre 80 ml et 160 ml d'&lu~
tion représente a Ta fois la récupération de Ta fraction osidique et le
dessalage de la colonne. Le comptage de radioactivité est réalisé sur 2 ml.

La relation entre le nombre de cpm/ml et la quantité de
polyosides en pg/mi s'établit comme suit :

On calcule le nombre de cpm/ml dans la suspension bactérien-
ne en tenant compte du coefficient de dilution dans le fractionnement.
Puis on considére par approximation que les polyosides sont un polymére
de n oses utilisés & la synthése. Par ailleurs, on ne tient pas compte

14C qui est en quantité négligeable

quantitativement de 1'ose marqué au
par rapport & 1'ose froid. Pour le calcul final on utilise la relation
(nombre de cpm/ml d'ose radioactif correspond au nombre de pg/m] d'ose
froid).

Dans le but de réaliser des dosages en série, 12 colonnes
de Séphadex G25 (1,5 x 60) sont connectées & une pompe péristaltique de
12 canaux. La colonne N°1 est reliée & un collecteur de fractions qui
permet de réaliser un spectre d'&lution témoin. Par ailleurs le collec-
teur peut progfammer les volumes d'élution des 3 fractions (volume mort,
polyosidique et osidique) pour les 11 colonnes restantes (n® 2 an°® 12)

montées en paralléle. Dans les conditions de montage les volumes des frac-

tions collectées simultanément sur les 12 colonnes sont identiques a
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1a 2% pres. (Fig. 23 )

RESERVOIR DE TAMPON

—— e st

|
|

|

[USET——

—
—
T
S

[
A
!-.____

11 2 3 @ B B [71 [ [P o [m| |2

b4

a

8

»

i

Te]

N

]

12 POM PE
~ |[CANAUX | pERISTALTIQUE

fractionnement e .. T BasERet

- temoin ”m m | 1

R N B e B N A
] Lol o el Ll el el bl b
COLLECTEUR -
DE FRACTIONS

TN
uirey
FIG..23 \i’ii;

sehéma de multi-fractionnement sur 12 colomnes de Sephadex 625 (1,5 em x 60 em) montées

en paralléle
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Cette technique présente 1'avantage d'étre rapide. Elle
permet de doser presque immédiatement Tes polyosides solubles secrétés
par la souche M5N1 au cours d'une synthése. Par ailleurs le dosage de la
fraction osidique restante facilite 1'établissement & tout moment de la
synthése, d'un bilan polyosides formés/oses résiduels. La comparaison de
cette méthode de dosage avec celle réalisée par un dosage bidchimique
aprés dialyse met en évidence des différences quantitatives pour une mé-

me mesure (fig 24 ).

A_A AA
3
2.1004 16"
4
Y FIG. 24
8 comparaison de 2 techniques de dosage de
o PR
g E polyosides en milieu RN mannité 4 0,5 %
2 IEJ- (CF) additionné de glucose 140 4 0,1 pci/
of O
9 ml (CF)
1(?—'2.104 A en trait plein dosage par le phénol sulfu-
/ rique
° ,A/ en pointillé : dosage par la technique
® / de radioactiviié
=
[+
i (]
50 heures 100

Le dosage biochimique donne des valeurs de quantités de
polyosides supérieures & celles données par le dosage par la radioactivi—
té (fig 24 ).

On pourrait expliquer celd de la fagon suivante : le do-
sage biochimique mesurerait non seulement les polyosides solubles secré-
tés dans 1é milieu mais aussi par interférence les métabolites y donnant
une réponse.

Par ailleurs la technique de dosage par la radioactivité

présente quelques inconvénients. E£lle est sujette aux artéfacts par des
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phénoménes d'adsorption des sucres marqués.

Le calcul de la quantité de polyosides dépend descoeffi-
cients de dilutions qui sont sujets aux erreurs mais aussi de 1'approxi-
mation de la composition des polyosides comme étant des polyméres de n
oses utilisés a la synthése.

Cette technique ne donne pas en fait la quantité réelle
de polyosides solubles. Elle doit 3tre utilisée pour des étudés compara-
tives qui permettent ainsi de déterminer des conditions favorables d'une
synthése.

Nous avons réalisé cette étude pour la souche M5N1 en uti-
lisant & la fois la technique classique de dosage biochimique sur les
surnageants dialysés de prélévements centrifugés et la technique par la
radioactivité. w

Ont été successivement étudiées la détermination de 1'stat
physiologique favorable & la synthése, les facteurs physico-chimiquesqui
conditionnent le fonctionnement du complexe enzymatique de synthése et
enfin le rdle qualitatif des oses quj,semb1ent'uti1iser des voies métabo-

liques parfois trés différentes.

B - DETERMINATION DE L'ETAT PHYSIOLOGIQUE

La synthése des polyosides pourrait varier en fonction de 1'é-
tat physié]ogique des ce11u1e§ lors de la mise en condition de non-proli-
fération.

Les cellules possédent-elles toujours le stock enzymatique
nécessaire a la synthése quelque soient les conditions antérieures de
croissance.

Par ailleurs, les cellules dans un état optimal & la synthése

peuvent-elles conserver cette aptitude pendant un temps donné dans des
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conditions données.

La réponse a cette derniére question pourrait permettre de pré-
narer des quantités importantes de cellules aptes d la synthése ; et de
pouvoir réaliser de nombreuses expériences avec les mémes cellules conve-

nablement conservées.

1) Conservation de_la_souche

Dans nos essais préliminaires, pour obtenir des ce]]u]éé
en croissance mises ensuite en non-pro]iférafion, nous repiquions la sou--
<he M5N1 en milieux complets RC mannités liquidessuccessifs. Nous avons
remarqué une grande hétérogénéité des réussites des synthéses en cultures:
puis en non-prolifération. D'ailleurs, 1'aptitude & Ta synthése diminue
avec le nombre de repiquages successifs en milieux Tiquides. Cela doft
correspondre & une sélection progressive de bactéries non mugueuses.

Pour standardiser 1'inoculation, la souche M5N1 a été
conservée en milieu complet additionné de glycérol, & 20 % en concentra-
tion finale, comme antigel et maintenue & -15°C. La souche ainsi conser-
vée cultive sans latence sur milieu liquide complet et permet des syn-
théses de polyosides convenables et reproductibles.

Avant d'étudier les facteurs de synthése de polyosides
nous avons vérifié que les conditions de non-prolifération dans Tles-

quelles nous placions nos cellules étaient effectives ; c'est-a-dire

incapables de se diviser.

109 cellules/ml ayant cultivé dans du milieu RC mannité
ont &té lavées dans du milieu RN  puis placées dans des conditions de

non-prolifération dans le milieu RN™ additionné de mannitol & 1 % et
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dans un milieu exempt-'de mannitol. Dans les deux cas nous avons vérifia
par des numérations réguliérement effectuées dans le temps, le maintien
du nombre sensiblement constant de germes.

Par ailleurs la synthése de polyosides reste effectivement
nulle dans le milieu RN" sans mannitol mais est normale en présence de cet

ose a la concentration finale de 1 % (fig 25 ).
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Dans ces conditions effectives de non-prolifération nous
avons essayé de trouver un état physiologique optimal des cellules pour

‘1a synthése.
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a - Principe_

On &tudie 1‘'aptitude & la synthése de polyosides en non-
prolifération, a différents moments de la croissance, de la souche M5N1
en milieu RC mannité & 1 % en concentration fiha1e. On réalise des préle-
vements, en fonction.du temps, pour lesquels

1° on mesure le nombre de germes viables et la production
de polyosides

2° une partie des cellules en nombre constant est placée
en non-prolifération. On contrdle alors dans le temps 1'évolution de la

synthése de polyosides.

La souche M5N1 est mise en culture dans du milieu RC man-
nité a 1 %4 (CF) inoculé de fagon & avoir une concentration finale de 107
bactéries par ml. L'inoculation a l1ieu & 30°C en agitation moyenne. On
peut voir sur la figure 2 1'avolution des paramétres de la crois-

sance et de la synthése de polyosides.
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Les cellules du premier prélévement correspondant a 13 h
de culture sont mises en non-pro]ifération, dans du milieu RN mannité 3
1 % (CF), en concentration finale identiqué a celle des cellules en pro-
lifération (7 x 108 bactéries/m1). Les cellules des deux autres préléve-
ments (30 h 30 et 102 h) sont placées en non-prolifération a la méme
concentration finale en germes que celle du premier prélévement.

On voit sur la figure 27 que les cellules de M5N1 ont
sensib]emént la m3me capacité de synthése de polyosides pour des temps

de croissance tras différents.
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FIG. 27

polyosides pg/mi

synthése de polyosides en RN mannité 4 1 %
(CF) par des cellules de la souche M5IV
prélevdes & 3 moments différents de la
eroissance sur RC mawviité ¢ 1 % (CF) (13 h,
30h 30 et 102 h) et placées en non-prolifé-
ration. Dosage des polyosides par le phénol
sulfurique.

1

de By

quantite

50 heures 150

Néanmoins des cellules jeunes ont été préférentiellement
utilisées pour la mise en non-prolifération. Celd représente entre autres
1'avantage de pouvoir séparer aisément par centrifugation les cellules
d'un milieu de culture non visqueux, ol la synthése de polyosides est en-
core faible.

Pour toutes nos expériences réalisées en condition de
non-pro]ifératfon, nous avons utilisé des cellules qui avaient cultive
pendant 20 heures (celd correspond & une densité optique de 1,00 et une

concentration en germes de 109 bactéries/ml) sous agitation moyenne a

30°C.

- o . - . - = e - v . = e W e e e A e e S W " et e e e b - o am . -
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Les colonies de la souche M5N1 sont peu mugqueuses sur un .

milieu complet solide RC additionné de glucose a 1 % (CF). Les figures
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indiquent que cette souche cultive aussi bien sur un milieu RC

additionné de glucose que de mannitol. Par contre, le milieu glucosé est

- beaucoup moins favorable § la synthése de polyosides (fig. 28 ).
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FIG. 28

-eroissance (en trait plein) et synthdse de
polyosides (en pointillé) par la souche
M5N1 sur wn milieu RC glucosé a 1 % (CF).
Dosage des polyosides par détermination |

* de poids secs

i
heures 100

On a recherché 1'influence des conditions de cultures en

milieu complet sur la synthése des polyosides Tors de la mise en non-pro-

lifération. Pour cela 1'aptitude & la synthése de cellules de M5N1 cul-

tivées sur un milieu RC glucosé &a 1 % (CF) et prélevées a différents

moments de la croissance (13h, 30h 30, 102h) a été étudiée. L'expérience

a été conduite de la méme fagon que celle décrite précédemment. Les cel-

Jules de la souche M5N1 synthétisent sensiblement les mémes quantités de

polyosides aux différéents moments de la croissance excepté pour le temps

de 102h ol le systéme enzymatique semble un peu moins actif (fig 29 ).
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Par ailleurs, les vitesses de synthéses sont identiques a cel-

les observées pour des cellules ayant cultivé sur RC mannité (rappel fig
27 ). "

On peut donc dire que le complexe enzymatique nécessaire a la
synthése des polyosides est formé de -1a m3me fagon en présence de glucose
ou de mannitol. Celd dénote le caractére stable de 1'activité du complexe
enzymatique de synthése.

Afin de pouvoir conserver des quantités importantes de cellu-
les qui garderaient leur pouvoir de synthése,'1a stabilité du complexe

Is

enzymatique a été étudiéesans fonctionnement cellulaire.

- - - " - " - b . e o o e an e et e e o e ot T " - - W . o= =

Des cellules ayant cuitivé sur un milieu RC mannité a

1 % (CF) sont Tavées dans du milieu RN™ puis concentrées et mises en
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suspension dans du milieu RN~ séns source de carbone. Elles sont conservé
pendant des temps variables & + 4°C. A chacun des temps de conservation
étudiés, des cinétiques de synthése de polyosides ont été réalisées en
fonction du temps. Les numérations réalisées sur des cellules conservées
pendant respectivement Oh, 68h, et 196h indiquent une absence de lyse. Pa
ailleurs, les bactéries ainsi conservées gardent le méme pouvoir de syn-

thése quelque soit le temps de conservation (fig 30 ).
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+ 4°C pendant des temps variables (0 h
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Les synthéses se font sans aucune latence et celd corrobore
1'idée de 1'existence d'un complexe enzymatique trés stable méme enb1'ab-
sence de tout fonctionnement cellulaire.

En conclusion, on peut dire que le complexe enzymatique de
synthése des polyosides par la souche M5N1 existe de fagon permanente dans
des conditions parfois trés différentes (croissance et non-prolifération).
L'activité de synthése est importante surtout en présence de mannitol et
demeure trés stable dans des conditions de repos cellulaire a + 4°C.

Cela nous a permis de déterminer les conditions expérimentales
sujvantes. Joué préparons un litre de culture de la souche M5N1 en milieu

RC mannité sous agitation rotative moyenne & 30°C pendant 20 heures.

es

r

>
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La culture est lavée par du tampbn RN puis remise en suspension dans 20 m]
gsp de RN™ et conservée a + 4°C. A partir de ce stock de cellules qui gar-
dent toutes leurs aptitudes de synthése pendant au moins 196h, nous pouvons
réaliser de nombreuses manipulations. Les cellules soht mises en non-pro-
lifération en quantité telle qu'il y ait une concentration finale d'environ

109 bactéries/ml.

C - FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES DE LA SYNTHESE

Dans ce chapitre, nous étudions quelques facteurs pouvant
avoir un retentissement sur la synthése des polyosides.

Ont &té successivement analysés les rdles de Ta température
d'incubation des cellules, de 1'aération des suspensions de germes, du
pH de départ du milieu de non-prolifération et enfin de 1a concentration
en substrats mis @ la disposition du complexe enzymatique de synthése des
polyosides.

L'influence de ces différents facteurs a été étudiée sur des
cellules mises en non-prolifération en présence de mannitol qui permet
des synthéses correctes de polyosides. Le rdle qualitatif du substrat
osidique semble dés a présent trés important et sera étudié dans un cha-

pitre ultérieur.

Quatre suspensions de germes en non-prolifération dans du
milieu RN™ nannité & 1 % (CF) sont places sous agitation rotative moyen-
ne et incubées chacune & une température différente (20°, 30°, 37°, 42°).

Le complexe enzymatique de synthése a une température opti-

male de fonctionnement voisine de 30°C (fig 31 ) mais supporte des tem-

pératures voisines de 37°C. I1 est partiellement inactivé a + 42°C.
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La méme expérience que précédemment est réalisée aux 4
températures différentes sans agitation, c'est-d-dire en anaérobiose
partielle. La température optimale reste voisine de 30°C. Néanmoins, les
vitesses de production de polyosides sont trés nettement diminuées ce qui

indique que le complexe enzymatique de synthése est inhibé par le manque

d'oxygéne (fig 32 ).
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FIG. 32

synthése de polyos:ides par des bactéries
non proliférantes (souche M51V1) en
milieu RN mannivé 4 1 % (CF) a diffé-
rentes températures (20°, 30°, 32°, 42°)
d'incubation sans agitation.

Dosage des polyogidea par le phénol
sulfurique.

Par ailleurs, 1'anaérobiose totale pratiquée dans une jar-

re a vide "BBL Gaspak System" inhibe presque totalement la synthése de

polyosides. Ce qui confirme le fonctionnement aérobie du complexe enzy-

matique

Des synthéses de polyosides par la souche M5N1 au sein de

milieux RN™ mannités & 1 % (CF) ajustés a différents pH (de 5 a 9) ont

8té réalisées sous agitation & 30°C. La figure 33 indique que le comple-

=

xe enzymatique de synthése fonctionne de fagon optimale a@ un pH voisin de 7
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a - Principe_

Le substrat du complexe enzymatique de synthése est la
source de carbone que 1'on ajoute au milieu RN  de non-prolifération. in
réalise des synthéses de polyosides par la souche M5N1 en faisant varier
la concentration finale en mannitol (de 5 % & 0,02 %).

Les cinétiques de synthése en fonction des différentes

concentrations en substrat sont établies.

b - Résultats
Les vitesses de synthéses sont pratiquement identiques
pour des concentrations finales en mannitol supérieures a 0,2 %. A partir
de cette derniére concentration en substrat le complexe enzymatique a

pratiquement atteint sa vitesse maximale (fig 34 et 35 ).
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synthése de polyosides par des bactéries
non proliférantes (souche .‘rISIVJ) en milieu
RN additionné de mannitol @ différentes
concentrations finales(0,02 % ¢ 5§ %) dosage

des polyosides par le phénol sulfurique.
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FIG. 35

étude de la vitesse de production de polyo-

stdes en fonction de la concentration de

substrat (en mannitol de 0,02 % & 5 % (CF)
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Nous avons vérifié que les concentrations en substrats infé-
rieures 3 0,2 % provoquaient des fonctionnements du complexe enzymatique
d des vitesses effectivement différentes. Les vitesses de synthése ont
été étudiées en détail au début de Ta mise en non-prolifération pendant
des temps plus courts.

La figure 36 confirme les observations faites pour des syn-

théses réalisées pendant des temps plus longs.
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En conclusion, on peut dire que le complexe enzymatique
de Ta synthése des polyosides de 1a souche M5N1 fonctionne préférentielle-
lent en aérobiose a un pH optimal voisin de 7 . 1'activité de ce complexe
est presque maximale pour une concentration en substrat égale ou supérieure
a 0,2 % et pour une température d'incubation des cellules voisine de 30°C.
Aprés avoir étudié le r3le de ces facteurs physico-chi-

miques de la synthése des polyosides, 1'influence qualitative du substrat

osidique a été recherchée.

D - ROLE QUALITATIF DES OSES

L'observation des différences d'expression du caractére muqueux
par la souche M5N1 sur des milieux complets RC additionnés soit de mannitol
soit de glucose, nous fait entrevoir 1'importance qualitative des oses
dans la synthése des polyosides. Si nous parlons de la souche M5N1 muqueu-
se cultivée sur RC mannité a 1 % (CF), DELATTRE(2C>) fait mention de 1'i-
solement sur le milieu RC glucosé a 1 % (CF) d'une souche M5N1 non muqueu-
se facile d'emploi pour les travaux de génétique bactérienne.

Par ailleurs, une étude comparative des cinétiques de produc-
tion des polyosides par des bactéries en croissance en présence soit de
mannitol soit de glucose nous avait montré qu'en 100 heures de culture,
le mannitol permettait une synthése sensib]ement deux fois supérieure a
celle observée en présence de glucose (rappels fig 26 et 28 ).

Nous avons tout d'abord mis en évidence les différences de
fonctionnement du complexe enzymatique de synthése des polyosides par la
souche M5N1 sur différents substrats carbonés.

Puis le mécanisme d'utilisation différentielle de ces substrats

a commencé a étre étudia.
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1) Mise en évidence

De nombreuses sources de carbone ont &té utilisées comme
substrats du complexe enzymatique de synthése des bactéries M5N1 ; cette
étude devait permettre de classer d'une part, & cO6té du mannitol, les bons
substrats et d'autre part, & coté du glucose, les substrats plus médiocres.

Pour réaliser cela rapidement la souche M5N1 a été cultivée
dans un premier temps sur des milieux complets RC, additionné de 1'une des
sources de carbone étudiées & la concentration finale de 1 %. Dans un
deuxiéme temps, la mise en évidence a été complétée par 1'établissement
des cinétiques de synthéses en non-prolifération, effectuées en présence

de sources de carbone, qui étaient des substrats plus ou moins convena-

bles pour le complexe enzymatique de synthése.

La souche M5N1 a é&té cultivée sur des milieux RC soit soli-
des soit liquides et dans les 2 cas additiornés de 1'une des sources de

carbone étudiées & une concentration finale de 1 %.

a) Culture sur milieu complet solide

On juge du réle de 1'ose dans la synthése de polyosides,
en comparant les caractéres plus ou moins muqueux des colonies de M5N1
obtenues aprés des temps de croissance identiques et fixés ici a 5 jours.

Le tableauviirmet en évidence une préférencé du fructese,
mannitol, sorbitol, adonitol, ribose et glycérol en tant que substrat pour
le complexe enzymatique de synthése des polyosides.

Néanmoins, la souche M5N1 utilise presque toutgs les sources
de carbone &tudiées pour sa croissance exceptés le dulcitol et Tes sucres

acides (tels les acides glucuronique et galacturonique ).
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Toutes les autres sources de carbone permettent la croissance de la souche

M5N1 mais sont de médiocres substrats pour la synthése des polyosides

Le caractére inhibiteur du glucose dans la synthése des
polyosides s'exprime méme en présence d'un bon substrat tel le mannitol.
Ainsi les colonies de la souches M5N1 sont moins muqueuses si elles sont
cultivées, sur un miljeu RC additionné de glucose et de mannitol & 1 %
chacun en concentration finale, plutdt que sur un milieu RC additionné de

mannitol seul a 1 % en concentration finale (tableau VIII ).



1
NATURE DE L'OSIDE CROISSANCE

PRODUCTION DE

OU DE L'OSE MUCUS
GLYCOGENE + -
AMIDON + -
RAFFINOSE + -
MALTOSE " +
SACCHAROSE + bt
LACTOSE + *
CELLOBIOSE + -
GLUCOSE _ + -
CALACTOSE + :
FUCOSE + -
MANNOSE + -
XYLOSE + -
ARABINOSE 5 -

ACIDE GLUCURONIQUE -

ACIDE SALACTURONIQUE -

INOSITOL +

{ DULCITOL + -
ADONITOL + .
SORBITUL Toa i
MANNITOL + N
FRUCTOSE + PP
RIBOSE .+ i+
GLYCEROL + ++
PYRUVATE DE SODIUM + -
GLUTAMATE DE SODIUM + -

| SUCCINATE DE SODIUM + -
CITRATE DE SODIUM - -
MANNITOL + GLUCOSE + +

TABLEAV VIII : C‘roiséanae et production
de mucus par la souche M51V1 cultivée
sur milteu RC solide additiorné de
di fférentes sources de carbone d

1 % (CF)

86.
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B) Culture sur milieu complet Tiquide

La détection des fonctionnements différentiels des substrats
carbonés a été confirmée par une &tude en milieu complet liquide. Les po-
lyosides obtenus sur les milieux RC additionnés d'une des sources de car-
bones étudiées ont &té dosés par pesée des poids secs purifiés correspondant
au méme volume de milieu et incubés dans les mémes conditions a'agitation
moyenne & une température de 30°C pendant le méme temps (165 heures).

La croissance a été controlée en mesurant réguliérement la
densité optique ; on peut remarquer que tous les substrats étudiés permet-
tent & peu prés la méme croissance de la souche M5N1 mais produisent des

quantités trés différentes de polyosides (tableauTIX ).

Temps de | GLUCOSE | MANNOSE | ARABINOSE | GALACTOSE | FRUCTOSE | GLYCEROL | MANNITOL
Culture 1 pno | pu | Do | pi | DO | pH | DO | pi | DO | pH | DO | pH | DO | pH
21830 | 160 7,6 | 167 7,4 | 146 | 7,4 | 158 | 7,3} 165 | 7,5 | 115 | 7,5 | 124 | 7,5

41H 30 220 6,9 | 215 6,8 194 | 6,8 | 230 | 6,7 | 2.5} 7,5 190 | 7,5 | 215 755

87H 30 273§ 4,9 | 265 4,6 | 270 | 4,9 | 270 | 4,9} 70| 7,5 270 { 7,5 | 270} 7,2

165H 270 4,5 270 4,5 270 4,6 270 4,7 270 7,4 270 7,4 270 6,9
QUANTITE :
FINALE DE 850 850 900 840 2300 1200 2000
POLYOSIDES
pe/ml

TABLEAU IX : Crotssance (mesure de
L'absorbance des cultures a 600 nm) et
synthdse des polyosides (dosage par
pesée des poids secs en fin de
synthése par la souche M.S”l cultivée
sur des milieux RC additionnés de
différentes sources de carbone d

-1 % (CF)
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Ces observatioﬁs ont été complétées par 1'étude des ciné-

tiques de synthéses de polyosides en fonctions des substrats carbonés.

" e i e et v A n e e e bt e e o= -

Les substrats convenables tels le fructose et le mannitol
permettent des synthéses proportionnelles au temps de non-prolifération.
Ces 2 substrats fonctionnent avec des vitesses un peu différentes ; la
souche M5N1 préférant le fructose au mannitol (fig 37 ). Le glycérol est
un substrat nettement inférieur aux oses précédemment cités mais i1 convient
beaucoup mieux que le glucose. Ce dernier ainsi que les autres oses étudiés
font dpparaitre des synthéses qui présentent trés rapidement un plateau

qui fait penser & une inhibition.

2.10(
%
®
v
Q
Q
ey
8 fructose :
FIC, 37
0
mannitol synthdse de polyosides par des bactéries

non proliférantes (souche MSI‘JJ) en RN
additionné de différentes sources de
carbone @ 1 % (CF)

- de

quantite

50 “raures 100

L'ensemble de ces résultats nous autorise a classer les
substrats carbonés en deux catégories. D'une part, ceux qui sont des bons

substrats pour le complexe enzymatique de synthése des polyosides. Ce sont
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principalement le fructose, le ﬁannito1 et le sorbitol auxquels on peut
rattacher des oses qui sont des substrats un peu moins convenables tels.
1'adonitol, le ribose et le glycérol. D'autre part, les autres sources de
carbones ci-étudiées dont le glucose qui sont de médiocres substrats pour
la synthése des polyosides.

Par ailleurs, le glucose et le galactose ajoutés ensemble
d des bactéries non-oroliférantes & raison de 0,5 % par ose eﬁ concentra-
tion finale ne permettent pas une meilleure synthése que le glucose et le
galactose seuls (fig 38 ). I1 est trés curieux de constater que des oses
tels le fructose ou le mannitol sont plus favorables a la synthése du

polyoside que ses constituants osidiques (glucose et galactose).

)
[
o
¢
2 FIG. 28
2
3 synthéses compardes de polyosides par des
1o mannitol bactéz:ies non proliférantes (souche .‘451'11)
en RN qdditionrds de sowurces de carbone
o a1 % (CF) (mannitol, glucose, glucose
T plus galactose).
[ .
b lucose et galactose
¢ 2 qgalactose
g_ S glucose
) 3
50 heures 100

11 devient trés intéressant d'étudier le mécanisme de cet-

te inhibition de la synthése par certains oses dont le glucose.
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a - Hypothéses_
On peut émettre 2 hypothéses expliquant le mécanisme de
cette inhibition
1° dans certaines conditions, le systéme enzymatique de
Synthése ne serait pas synthétisé. On pourrait imaginer une répression
catabolique par exemple.
2° le complexe enzymatique serait synthétisé mais il

serait inhibé par une cause restant & définir.

b - Rdle_du glucose

Dans des expériences décrites précédemment nous avions
montré que des cellules ayant cultivé en milieu complet additionné soit
de glucose soit de mannitol synthétisaient des quantités de polyosides
presque identiques si elles étaient placées dans des conditions de non-
prolifération en présence de mannitol (rappel fig 27 et 29 ).

De cette expérience, on peut conclure que le complexe en-
zymatique de synthése était présent en milieu complet RC glucosé
ot i1 fonctionnait mal (la synthése est 2 fois moins importante en RC glucosé
qu'en RC mannité ; (rappel fig 28 et 26 ). En effet dés qu'on replace les
cellules issues du milieu RC glucosé dans un milieu RN mannité le complexe
enzymatique partiellement inhibé retrouve immédiatement toutes ses aptitu-
des de synthése (rappel fig 29 ).

Par ai]]eﬁrs les mémes cellules de la souche M5N1 ayant
cultivé sur RC mannité et sur RC glucosé (m2mes manipulations que celles
précitées)pendant 13h, 30h 30 et 102h ont été placées également en non-
prolifération en présence de glucose & 1 % (CF).

Quelque soit 1'dge des cellules en nombre égal la synthe-
se de polyosides dans les 2 cas est inhibée en présence de glucose (fig

3set a0 ).
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FIG. 39

synthése de polyosides en RN glucosé 4 1 %
(CF) par des cellulee de la souche Mle
prélevées a 3 moments différents de la crois-
saice sur RC mamité @ 1 % (CF) (13 h, 30 h 30,
102 h) et placées en non prolifération.

Dosage des polyostdes par le phénol sul furique.

FIG. 40

synthése des polyosides en BN glucocsé a
1 % (CF) par des cellules de la souche
M5N1 prélevdes d 3 moments différents de
la eroissance sur RC glucosé & 1 % (CF)
(13 h, 30 h 30, 102 h) et placées en non
prolifération. Dosage des polyosides par
le phénol sulfurique.

On peut en conclure que Te complexe enzymatique de la syn-

thése des polyosides de la souche M5N1 est produit de fagon permanente en

présence de glucose comme de mannitol. Cela est en faveur de ]a seconde

hypothése selon laquelle le complexe enzymatique serait toujours synthé-

tisé mais i1 pourrait 3tre inhibé. Le glucose semble bien remplir la

&Q§53
X
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fonction d'inhibiteur. D'ailleurs si 1'on compare les synthéses par des
bactéries non-proliférantes en RN mannité et glucosé, on s'apergoit que
les vitesses de production de polyosides sont sensiblement identiques pen-
dant 30 heures. Puis la synthése devient stationnaire en présence de glu-

cose (fig 41 ) & partir de ce moment.

(AN

Jdor
: A
= /7
3l /
o 7
§ 7
2 7/
2 / FIG. 41
& / :
9 Y synthéses comparées de polyosides par des
10 , . cellules (souche MSNJ) prélevées a 30 h de
/ eroissance et mises en non prolifération
4 / respectivement sur RN glucosé a 1 % (CF)
/ (en trait plein) et sur RN mawmité a 1 %
[}
M A (CF) (en pointillé).
£
c
o
=]
O]
1 A A
50 heures 150

Le glucose par une raison qu'il reste & préciser empiche-
rait la synthése de se continuer. Néanmoins, il reste surprenant que des
oses tels le fructose ou le mannitol qui devraient rejoindre les voies

de dégradation du glucose, puissent favoriser la synthése des polyosides.

¢ - Role_du pH_

Le glucose peut inhiber la synthése par lui-m3me ou par
un produit de son catabolisme. Pour tenter de préciser cela, nous sommes
partis d'une observation.

En effet, on peut remarquer que la mauvaise synthése de

polyosides en présence de glucose par des bactéries en croissance
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(tableau X ) s'accompagne toujours d'unz baisse de pH plus importante et

plus rapide qu'en présence de mannitol ou de fructose.

pH
Temps de GLUCOSE | MANNOSE | ARABINOSE | GALACTOSE | FRUCTOSE | GLYCEROL | MANNITOL
culture
21h 30 7,4 7,4 7,4 7,3 7,5 7,5 7,5
41h 30 6,9 6,8 6,8 6,7 7,5 7,5 7,5
87h 30 . 4,9 4,6 4,9 4,9 7,4 7,5 7,2
165h 4,5 4,5 4,6 4,6 7,4 7.4 6,9

TABLEAU X : Evolution des pH des milieux de cultwre RC (additionnés de différentes sources
de earbome @ 1 %, CF) inoculés avec la souehe MS”Z et tncubés 4 30° sous

agitation moyenne.

pH

Tedps de non g cose  IMANNOSE |ARABINOSE | GALACTOSE | FRUCTOSE | GLYCEROL | MANNITOL
Prolifération

" 21h 30 5,1 5.4 6,1 6 I 7,5 7,5 7,5
f
!
41h 30 5 4,5 4,7 4,9 7,5 7,5 7,5
100h 4,9 4,4 4,5 4,5 7,3 7,5 7,4

TABLEAU XI : Evolution des pH des milieux RN (additionnds de différentes sources dez carbome

a 1%, CF) inoculée avec la souche M5N1 en non prolifération & 30° sous

agitation moyenne.
I1 en est de méme pour-les milieux de synthése en non prolifération

(Tableau XT )
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En fait on peut distinguer d'une part les substrats conve-
nables (précédemment cités), pour la synthése des polyosides, et qui font
trés peu baisser le pH des milieux de synthése. D'autre part les substrats
médiocres (cités antérieurement) provoquent une baisse de pH rapide et
importante (tableaux X et XT).

A la suite de ces observations nous pouvons émettre 1'hy-
pothése que le glucose lui-méme n'inhiberait pas la synthése. Il pourrait
s'agir d'un produit du métabolisme qui en acidifiant le milieu inactive-
rait le complexe enzymatique. Cela semblerait d'autant plus vraisemblable
que les pH acides inhibent la production de polyosides (rappel fig 33 ).

Pour confirmer le rdle inhibiteur du pH acide du milieu
de synthése, nous avons réalisé 2 types d'expériences :

1° des synthéses de polyosides en présence de glucose
dans un milieu trés tamponné

2° des synthéses en présence de mannitol od 1'on fait
baisser artificiellement le pH au bout de 30 heures, moment & partir

duguel la synthése en présence de glucose, diminue.

a) Synthése de polyosides en milieu trés tamponné
glucosé

Des cellules de M5N1 sont placées en non-prolifération
en présence de glucose dans 3 tampons de force vionique différente
(K2HP04, M KH2P04, 0,3M dilué respectivement au 1/10°, 1/40°, 1/80°).
Les controles du pH sont effectués kégu]iérement pour juger de 1'efficaciteé

des solutions tampons (tableau XII ).
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Temps de non pH
prolifération
K2H Po4, M K H Po4, K H Po4, M
KH2P04, 0,3M I\HZP04, 0.3 KH2P04, 0,3M RN
Dilué au 1/107 Dilué au 1/407 Dilué au 1/80
24 H 7,2 7 7 5,1
43 H 7,2 6,9 6,8 5
68 H 7,2 6,6 6,2 4,7
114 H 7,1 6,2 5,6 4,6
142 H 7,1 6 5,4 4,6
186 H 7 5,8 5,2 4,6

TABLEAU XIT : Evolution des pH des miliewxr RN”et tampons phosphate (additionnés de glucose

Q@ 1% (CF) inoculés avee la souche M_N

5, en non prolifération & 30° sous

agitation moyenne.

On voit sur la figure 42 que le tampon (KZHPO4, 2M

KH2P04, 0,3M diTué au 1/40°) est le plus favorable & la synthése . Dans
ce tampon Te pH baisse moins rapidement qu'en milieu RN glucosé mais plus
qu'en milieu RN” mannité. La mise en non—pro]ifération dans un milieu plus
tamponné (K HPO4, M KH2PO4, 0,3M dilués au 1/10°) permet des variations
moins importantes du pH mais la force ionique devient défavorable 3 la
synthése de polyosides.

En fait dans ces milieux trés tamponnés, les coﬁditions

deviennent défavorables au maintien en vie des cellules de M5N1 qui se lysent.
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Cela pourrait expliquer la production plus faible de polyosides synthétisés

par un nombre moins important de cellules. Par contre 1'utilisation

de solutions moins bien tamponnées permet la survie de cellules mises

en non-asrolifération mais n'empéche plus aussi efficacement la baisse de

pH. Cela pourrait expliquer que la synthése optimale de polyosides en pré-

sence de glucose soit environ deux fois inférieure a celle obtenue en

présence de mannitol.

6,
©

polyosides pg/mi

L
On
T

de

quantite

"

100

heures

200

FIG. 42

synthése de polyosides par dzs bactéries
ron proiiférantes (souche MSNI) placées
dans les milieux suivants additionnés de
glucose & 1 % oF : /X RN ; A\ K 5RO,

2 Met KH2P040,3 M dilué au 1/10e ;
AKZHPO s 2 Met KH2P040,3 M dilud au
1/80e ;A KZHP04" 2 Met KH2P04 0,3 M4
dilué au 1/40e. :
Dosage des polyosides par le phénol

sul furique.

Pour confirmer le retentissement du pH acide sur la

synthése des polyosides, nous avons abaissé artificiellement le pH d'une

suspension de cellules de M5N1 dans un milieu RN™ mannité.
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B) Synthése de polyosides en milieu RN mannité avec
baisse artificielle de pH

Une suspension de cellules de M5N1 est mise en non-proli-
fération dans du milieu RN™ mannité a 1 % (CF) en agitation moyenne & 30°C
pendant 30 heures. A ce moment la suspension de germes est divisée en
3 parties égales. La premiére partie est laissée telle quelle. La deuxiéme
fraction est réincubée aprés un ajustement de pH & 6,5 par de 1'acide phos-
phorique diTué stérile et la troisiéme fraction est ajustée de la méme
fagon & un pH de 5,5. Les trois fractions sont réincubées dans les mémes
conditions que celles initialement. La figure met en évidence une inhi-
bition trés nette de la synthése pour un pH de 5,5 ; ce qui confirme encore

le pH optimal de fonctionnement du complexe enzymatique (rappel figs3s ).

3
4 .10~
G
\s
)
3
"
[
b
§. FIG. 43
3 ph 65 '
ph 75 Synthése de polyosides par des cellules de
2-1(:)’- . la souche M5N1 en non prolifération en EN

mannmité 1 % (CF) pendant 30 heures puis

< réparties en 3 volumes égaux et ajustés d
3 pH différents (7,5 ; 6,5 5 5,5) dosage des
£ ph ?’5 polyosides par le phénol sulfurique.
z
s
-3

100 heures 200
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Notons qu'aprés 1'ajustement articiel du pH, ce dernier

reste constant pendant toute la durée des synthéses en RN  mannité (tableau

Temps de non Fraction Fraction ajustée Fraction ajustée
prolifération pH 7,5 & pH 6,5 d pH 5,5
30 K 7.5 ) 6,5 5,5
80 H 6,9 6,3 5,4
i 94 H 6,9 6,3 5,4
!
| 120 H 6,9 6.2 5,3
200 H 6,9 6 5,3

TABLEAU XIII : Evolution des pH des milieux RN (additionné de mamitol & 1 % CF)
tnoculds avee la souche MSNI en non prolifération pendant 30 heures

puis ajustées artificiellement @ différents pH (7,6 ; 6,5 ; 5,5).

En conclusion, on peut dire que le glucose par lui-
méme n'inhibe pas la synthése de polyosides. I1 s'agirait de produits aci-
difiants du catabolisme du glucose qui inactiveraient le complexe enzy-
matique. Néanmoins on peut se demander si en plus de cette inhibition le
complexe enzymatique ne préférerait pas le mannitol au glucose comme subs-
trat. Cette préférence pourrait étre liée a des voies particuliéres de
biosynthése préférentielle a partir de substrats tels le mannitol ou le
fructose. Dans ce cadre, nous avons réalisé des expériences de compétition

entre le glucose et le mannitol ou le fructose.
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d - compétitiun des substrats

Deux Tots des mémes cellules de M5N1 sont mises en non-
prolifération dans du milieu RN~ additionné a la fois de glucose et de man-
nitol froids en quantités égales (500 Fg/m]). Un des lots est additionné
d'un aliquot de glucose 140 et 1'autre lot, de mannitol 14C.

On mesure dans le temps 1'incorporation du carbone mar-

qué dans les polyosides formés et la disparition des oses utilisés a la

synthése. Dans les 2 expériences, le mannitol a &té plus utilisé que le

glucose.
105-
E
S
&1\
o
\
510l |\
\
\
L‘\ 14 FIG. 45
o — A — A 9lucose C
synthése de polyosides par des cellules
14 de la souche ‘V.SNZ placées en non prolifé-
a4 £ - 4 polyosides ~ C pation en RV additionné de 500 pg/ml
1 3 N .
100 heures 200 . de g;ucose et de 500 pg de mannitol
A

plus une partie aliquote d'ose marqué

au “°C qui est soit :
A, 0,05,1¢Ci/ml de glucose 4
10 . 14
T B. 0,05 ﬁCi/ml de mannitol ~°C
% \ Etude de l'incorporation des oses radio-
S ‘ actifs dans les polyosides formés et de
\ la disparition de ces oses marqués uti-
\ lisés.
510 |- \\
\ 14
\ polyosides C
!
'
\
\
\ . 14
A o A e e _.A1 mannitol C
i
100 hewes200

B
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‘En effet le carbone de mannitol marqué a été incorporé en
plus grande quantité (fig4sA) que le carbone du glucose marqué (fig as B )
au sein de Ta méme quantité de polyosides synthétisés en présence de alucose
et de mannitol. Cela est en accord avec les quantités résiduelles des oses
aprés la synthése puisqu'il reste beaucoup plus de glucose que de mannitol
(figes A et 4sB ). Dans les 2 cas, on constate une perte 1mport§nte des oses

qui ont vraisemblablement été utilisés pour le métabolisme de base des cel-

lules en non-prolifération.
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E - DISCUSSION

Le complexe enzymatique de synthése de polyosides de la souche
M5N1 est produit quelque soient les conditions de croissance. Il est stable
méme en repos cellulaire & +4°C. I1 fonctionne de fagon optimale & 30°C en
aérobiose dans une zone de pH voisine de 7.

Certains oses tels le fructose et le mannitol sont des substrats
particuliérement favorables & la production de polyosides et né provoquent
pas de baisse de pH du milieu de synthése. La mauvaise synthése en présence
de substrats plus médiocres dont le glucose est correlative d'une importan-
te baisse de pH.

L'incorporation préférentielle du 14

C issu du mannitol permet
de dire que cet ose est dirigé préférentiellement vers des voies de bio-
synthése des polyosides. Par contre le glucose serait dévié vers des voies
de catabolisme correlative d'acidification du milieu de syntheése.
Néanmoins i1 n'est pas possible actuellement de déterminer

avec précision la cause exacte de ces voies préférentielles. On peut

cependant avancer 2 types d'explications :

- Le glucose serait dégradé trés rapidement par les cellules.
Cela provoquerait une baisse de pH importante amenant une acidification
intracellulaire incompatible avec la synthése de polyosides. Par contre
le fructose ou le mannitol qui seraient plus lentement dégradés acidi-
fieraient trés peu le milieu de synthése. Consécutivement ces oses seraient

utilisés & la production de polyosides.
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- Les métabolismes du fructose et du mannitol seraient dirigés
préférentiellement vers la biosynthése par 1'intermédiaire des UDP fructose
ou UDP mannitol qui s'épimériseraient en sucres activés constitutifs des
polyosides (UDP glucose et UDP galactose). Par contre le glucose serait

préférentiellement dévié vers les voies de la glycolyse.
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CONCLUSION GENERALE

Par ce travail nous avons voulu avoir une vue d'ensemble sur les
polyosides de Rhizobium. Nous avons d'abord étudié la composition chimique

de ces polyosides puis les modalités générales de leur synthése.

En ce qui concerne le premier point, les polyosides du genre

Rhizobium sont soit solubles et excrétés dans le milieu extérieur (souches

=

de Rhizobium & croissance rapide) soit adhérents aux structures pariétales

des souches de Rhizobium & croissance lente.

Notre &tude a concerne. essentiellement les polyosides solubles

de Rhizobium 3 croissance rapide et plus spécialement ceux de Rh-meliloti.

Il est difficile de produire des polyosides en quant{tés apprécia-
bles dans un milieu synthétique qui convienne & la croissance et a la synthése
de ces macromolécules par 1'ensemble des espéces de Rhizobium. Par contre,
on peut obtenir des grandes quantités de polyosides en non-prolifération dans

un milieu tamponné sucré.

La production de polyosides en milieu complet est favorisée par
1'emploi d'extraits de levure fraiche contenus dans le milieu de WRIGHT ; ce
gdernier donne de meilleurs résultats que des milieux renfermant des extraits de
levure sec commercialisés. Le milieu de WRIGHT permet une synthése de polyosides
en quantités variables mais le plus souvent assez importantes par 1'ensemble

=

des souches de Rhizobium & croissance rapide et 2 souches & croissance lente.

Les polyosides obtenus sont relativement purs puisque pratiquement
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exempts de phosphates et d'azote. Ils sont constitués d'oses neutres (glucose,
galactose, mannose et quelquefois rhamnose) et d'acide glucuronique en

quantités variables.

L'absence de mannose dans les polyosides synthétisés par des
bactéries non-proliférantes et la présence de mannanes dans 1'extrait de
_Ievures permettraient de penser que le mannose des polyosides de bactéries
proliférantes sur un milieu de WRIGHT pourrait provenir tout au moins en

partie = de ces mannanes.

L'étude de la synthése des polyosides de la souche M5N1 par des
bactéries non proliférantes a pu étre réalisée grace & 1'utilisation d'une
technique de fractionnement sur Sephadex en utilisant un traceur radioactif

(ose 14

C ajouté au milieu de non prolifération).

La synthése des polyosides s'effectue & partir du mannitol de fagon optimale
d 30° C en aérobiose dans une zone de pH voisine de 7. La vitesse de synthése
est maximale pour des concentrations finales en mannitol supérieures ou

égales & 0,2 %.

La nature du substrat carboné a une importance capitale pour la
synthése. On peut classer les substrats carbonés en 2 catégories ; d'une part,
ceux qui sont de bons substrats (fructose, mannitol et sorbitol) et ceux

qui‘’ sont de médiocres substrats (dont le glucose et le galactose).

Cependant, le complexe enzymatique de synthése des polyosides de

la souche M5N1 est synthétisé par des bactéries en croissance quel que soit

le substrat caraoné. I1 est stable et fonctionne pendant<des tenps assez
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longs en non prolifération ; les cellules gardent leur aptitude & la synthése

pendant au moins 196 h de repos cellulaire & + 4°.

Les substrats carbonés donnant une synthése convenable (fructose,
mannitol, sorbitol) ne provoquent pas d'abaissement de pH du milieu au cours

de leur catabolisme;le pH reste donc optimal pour la synthése.

Par contre, les autres oses provoquent une diminution trés impor-

tante des pH (4,5) incompatibles avec la synthése des polyosides.

I1 apparait intéressant d'étudier ultérieurement les voies
de catabolisme des deux types de substrats qui sont dégradés de fagon aussi

différente chez le genre Rhizobium.
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