
50376 
\ q-ts ' ' ' No d'ordre : 5, 

Présentée à 

L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

pour obtenir le titre de 

DOCTEUR DE TROlSlEME CYCLE 
~ ~ 6 ~ .  : i l l '~o 'o io?o ic Y 

Bernard COURTOIS 

ETUDE DES POLYOSIDES DE R H I Z O B I U M  

Soutenue le 22 Octobre 1975, devant la COMMISSION D'EXAMEN 

MM. J.B. GUILLAUME Président 

J.C. DERIEUX 

B. FOURNET 

C. BONNIER 

Rapporteur 

1 Examinateurs 



Ce t r a v a i  1  a  é t é  r é a l i s é  au s e i n  de 1  'ERA 275 

du C.N.R.S. dans l e  l a b o r a t o i r e  de M i c r o b i o l o g i e  

de 1  'Uni  v e r s i  t é  des Sciences e t  des Techniques 

de LILLE 1. 



Nous exprimons notre grati tude à Messieurs les Professeurs 

GUILLAUME e t  DERIEUX qui , par leurs consei 1 s e t  leurs encouragements 

permanents ont permis la réal isat ion de ce t rava i l .  

Nous avons toujours trouvé l ' a ide  e t  la sympathie dans les 

laboratoires des Professeurs YONTREUIL, SPIK e t  FOURNET. Nous remer- 

cions vivement ce dernier pour avoir accepté de juger ce t te  thèse. 

Monsieur l e  Recteur BONNIER nous a accueill i  de nombreuses 

fo is  dans sa Faculté e t  nous a f a i t  bénéficier de sa t r è s  grande expé- 

rience du  Rhizobium ; nous lui adressons nos plus vifs remerciements 

e t  nous lui sommes reconnaissants d 'avoir accepté de participer à ce 

jury. 

Nous remercions Monsieur BRAKEL de ses compétences e t  de 

s a  disponibi l i té  qu ' i l  nous a toujours témoignées au cours de fructu- 

euses discussions ; nous 1 'assurons de toute notre symsathie. 

Que Monsieur H O R N E Z  s o i t  remercié de son excellente colla- 

boration tant  sur l e  plan scientifique qu'humain. 

Nous adressons nos remerciements les plus sincères à toutes 

les personnes des laboratoires de Micro5iologie de LILLE e t  de GEhIBLTUX 

en par t icu l ie r  à Madame LETOQUART pour son aide technique. 



TABLE DES MATIERES 

- O - ~ - O - O -  

INTRODUCTION ................................................................ 1 

1 HISTORIQUE 

A R O L E  DES POLYOSIDES DANS L A  SYYBIOSE ....................................... 2 

2) Codage bac t é r i e -p l an te  ............................................. 3 ..................... 
3 )  ............................................ Induct ion de l a  courbure des p o i l s  absorbants  ...................... 4 

4)  ................. Induct ion des enzvmes =..... h ld ro lysan t  ................................ l a  paroi des c e l l u l e s  v é g e t $ l e s  .. 5 

5) Polyosides : agent  t ransformant  .................................... 6 ............................. 

B COMPOSITION CHIMIQUE DES POLYOSIDES ........................................ 7 

1) Groupes d ' i n o c u l a t i o n  croisGe ...................................... 7 ............................ 
2 )  C r i t è r e s  modernes de c l a s s i f i c a t i o n  ................................ 8 ................................... 

..................................... ......... 3 )  Composi ................ t i  on chimi gye : 9 

4)  Rela t ion  c o m ~ o s i t i o n  chimique . e f f i c i e n c e  ........................ 11 ......................................... 

C MODALITES D E  LA SYNTHESE DES POLYOSIDES .................................... 12 

I I  MATERIEL ET METHODES ....................................................... 15 

A METHODES l4ICROBIOLOGIQUES .................................................. 15 

1) Mil ieux de c u l t u r e  ................................................. 16 .................. 
2) Isolements des souches .............................................. 18 ...................... 
3 )  V é r i f i c a t i o n  de l a  nodul atSon " in  v i t r o "  ........................... 18 ........................................ 



a - principe- ................................................ - - 19 

............... b - désinfection des graines e t  prégermination.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19 

c - culture aseptique des légumineuses - - - - - - - - - - - - - - - - -  ......................... 19 

a) pe t i tes  graines .................................... 19 

6) grosses graines .................................... 21 

y )  ablations cotylédonaires ........................... 22 

d - inoculation ............................................... 22 ----------- 

B SOUCHES 

.................................................. 1) Souches u t i l i sées  23 ----------------- 
............................................. 2 )  Croissance des souches 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

.......................................... 3 )  Mise en non prol i férat ion 26 ------------ ----------- 

.......................................... 4 )  Conservation des souches 26 ........................ 

....................................................... C METHODES CHIMIQUES 27 

......................................... 1 )  P r ~ p a r g ~ j g n - b g s - p o l y ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  27 
.................................. 2 )  Technigue de dosage des polyosides 28 ------ ---------- ------ -- ------- 

............. a - dosage - par - - A -  pesée - - d e  poids - - - - - -  secs de polyosides.. - - - - 28 

b - - dosage - - - -  sans précipitation - - - - - - préalable ....................... 28 - - - -  

a)  dosage biochimique sur un surnageant dialysé de 
................................ cul ture centrifugée 28 

........................ 6) fractionnement sur sephadex 3 0  

............................................. 3 )  Analyse ---- ------- des polyosides -- ------ 32 

I I I  ETUDE DE LA PRODUCTION DE POLYOSIDES SOLUBLES -- PAR DES SOUCHES DE RHIZOP,I!J!I 

EN CULTURE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 4  

A SYNTHESE DE POLYOSIDES PAR DES BACTERIES EN CROISSANCE SUR UN Y I L I E U  

.................................................................. MINIMUM 34 

B SYNTHESE DE POLYOSIDES PAR DES BACTERIES EN CROISSANCE SUR DES Y I L I E U X  

COMPLETS A L ' E X T R A I T  DE LEVURE ........................................... 37 



1) S y n t h ~ s g - g n - m j ] j g ~ - ~  ............................................. 37 

2) Syn thèse  en m i  l i e u  de WRIGHT jW1.. - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39 

CONDITIONS DE SYNTHESE .................................................... 

I V  COMPOSITION CHIYIQUE DES POLYOSIDES SOLUBLES .............................. 43 

A PREPARATION DES POLYOSIDES ............................................... 43 

B PURETE DES POLYOSIDES ..................................................... 45 

C COMPOSITION CENTESIMALE DES POLYOSIDES .................................... 46 

D COMPOSITION MOLAIRE DES POLYOSIDES ....................................... 48 - 

1)  H y d r o l y s e  .......................................................... 48 - ----  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49 

a - l e s  oses n e u t r e s  .......................................... - - - - - - - -  49 

b - l e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  ...................................... 51 - - - - - - - - - - -  

E ETUDE DE LA REALITE DE LA PRESENCE DU YANNOSE DANS LES POLYOSIDES ......... 51 

F DISCUSSION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  52 

V MODALITES DE SYNTHESE DES POLYOSIDES SOLUBLES PAR DES BACTERIES NON PROLI- 

FERANTES ................................................................ 56 

A MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE RAPIDE DE DOSAGE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56 

1 )  Cho ix  du Sephadex .................................................. 57 ----------- ----- 
2) Etude du f r a c t i o n n e m e n t  s u r  GZ5  .................................... 59 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
3 )  Problèmes des s u c r e s  marqués au 14c . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60 ................................... 
4) S t a n d a r d i s a t i o n  de l a  t e c h n i q u e  ................................... 63 . ............................ -- 
5 )  Etude c r i t i g u e  de l a  t e c h n g i u e  ' ......... .. ............ ...... .... .. 67 ----------- -------------- --- 



..................................... B DETERMINATION DE L'ETAT PHYSIOLOGIQUE 68 

......................................... 1) Conservation de la souche 69 ......................... 
............................... 2 )  Vérification de la  non prolifération 69 ....................... ------------ 

........................................... 3 )  Moment de l a  croissance 7 1  ....................... 

.................................................. a - principe 7 1  

b - expérience ............................................. 7 1  - - - - -  
4 )  Rôle des conditions de culture en milieu complet sur la  synthèse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ------------ ------ 

en non prolifération .............................................. 73 ------- ------------ 
... 5)  Stabl i 1 i t é  du pouvoir de synthèse sans fonctionnement ce1 lulai  re -------------- ................................................. 7 5 

................................. C FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES DE LA SYNTHESE 7 7 

................................ 1) Rôle de la  température d'incubation -------------- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 7 

................................................. 2) Rôle de l ' aéra t ion  78 

3) Rôle d u  pH ......................................................... -------- 7 9 

4)  Rôle de la  concentration en substrat  ............................... 80 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
.................................................. a - principe - - 80 

b - résultat: ................................................. 80 - - 

.................................................. D R O L E  QUALITATIF DES OSES 83 

1) mise en évidence ................................................... 84 

a - -tudes-prélimit~ajrgs - du - - rôle-qual i ta t i f  des oses dans la 

par des bactéries en croissance .... 54 - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  
................. a) culture sur milieu complet solide 84 

................. B )  culture sur mi l ieu complet liquide 87 

b - - - - - - - -  rôle qual i ta t i f  deç oses - - - - - -  dans la  synthèse de polyosides par 
- - - - - - - m m - - -  

........................... deç bactéries non proliférantes 88 

2 )  Mécanisme d ' inhibi t ion ............................................. ...................... 9 O 

................................................ a - hypothèses - - - -  9 O 

........................................... b - r ô l e d u g l u c o s e  - - - -  - - -  90 

c - rôle du pH- ................................................ 92 - - -  
a )  synthèse de polyosides en milieu t r è s  tamponné glucosé 94 

B )  synthèse de polyosides en nii l ieu R N -  manrii t é  avec 

baisses a r t i f i c i e l l e s  de pH ........................ 97 



................................. . d c o m p é t i t i o n  des s u b s t r a t s  99 ............. 

................................................................ E DISCUSSION 101 

V I  CONCLUSION GENERALE ................................................... 103 

........................................................... VI I I  BIBLIOGRAPHIE 106 



INTRODUCTION 

La symbiose qui s ' é t ab l i t  entre  les pl antes de 1 a fami 1 l e  des 

légumineuses e t  les  bactéries du genre Rhizobium - aboutit à l a  fixation 

de 1 'azote atmosphérique. Ce dernier grâce au complexe enzymatique de la  

ni trogenase e s t  rédui t  puis directement assimi l é  par 1 a plante. 

A ce s u j e t  nous avons montré que des membranes surnuméraires 

para1 1 èles aux s t ructures  externes des ce1 1 ules bactériennes pourraient 

ê t re  l e  support de chaines d 'oxydations ce11 ulaires assurant cet te  f ixa-  

tion de 1 'azote(41 ) . 
Les mécanismes biochimiques de ce t t e  transformation o n t  é t é  

t rès  étudiés e t  sont actuellement bien connus. 

Par contre,  les étapes physiologiques de la  symbiose plante- 

bactérie sont mal comprises. De nombreuses questions restent posées sur  

les mécanismes e t  signaux cel lulaires  e t  moléculaires entre les deux par- 

tenaires de la symbiose. La pénétration de la  bactérie dans les t i ssus  

racinai res , la niodi f i c a t i  on de 1 ADY bactérien pour aboutir à l a  transfor- 

mation en bactéroide fixant 1 'azote, méri ten t  1 'attention des chercheurs. 

Par a i l l e u r s ,  l e  f a i t  que seules les légumineuses aient l e  

privilège de noduler représente à l a  fo is  u n  i n t é rê t  scientifique pour 

la  spéc i f ic i té  de ces plantes vis à vis des souches de Rhizobium e t  u n  

espoir agronomique de fa i re  noduler efficacement d 'autres plantes que les 

1 égumi neuses. 

Nos travaux ont porté sur 1 'étude des polyosides solubles 

de Rhizobium dans l e  b u t  de déterminer ultérieurement leur rôle  dans 

. l a  symbiose. Ce rô le  éventuel a été t r è s  vi te  préssenti e t  étudié.  





11 HISTORIQUE 

Le genre Rhizobium synthétise des grandes quantités de polyo- 

sides solubles. La plupart des auteurs ont expliqué cette perte d 'énergie 

par u n  rôle  éventuel de ces macromolécules dans l a  symbiose. 

A - ROLE DES POLYOSIDES DANS LA SYMBIOSE 

Les polyosides pourraient intervenir s o i t  dans 1 a protection 

des souches de Rhi zobi um dans l e  sol (84) s o i t  dans les mécanismes de co- 

dage de l a  bactérie e t  des racines des plantes e t  ê t r e  ainsi le  support 

de la  spéc i f ic i té  légumineuse-Rhizobium. Les polyosides pourraient aussi 

intervenir dans l e  mécanisme de 1 ' infection lui -même e t  enfin dans 1 ' é t a t  

bactéroide où i  1s consti tueraient une réserve d 'énergie. 

La ligne d i rec t r ice  des travaux concernant 1 'étude des rôles 

éventuels des polyosides e s t  la  spéc i f ic i té  entre  une bactérie e t  une 

plante. 

1) Seéci - --------- f i  c i  t é  

La question rée l le  e s t  de savoir s i  les souches de Rhizo- 

bi um qui ont une origine donnée portent une information génétique qui - 
les l i e  assez étroitement à un groupe de plantes. 

BONNIER 1953,(9 ) soutient l a  thèse de la  non-spécifici- 

t é  e t  de 1 'adaptation réciproque bactérie-légumineuse. 11 indique 6, ce 

propos "A notre av is ,  i  1 n 'exis te  pas 2 ,  6 ,  9 ,  12  ou 32 espèces de 

Rhizobium (selon les  auteurs) mais bien u n  vaste groupe de bactéries 

possédant des caractères communs e t  capables dans certaines conditions 

de vivre en symbiose avec les racines de légumineuses en fixant 1 'azote 

atmosphérique. Ce groupe e s t  constitué de formes en perpetuel l e  évolution 



l iée  à l ' influence de facteurs internes ou externes ( s o l ,  plantes, condi- 

tions climatiques) ". 
En précisant le  rôle de ces "facteurs de spéc i f ic i té" ,  BONNIER 

d i t  que " le  phénomène de spéc i f ic i té  semble confirmer l a  théorie de 

NUTMAN, de THORNTON e t  LUDWID e t  ALLISON sur 1 'excrétion de substances 

stimulatrices e t  inh ib i t r ices  qui régularisent 1 a formation e t  1 ' e f fec t i  - 
vi t é  des nodules de légumi neuses ". 

Dans ce cadre on a souvent voulu prêter  aux polyosides, u n  

rôle 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 

(81) met en évidence des différences mineures entre les polyosides de 

souches eff ic ientes  e t  ceux de souches ineff ic ientes .  De plus i l  émet 

l'hypothèse que les  groupements acetyl e t  pyruvyl présents dans les polyo- 

sides de Rhizobium pourraient ê t r e  l e  support de ce t te  spéc i f ic i té .  Cette 

thèse e s t  appi.iyée par les travaux de DUDMAN e t  H E I D E L B E R G E R ,  1969(24) 

qui montrent que les  polyosides de Rhizobium débarrassés des groupenients 

acetyl e t  pyruvyl perdent leur spéc i f ic i té  antigénique. 

2) Coba9e-bacterie1~lante 
La reconnaissance bactérie-plante doit  avoir son s i  èye dans 

les structures biochimiques externes des deux symbiontes en présence. 

En ce qui concerne les  structures externes végétales, HAMBLIN e t  K E N T  

1973 (38) montrent que les cellules de racines de haricot possèdent à 

leur surface des phytoagglutinines capables d 'agglutiner les globules 

rouges. Par a i l l e u r s ,  ces mêmes globules rouges s 'agglutinent avec des 

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



11 émet l'hypothèse que ces glycoprotéines pourraient permettre l ' cd jorn-  

t ion des ce l lu les  de Rhizobium sur les racines de :égumincuses. 11 pour- 

r a i t  y avoir une recoi7naissance entre  par exemple, 1 'haptène des phytoas- 

glutinines e t  les polyosides de Rhizobium. - 

A ce s u j e t ,  ALBERSHEIM 1969(1 ) montre que des molécules 

renfermant des sucres peuvent par t i  ci per à la reconnaissance de molécu-les 

protéiques. Ce mécanisme qui f e r a i t  intervenir  les  phytoagglutinines dans 

1 'cidsorpti on bactérie-pl ante pourrai t ê t r e  géngra'l i  sé à toutes les  légu- 

mineuses. TOM S (87)  déc r i t  en e f f e t  l a  présence de phytoagglutinines 

chez l'ensemble des légum~ineuses. 

3)  Induction de la -------------- courbure des eo i l s  --------------- absorbants 

L'entrée des bactéries dam les racines peut .se f a i r e  par 

exemple au point de jonction des racines secondaires e t  de l a  racine 

principale chez 1 'arachide ( A L L E N  e t  A L L E N  1940(3)  ) de même que chez 

le  lupin SHAEDE 1931 (74) e t  HAACK 1961 ( 3 7 )  . 
Néanctoi ns , l  ' infection chez 1 a majorité des espèces de légunii - 

neuses a l i eu  dans les  poils absorbants. Cos derniers ont ,  l a  particul&-- 

r l t é  de se courber ou de se ramifier en présence de Rhizobiui~i FiAC COY 1932 

( 58 ) THORNTCï 1936 (86) FA?,kiiil:? 1?57(26) NUTElAN 1959 ( 68) . 
i e  f i l t r a t  s t é r i l e  d';ne culture de Rhizobium a la  propriéte 

d ' induire l a  courbure des poi 1 s absorbants chez les plantes homologue5 

THORNTON 1936 ( 86 ) THORNTON e t  NICOL 1936 ( 8 5 )  C H E N  1938 (14 ) Y A O  e t  

VINCENT 1969 (95) LJUNGGREN 1969 ( 5 5  ) SOLHEIM e t  RAA 1973 (80) . 

H U B B E L  1970 (42)  décr i t  l e  ,nome e f f e t  des polyosides bruts 

de Rh-Trifolii sur les poi 1s absorbants de t r è f l e .  - 

SOLHEIM e t  RAA 1973 (80.) rnontrent que l e  principe a c t i f  e s t  

composé de 2 f ract ions,  1 'une ayant les propriétés d'scides nucléiqües 

e t  1 'autre des protéines ou des polyosides. 



4) Induction des enzymes hydrolysant la  paroi des cellules ----------------- ----- ---- -------- ----------------- 
-- végéta ------ 1 es 

I l  existe de nombreuses enzymes capables de détruire 1 a pa- 

roi des cel lules  végétales. Les cellulases ( 1.4. Glucanases) les hemi- 

cellulases (hydrolysant les polyosides autres que l a  ce1 lulose) les 

polygal acturonases ( 1-4. Glucosidases e t  pecti dases),  les l i  ases pecti - 
ques (trans-élimi nases). 

Les souches de Rhizobium ne produisent pas ces enzymes 

(MAC COY 1932(58) SMITH 1958(78) LILLICH e t  ELKAN 1968(53 ) LJURG- 

GREN 1969 (55) ) qui peuvent ê t r e  synthétisées par certains champignons 

e t  bactéries pathogenes des plantes (ALBERSHEIM 1969 ( 1 ) ) .  

Elles sont aussi synthétisées durant l a  croissance nor- 

male des légumineuses ( R O G G E N  e t  STANLEY 1969 ( 7 3 )  , LEE e t  col 1967 

( 5 2 )  ) .  La présence de ces enzymes augmenterait l e  taux d' infection 

(DARBYSHIRE 1964 (17)  , FARAHEUS e t  LJUNGGREN 1959 e t  1968 (28) (27) ,  

LJUNGGREN e t  FARAHEUS 1959 e t  1961 (56)(57) , LJUNGGREN 1969 (55) ) .  

LJUNGGREN e t  FARAHEUS,  1961 (57) mettent en évidence un 

taux plus élevé de polygalacturonase secrétée par des racines de légu- 
s 

mineuses mises en présence de souches de Rhizobium homologues e t  e f f ec t i -  

ves qu'en présence de souches non homologues e t  ineffect ives .  I l s  font 

les mêmes observations en ajoutant les  polyosides solubles d'une souche 

homologue effect ive.  

Ces auteurs postulent 1 'hypothèse d'une induction possible 

de 1 a polygal acturonase par les polycsi des de Rhi zobium. Cette i ndurti on 

i r a i t  dans l e  sens de la  spécifi  c i t e  de groupe. 

LILLICH, ELKAN 1968 (53) , MAC MILLAN e t  COOK 1959 ( 59 ) , 
SOLHEIM e t  RAA 1971 ( 7 9  ) , BONISH 1973 ( 7 ) en répétant scrupuleusement 

les conditions de LJUNGGREN e t  FARAHEUS détectent les mêmes quantités de 

polygalacturonase secrétées à l a  fo is  par des plantules non inoculées e t  



par ce l l e s  inoculées par des souches de Rhizobium  homologue^. 

BONISH 1973 ( 8 ) entreprend une étude détai 1 lée de 1 a 

sécrétion de la polygalacturonase par les racines des légumineuses. I l  en 

conclut que les enzymes de dégradation de la  paroi des cel lules  végétales 

sont présentes durant la  germination, l a  croissance des plantules de 1é- 

gumi neuses avec des taux pl us influencés , par les changements de condition 

de croissance e t  le  milieu extérieur pour plantes,  que par un e f f e t  bacté- 

r ien.  

Néanmoins, les  problèmes de l a  participation éventuel l e  

de ces enzynies e t  leur induction restent posés e t  on peut penser que les  

recherches doivent s 'or ienter  vers 1 'u t i  1 i s a t i  on de techniques de détection 

enzymatiques t r è s  f ines ,  intéressant uniquement les localisations d ' i  nfec- 

t i  ons . 

5) Les polyosides : agent transformant ---- -- ---------- - - - - - - - - - - - - - m u -  

LJUNGGREN 1969 (55) nontre que les polyosides d'une sou- 

che de Rh-tr i fol i i  effect ive ajoutés à une souche mutante avirulente in-  

duisent la nodulation d u  t r è f l e  par ce t te  souche. 

Cet auteur montre meme que les polyosides de Rh-tr i fol i i  

ont l a  propriété d ' induire l a  nodulation du t r è f l e  par différentes souches 

t rès  différentes e t  non homologues (Rh  léguminosarum, Chromobactérium 

violaceum e t  Agrobactéri um radi obacter) . 
Ces résu l ta t s  suggèrent 1 'idée que les polyosides pourraient 

posséder de 1 'ADN qui transformerait les différentes souches étudiées en 

souches homologues ( L A N G E  and ALEX ANDER 1961 (51) ) .  11 a été  irnpossi- 

ble à HUMPHREY e t  à VINCENT 1963 (45) de réobtenir ces résu l ta t s .  

Le problème de 1 a spéc i f ic i té  pl ante-bactérie e s t  complexe 

e t  semble l i é  à l a  présence de substances vegétales e t  bactériennes. Dans 



ce dernier cas, on a voulu t r è s  fortement incriminer les polyosides de 

Rhizobium. Ceux-ci pourraient ê t r e  amenés à jouer u n  rôle q u ' i l  res te  

encore à définir  avec précision. 

B - COMPOSITION CHIMIQUE DES POLYOSIDES 

Les polyosides ont surtout é t é  étudiés du point de vue de 

leur composition chimique. Ces études ont deux buts principaux. Tout 

d'abord essayer de différencier les espèces de Rhizobium à 1 'aide de l a  

composition chimique. Puis de trouver une relation entre 1 'efficience e t  

des par t icular i tés  chimiques des polyosides. 

En e f f e t ,  l a  taxonomie du genre Rhizobium repose essent ie l le -  

ment sur 1 'aptitude à provoquer la  nodulation chez les plantes du groupe 

des légumineuses. Cette propriété peut disparaî t re  par mutation (83) . 
11 e s t  donc nécessaire d 'y ajouter d 'autres  c r i t è re s  de classi  f i c a t i  on. 

Ainsi dsns u n  premier temps, nous rappel lerons brièvement les différents  

types de classi  f i  ca t i  on du genre -- Rhizobium. Puis nous rapporterons les 

études de la composition chimique des polyosides de Rhi zobium. Par ai l -  

l eurs ,  les modalités de la  synthèse des polyosides e t  leur biosynthèse 

par des systèmes "in vi t ro"  ont é té  peu étudiées. 

La division du genre --- Rhizobium en variétés (62) puis en 

groupes d'inoculation croisée (13) , élevés au s t a t u t  d'espèces (30) 

contestées par de nombreux auteurs(75992):nontre les d i f f icu l tés  posées 

par 1 'établissement de l a  taxonomie d u  genre Rhizobium. 

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

logy 7' edi tion 1957" ,  divise le  groupe Rhizobium en 6 espèces correspûn- 



dant à 6 groupes d'inoculation croisée (soja ,  lupin, pois ,  luzerne, hari- 

cot e t  t r è f l e ) .  

A côté de ces groupes, NORRIS 1956 (66) introdui t  l e  

"cowpea-group" qui correspond essentiellement à des souches de Rhizobium 

infectant des légumineuses tropi cales .  

Cette c lassif icat ion e s t  en f a i t  t rès  sommaire e t  ne concer- 

ne q u ' u n  p e t i t  nombre de souches de Rhizobium e t  de légumineuses. ALLEN 

e t  BALDWIN 1954 ( 4 ) montrent que les études d'inoculation croisée ne 

portent que sur  environ 1000 légumineuses parmi 11000 espèces connues. 

2 )  Critères ................................... modernes de c lass i f ica t ion  

Les Rhizobium de certaines légumineuses n 'entrent  en sym- 

biose avec aucune plante des six groupes c i t é s  dans l e  Bergey ' s  manual. 

On aurait  pu  nuhtiplier l e  nombre de groupes d'inoculation croisée e t  

FRED, BALDWIN e t  MAC COY 1932 ( 30 ) préconisent 16 groupes. Enfin , 

WILSON en 1944 (93) c i t e  plus de 500 raisons d'abandonner les  groupes 

d 'inoculation croisée . 
Devant ces diff icul tés  d ' é t a b l i r  la  taxonomie du genre 

Rhizobium, de nombreux auteurs o n t  tenté d 'u t i  l i s e r  d 'autres moyens de 

classi  f i ca t i  on. 

Ainsi, DELATTRE e t  col 1971 (19 )  o n t  é tabl i  les bases 

d'une galerie de déterinination du genre Rhizobium, en i ~ t i l i s a n t  les  pro- 

priétés métaboliques qui permettent ainsi de l e  différencier des autres 

bactéries du sol . Mais 1 'uni formi t é  des caractères biochimiques de toutes 

les espèces de Rhizobium ne permet pas de subdiviser ce genre en groupes 

selon leur plante hôte. 

L'uti l i sa t ion  de la , f laçe l  lation , des caractères sérolo- 

giques e t  lysotypiques , de 1 a physi 01 ogie e t  de 1 'analyse adansonienne(33.34 

89 ,32,35 )ont abouti à 1 a séparati on du genre Rhizobium en deux grands 



groupes : 

D'une par t ,  les souches à croissance lente du "cowpea- 

group" e t  des groupes du soja e t  du lupin. D'autre par t ,  les souches à 

croissance rapide des groupes du t r è f l e ,  du pois, du har icot ,  e t  de l a  

1 uze rne . 
NORRIS 1956 (66) e s t  en accord avec ce t te  conception de 

1 'existence des 2 groupes de Rhizobium. I l  considère que les souches à 

croissance rapide représentent "un cul de sac d'évolution" e t  sont atypi- 

ques de l a  majorité des légumineuses concernees par des souches à crois- 

sance lente.  

Par contre 1 'étude des polyosides pourrait  paraî t re  plus 

prométteuse. El l e  permettrait d 'après certains auteurs de subdiviser le  

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

3) Comeosi tion chimique des polyosides --- ------------- ------- -- ------- 
De nombreux auteurs o n t  décr i t  la s t ructure primaire des 

polyosides de certains groupes. Ainsi HOPKINS, PETERSON e t  FRED 1930 

(40) détectent du glucose e t  de 1 'acide glucuronique dans les polyo- 

sides des souches de Rhizobium de t r è f l e ,  pois e t  luzerne. HUMPHREY e t  

VINCENT 1959 (44) confirment ces résu l ta t s  excepté pour l e  groupe de 

la luzerne où i 1s ne trouvent que du  glucose. 

Mais, pour AMARGER , OBATON e t  BLACHERE 1967 ( 5 ) , les 

polyosides de Rh-meli 1 oti  renferment d u  glucose e t  du galactose. CLAPP 

e t  DAVIS 1970 (15) mettent en évidence d u  glucose, de 1 'acide gluc~iro- 

nique mais aussi d u  galactose e t  du  mannose dans les polyosides de tou- 

tes les espèces de Rhizobium. BAILEY e t  GREEWOOD 1971 ( 6 ) font les 

mêmes observations e t  confirment les r6sul tats  d 'AMARGER e t  col 1967 

( 5 ) pour le  groupe de la luzerne. 



ZEVENHUIZEN 1973 (96) u t i  1 i sant la chromatographie en 

phase gazeuse ne f a i t  plus mention de mannose, de même que SOMME 1974 

(81 1 
GRAHAM 1965(36) e t  de LEIZAOLA e t  DEDONDER 1955f,21) 

outre ces oses communément rencontrés, mettent en évidence d u  mannose. 

Récemment, HUMPHREY e t  Col1 1974 (46) montrent que l e  

mannose des polyosides issus des souches à croissance rapide s e r a i t  d û  

aux rnannanes présents dans l e s  ex t r a i t s  de levure entrant dans la  compo- 

s i  t ion des milieux de cul ture .  

L'hétérogénéi t é  des résu l ta t s  pub1 i 6s paraî t  t en i r  à 

deux causes : d 'une part ,  1 ' ident i f icat ion des souches de Rhizobium 

étudiées pour leurs polyosides n ' e s t  pas toujours réal isée par inocu- 

lation à la plante e t  d 'au t re  par t ,  certains composants des milieux de 

croissance interfèreraient  avec ceux des polyosides ; enfin,  la plupart 

des auteurs étudient seulement quelques groupes de Rkii zobi um. 

Néanmoins de 1 'ensemble de ces résu l ta t s  , on peut déga- 

ger deux tendances. 

CLAPP e t  DAVIS 1970 (15) affirment que la composition des 

Polyosides de Rhizobium ne peut ê t r e  u t i l i s ée  à des f ins  taxonomiques. 

BAILEY GREENWOOD 1971 (6) e t  ZEVENHUIZEN 1973 (95) 

différencient les polyosides de Rh-phaseoli, leguminosarum e t  t r i f o l i i  - 

qui contiennent de 1 'acide glucuronique de ceux de Rh-meliloti qui en 

contiennent t rès  peu. 

GRAHAM 1964 ( 35) caractérise en plus u n  troisième grou- 

pe constitué des souches de Rhizobium à croissance lsnte qui produisent 

des polyosides l e  plus souvent l i é s  à la paroi. Ces polyosides renferment 

parfois du rhamnose ( D E  LEIZAOLA e t  DEDONDER 1955 (21) ) .  



4) Relation composi ------------- t i  on ~ h i m i g ~ g - ~ - e f f ~ g ~ g ~ ~  

L'étude globale des polyosides synthétisés par différentes 

souches de Rhizobium ef f ic ien tes  e t  inéff ic ientes  ne révèle pas de d i f -  

férences s ignif icat ives  dans la composition primaire. Ainsi , AMARGER e t  

Col 1966 ( 5 )  constatent l 'uniformité de l a  composition chimique des 

polyosides de Rh-meli l o t i  e f f ic ien ts  e t  i nefficients . 

HEPPER 1972 (39) étudie l e  groupe du t r è f l e  e t  montre que 

les polyosides d'une souche eff ic iente  e t  ceux d'une souche ineff ic iente  

ont la même composition chimique. Par contre les polyosides de 2 souches 

e f f ic ien tes  voisines ont des compositions chimiques t rès  différentes . 
Ainsi les polyosides d'une souche eff ic iente  de t r è f l e  renferment dix f o i s  

plus de galactose que ceux d'une autre souche ef f ic ien te .  

HEPPER 1972 (39) pense que la  composition chimique glo- 

bale des polyosides de -- Rh- t r i fo l i i  ne permet pas de différencier les 

souches eff ic ientes  de ce1 les ineff ic ientes .  Par contre e l l e  émet 1 'hypo- 

thèse que l e  support de 1 'indication de I 'efficience pourrait concerner 

un produit mineur des polyosides non encore iden t i f i é  ou un détail s t ruc-  

tu ra l .  Elle imagine enfin que les polyosides de Rhizobium puissent avoir 

une composition différente selon q u  ' i  1s sont synthétisés en mi lieu de 

culture ou dans la rhizosphère. 

SOMME 1974 (81) met en évidence des différences s t ructu-  

ra les  au niveau des l iaisons osidiques e t  d ' ions présents dans les polyo- 

s ides  de Rhizobium. 

Les polyosides de souches ineff ic ientes  contiennent plus 
4- 

de liaisons de type 1.3. ,  plus d'ions K', e t  moins d' ions Na que ceux 

de souches eff ic ientes .  

En conclusion, on pe'cit dire q u ' i l  semble d i f f i c i l e  actuel- 

lement de préciser le rô le  exact des polyosides de Rhizobium dans la  



symbiose, en part icul ier  au niveau de la  spéc i f i c i t é  e t  de 1 'efficience. 

C - MODALITES DE L A  SYNTHESE DES' POLYOSIDES 
u 

En f a i t  les modalités de l a  synthèse de polyosides n'ont 

jamais é t é  étudiées en dé ta i l .  Quelques facteurs ont seulement é t ë  re- 

cherchés pour mettre au point des milieux de culture convenables pour 

la croissance du Rhizobium e t  pour la production de polyosides dans l e  

b u t  d 'étudier leurs compositions chimiques. 

Ainsi l e  rôle de la nature de 1 'ose du milieu de culture 

a é t é  principalement étudié pour la  croissance des souches de Rhizobium. 

Ainsi JOHSIN 1920 ( 4 8 )  remarque que le mannitol e s t  la source de carbone 

la mieux adaptée à la croissance des souches de Rhizobium. 

N E A L ,  R H  e t  WALKER , R .  J . 193463) concl uent que l e  galactose e t  1 'arabi - 

nose conviennent mieux que l e  glucose à la croissance du Rhizobium. 

GEORGI, C . E .  e t  ETTINGER, J.M. 1940(31) @tudient l e  rôle de plusieurs 

oses sur la croissance e t  dressent les résu l ta t s  d ' e f f i cac i t é  suivants : 

Inositol e t  Ce1 lobiose > Xylose e t  Glucose > Fructose > Meli- 

bi ose. 

N-5anmoins la  source de carbone l a  plus couramment u t i l i s ée  

pour la  croissance du genre Rhizobium, e s t  l e  mannitol (milieu de \JRIGHT 

Par contre F E R R Y ,  P ; BLACHERE , M e t  OBATON , M 1959 (29) 

démontrent que l e  glucose ajouté à un  milieu de culture minimum permet 

d 'obtenir un poids sec de cellules de ---- Rh-meli lo t i  supéi-ieur à celui ob- 

tenu en présence de mannitol . 
Plus récemment les voies métaboliques des sources de carbone 



u t i l i s é e s  pa r  l e s  souches de Rhizobium o n t  é t é  é tud iées .  

Le g lucose e s t  dégradé se lon  l a  vo ie  dlENTNER-DOUDOROFF chez 

Rhizobium japonicum (KEELE e t  Col 1973  (49) ) .  L ta rab inose  e s t  conver- 

ti en 2 Keto - 3  desoxy g luconate q u i  e s t  c l i v S  en Glycoaldehyde e t  en py ruvs t  

se lon  une vo ie  oxyda t i ve  (PEDROSA, F.O. e t  ZANCAN, G.T. 1974 (71) ) .  

E n f i n  l e  mann i t o l  e t  l e  s o r b i t o l  son t  tous deux oxydés en 

f r u c t o s e  (MARTINEZ de DRETS, G ; e t  ARIAS ,A 1970 (60) ) . 
Par a i  1  l e u r s  DUDMAN 1964 (23) met au p o i n t  un mi 1  i e u  de 

c u l t u r e  convenable pour  l a  synthèse de po lyos ides  p a r  des souches de 

R h - m e l i l o t i  . Cet au teu r  é t u d i e  l e  r ô l e  de l a  concen t ra t i on  en source 

de carbone e t  en source d ' azo te  s u r  l a  synthèse. Il en c o n c l u t  que l e s  

po lyos ides  son t  s y n t h é t i s é s  de façon op t ima le  en présence d ' u n  excès de 

source de carbone e t  d  'une quant i  t é  r 4du i  t e  d  'azote.  

Ces observa t ions  ava ien t  d é j à  é t é  f a i t e s  pour l a  synthèse de 

Polyos ides de K l e l s i e l l a  aeroçenés -- e t  Esche r i ch ia  c o l i  (DUGUID e t  WILKIN- 

SON 1953 (25) e t  WILKINSON e t  Col 1954 (91) ) .  

E n f i n  con t ra i rement  aux en té robac té r i es ,  l e s  souches de 

Rhizobium s y n t h é t i s e n t  p r é f é r e n t i e l  lement l e u r s  po lyos ides  en aérobiose -- 
f a i b l e  (SUTHERLAND 1972 (84) ) . 

La b iosyn thèse  des po l yos ides  a  é t é  é tud iée  " i n  v i t r o "  à 

p a r t i r  d ' e x t r a i t s  enzymatiques de c e l l u l e s  de Rh-japonicum mis en con tac t  

d1UDPXGlucose. DEDONDER, R.A .  e t  HASSI U, W.Z. 196f (18 ) q u i  r é a l i s e n t  

c e t t e  é tude mont ren t  que l e  système enzymatique de synthèse a  une a c t i v i -  

t é  op t ima le  à pH 7,5 en présence d ' i o n s  e t  l4n2'. Le glucanne synthé-  

t i s é  e s t  c o n s t i t u é  de rés idus  glucosés r e l i é s  p r i nc i pa lemen t  en  3 1- 2 

e t  que lque fo i s  en 81-3 e t  8 1-6. 

Les po l yos ides  de Rhizobium o n t  é t é  p r i nc i pa lemen t  é tud iés  du 

p o i n t  du vue de l e u r  composi t ion chimique qu i  n ' e s t  pas encore connue 



avec exactitude. 

Leur rôle dans la  symbiose e s t  t rès  hypothétique e t  les mo- 

da l i tés  de leur synthèse par des cel lules  viables ou par des ex t ra i t s  

enzymatiques ce1 lulaires  ont é t é  t rès  peu étudiés. Tout celà a motivé 

notre t rava i l  dans l e  b u t  de mieux connaître les polyosides par eux-mê- 

mes pour pouvoir ensuite leur a t t r ibuer  un rôle éventuel dans l a  sym- 

b i  ose. 

Dans un premier temps, nous avons étudié les conditions de 

synthèse des polyosides par des bactéries en- croissance. Cette étude 

avaiL pour b u t  l a  production massive de polyosides par 1 'ensemble des 

espèces de Rhi zobi um.  -- 
Dans u n  deuxième temps, l a  composition chimique de ces macro- 

molécules a é t é  déterminée. 

Enfin, dans u n  troisième temps les modalités de la  synthèse 

ont é t é  étudiées indépendamment de la croissance, à l ' a ide  d'une souche 

de Rh-mél i  l o t i  pl acéedans des conditions de non-pro1 i  fération . 





I I  MATERIEL ET METHODES 

Pour réa l i ser  ce travai 1 ,  des souches de Rhizobium de di f fé -  

rentes espèces sont isolées des nodules de légumineuses. Ces souches sont 

caractérisées e t  conservées selon des techniques part icul ières .  Par a i l leurs  

les polyosides solubles produits par ces souches sont analysés du point 

de vue qua l i t a t i f  e t  quant i ta t i f  selon des techniques c i tées  ci-après.  

A - METHODES MICROBIOLOGIQUES 

L'isolement des souches à par t i r  des nodules racinaires des 

légumineuses e s t  une opérati on dé1 ica te  . 
Cela nécessite la  désinfection de l a  surface des nodules en 

maintenant en vie les ce1 lules de Rhizobium in t ra- t i ssu la i res .  Les sou- 

ches de Rhi zobi um présumées doivent al ors povvoi r provoquer 1 a nodul a t i  on 

"1 n vi troude légumineuses adéquates. Cette vérification se f a i t  à par t i r  

de graines désinfectées qui , placées dans des conditions aseptiques 

engendrent des plantules pouvant en t rer  en symbiose avec les souches 

de présumé Rhi zobi um. 

Ces dernières se cultivent mal sur les  milieux classiques 

peptonnés e t  sur les milieux minima. El les ont besoin de facteurs de 

croissance présents dans des milieux souvent t r e s  complexes. Leur temps 

de génération assez long favorise 1 'apparition de contaminations à crois-  

sance plus rapide. 

Enfi n , leur conservation nécessi t e  certaines précautions par- 

t i cu l i  ères. 



1) Mi ------------------ l ieux de cul ture  

Les m i  l ieux u t i l i s é s  (complexes ou minima, i 1 s ' a g i t  des 

milieux de WRIGHT e t  de LAIRD modifié par DELATTRE ou R C )  sont  u t i l i s é s  

Pour l a  croissance des souches de Rhizobium. Par contre l e s  solut ions  

tamponnées sucrées dépourvues d 'azote maintiennent l e s  bactér i  es en vie 

en l es  plaçant  dans des conditions de non-pro1 i f é r a t i  on. Ces derni ères 

permettent d ' é tud ie r  1 a production de polyosides indépendamment de l a  

croissance. Enfin nous décrirons un milieu pour l a  cu l tu re  des légumi- 

neuses '7 n v i  t r o  f' 

Ml!ie~-be-WRIGHI-3-I~extralttdee1e~ureeFr ( 94 ) 
Milieu de WRIGHT ( W )  

K2H PO4 ............................ 0,5  g 

Mg So4, 7H20 ....................... 0.2 g 

Nacl ............................... 0,2 g 

Ca So4, 2H20 ....................... 0 ,1  g 

Ca Co3 ............................. 0 , l  g 

Mannitol ........................... 10 y 

.......... Ext r a i t  de levure f ra îche  100 ml 

H20 d i s t i l l é e  ..................... 900 ml 

pH 7.5 

L ' e x t r a i t  de levure f ra îche  e s t  obtenu par autoclavage à 

120°C pendant 20 minutes de 100 g de levure f ra îche  de boulangerie dans 

1 l i t r e  d 'eau d i s t i l l é e .  La suspension autoclavée e s t  f i l t r é e  à chaud sur 

u n  papier f i l t r e  jusqu'à colmatage de ce dernier .  Le f i l t r a t  obtenu e s t  

jaune limpide e t  e s t  conservé à l a .  température du laboratoi re  après avoir  

é t é  réautoclavé à 120" pendant 20 minutes (conimunicati on personnel l e  de 

B R A K E L )  . 



M i  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  l ieu  R C  [mi _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  l i eu  de L A I R D ~ O ]  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  modifié e a r  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  D E L A T T R E ~ ~ O )  -_  _ _  ) 

Mg So4 , 7H20 ...................... 0.2 g 

HK2 Po4 ............................ 0,5 CJ 

Yeast e x t r a c t  ...................... 1 g 

Ose ................................ 10 g 

!4jjWg~-ljitlimyll-R 

Mg So4, 7H20 ....................... Os2 g 

HK2 Po4 ............................ 0,5 g 

NH4N03 ............................. O,5 g 

Biotine ............................ 10 pg 

Thiamine .......................... 500 pg 

Ose ............................... 10 g 

Eau d i s t i l l é e  ..................... 1 l i t r e  pH 7,5 

Tampon sucré exempt d 'azote R N -  --- ------------- ------------- 

Mg SO4, 7H20 ...................... 0,2  g 

........................... HK2 PO4 0,5 g 

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

............................... Ose 10 g P H  7,8 



Milieu de NICOL e t  THORNTON Four culture des légumineuses ( 65 ) ............................ ------------------ --------- 

K2MPo4 ................................ 0,5 g 

Mg S04, 7H20 .......................... 0,2 g 

NaCl .................................. 0 , l  g 

Fe PO4 ................... i . . . . . . . . . . . .  1 g 

Ca3  PO^)^ ............................ 2 g 

Fe Cl3 ................................ 0,01 g 

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

2) Isolement des souches ..................... 
Les nodules sont séparés de la  léguiiiineuse qui les porte 

en ménageant des morceaux de racine de part  e t  d 'autre  de ces nodules. 

I l s  sont lavés à grande eau puis désinfectés 5 minutes dans un bain 

d ' ~ g ~ 1 ~  à 2,5 O/oo additionné de Teepol (0,5 %).  11 e s t  nécessaire d ' e f -  

fectuer hui t  rinçages à 1 'eau d i s t i l l é e  s t é r i l e  pour éliminer toute trace 

de désinfectant. Les vidanges successives de désinfectant e t  d'eau d i s t i  1- 

lée sont réalisées à l ' a i d e  d'une pipette Pasteur connectée à une trompe 

à vide. Les nodules sont répart is  dans des tubes à hémolyse contenant 

0,5 ml de mi 1 ieu tamponné s t é r i l e  e t  broyés à 1 'aide d'un agitateur s t é -  

r i l e .  Les colonies de Rhizobium sont obtenues par isolement à 1 'ose à 

par t i r  des broyats sur milieu de WRIGHT 

Les colonies de Rhizobium apparaissent au bout de 4 à 8 

jours d'incubation à 30°C. Elles sont souvent t r è s  muqueuses e t  ont u n  

aspect s o i t  translucide s o i t  plus opaque. 



a - Princiee - - 
Le seul c r i t è re  de c lass i f ica t ion  rée l le  que nous possédons 

pour déci der de 1 'appartenance d 'une souche au genre Rhi zobi um e s t  1 a no- 

dulation "in vi t ro"  de la légumineuse adéquate par cet te  souche. Cette 

nodulation doit  se f a i r e  dans des conditions aseptiques. Dans un premier 

temps des graines sont désinfectées, mises à germer s t é r i  lement puis pl a- 

cées dans des conditions aseptiques e t  nutr i t ives  convenables pour engen- 

drer des "plantules aseptiques". Les derni ères seront inoculées avec l a  

souche d o n t  on veut vér i f ie r  1 ' ident i té .  

b - Dési - - - - - - - - -  nfecti on des grai-ries-et preggrci !agi o n  

Les graines sont désinfectées selon l e  même processus que 

les nodules avec une solution de chlorure mercurique à 2,5 %. Le mouillant 

(teepol ) e s t  uti 1 i sé pour 1 a désinfection de toutes les graines exceptées 

ce l les  d'arachides. Ces dernières possèdent une cuticule t rès  f ine e t  t rès  

moui 1 lable e t  1 'adjonction d 'un moui 1 lant  rend trop drastique 1 ' e f f e t  du 

chlorure mercurique. Le désinfectant e s t  éliminé par huit  rinçages à 

1 'eau d i s t i  1 lée s t é r i  l e .  Pour 1 a germi nation les  graines sont déposées 

stérilement sur le  mi l ieu de WRIGHT coulé en boites de Pe t r i .  La préger- 

mination dure 2 à 4 jours à 30°C selon les graines Jusque 1 'apparition 

des radi cules. 

c - Culture - - - - - - -  aseptique je: ~ é g u ~ i ! e u s ~ s -  

Les techniques u t i l i sées  d i f fè rent  selon l a  grosseur des 

graines prégenriées . 

a > pet i tes  graines 

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



mant u n  milieu minéral dépourvu d'azote (Milieu de NICOL e t  T H O R N T O N ) .  Les 

plantules u t i l i sées  comme témoins non inoculés sont cultivées sur l e  même 

mi 1 ieu contenant en outre 0 ,5  g de Na No3 par l i t r e .  Le mi 1 ieu minéral 

peut-être u t i l i s é  liquide ou gélosé à 12 o/oo d'agar.  Le milieu liquide 

e s t  déposé dans un tube à ergots sur lesquels on dispose u n  morceau de 

coton hydrophile. La graine e s t  simplement déposée sur ce dernier ( f i g  

1B ) .  

Le milieu solide e s t  incliné e t  la  graine e s t  déposée à 

la par t ie  supérieure de la  tranche dans une pet i te  "logette" é tab l ie  à 

l ' a ide  d'un f i l  d ro i t  ( f i g  i A ) .  

Les tubes sont placés dans des conditions de 16 heures d ' é -  

clairage par jour e t  de 80 % d'humidité constante. Ces techniques con- 

viennent pour les  graines de t r è f l e  e t  de luzerne. Par contre l e  déve- 

loppement de la par t ie  aérienne des graines de pois, har icot ,  soja ,  

lupin e t  arachide e s t  incompatible avec la mise en tube de 20 x 200. 

FIG. 1 

pl .x î tuZ~s aseptiques cn tubes dE 20 s 200 

rt-nfernoxt un mi l ieu & PIICOL e t  THOfilZrï'O~V 

A .  gdlosé i nc l iné  

B. l iquide 

d'après B0N:iiER e t  BnAKIL ( 10 1 



8 )  Grosses graines 

Le procédé décr i t  par BRAKEL 1965 ( 12 ) permet de placer 

les légumineuses à grosses graines dans des conditions semi-stériles 

sat isfaisantes  pour la  nodulation "in  vitro:  En e f f e t  des vases tronconi - 
ques en te r re  cui te  de 13 cm de diamètre sont remplis de vermiculite ad- 

di t i  onnée de 250 ml de solution de NICOL e t  THORNTON . Un tube en verre 

percé de 4 trous e s t  placé dans la vermicul i t e  de fason à ce que les 4 

ouvertures se s i tuent  un centimètre en deça de la  surface de la vermi- 

c u l i t e .  Ce tube obturé par une bourre de coton s e r t  de réservoir d 'arro- 

sage. L 'ensemble recouvert de papier d 'al umi ni um e s t  autoclavé t ro is  

fo is  de sui t e  à 24 heures d ' in terval le  à une température de 120°C 

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

qu'on enfonce de 2 à 3 fois  leur épaisseur dans la  vermiculite. Après 

l e  semis les graines sont recouvertes de sable paraffiné préparé selon 

la méthode de V A N  SCHREVEN 1959 ( 88 ) . (Fig. 2 ) 

FIG.  2 

d.lspositif pokr la culture aseptique de 

26gxnrinc.;cses d grosses graines 

d'nprés BRAKEL 1 12 1 



Les pots sont placés dans les  mêmes conditions de lumi ère 

e t  d 'humidité que celles préci tées .  L 'arrosage se f a i t  à 1 'aide d 'eau 

d i s t i l l é e  introduite dans l e  tube percé.BRAKEL 1965 ( 1 2 )  ne décr i t  

que 2 à 3 % d'infections de pots non inoculés après 3 mois de cul ture .  

y )  Ablations cotylédonnaires 

Pour empêcher ce risque BONNIER e t  EROUWERS 1959 (1 1 ) 
préconisent 1 'opération des cotylédons des grosses graines . Celà permet 

d 'obtenir des "mini-plantules" à partie aérienne réduite capables de 

noduler dans des tubes en verre de 3 cm de diamètre. 

Les graines désinfectées sont mises en prégermi nation, su- - 

bissent 1 'ablation cotylédonnai re puis sont remises en prégerminati on pou- 

contrôler 1 'asepsie de 1 'opération. El les sont ensui t e  transplantées dans 

un milieu minéral liquide placé dans un  tube à ergots.  Les plantules 

plus pet i tes  rés i s ten t  bien au flétrissement e t  sont plus susceptibles de 

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

a tendance à inhiber la nodulation. 

d - Ingcglatlon 

Les plantules des pet i tes  graines e t  des mini-plantules 

sont inoculées dès 1 'appari t i  on des raci nes secondaires par environ 10 8 

cel lules  lavées par u n  tampon (milieu R ) .  

Les plantules dans les vases de végétation sont inoculées 
9 en plaçant environ 10 bactéries dans le  tube d 'arrosage après 1 'appari - 

t i  on des radicules. 

Dans les  2 cas, 1 'inoculation peut également se f a i r e  

par trempage des graines désinfectéès dans une suspension de germes lavés.  



B - SOUCHES 

1) ScgcSgs-CNtili~~g~ 

La collection du laboratoire e s t  constituée de souches iso- 

lées des nodules de diverses légumineuses provenant de terrains  d i f fé rents .  

L'aptitude à noduler e t  1 'efficience de chaque souche ainsi isolée ont 

é t é  contrôlées en laboratoire par culture aseptique, excepté pour l e  

groupe du  lupin ; en e f f e t ,  nous n'avons jamais réussi à r éa l i se r  sa no- 

dulation "in vi t r o u .  

Les souches LIS, L2S, L3S, L4S, L21S ont é t é  isolées d u  

pois ; M2011, M3S, M5S, M5N1 (mutant spontané de M5S), MllS, MlZS, de 1 a 

luzerne ; P2S, P3S, P7S, P8S d u  haricot ; T l S ,  T2S,  T3S, T13S, T35S du 

t r è f l e  ; V21S, V39S, V40S de 1 'arachide ; K62S, K63S, K64S du lupin e t  

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

Contrai rement à bon nombre de microorganismes i 1 n ' a pas 

é t é  f ac i l e  de trouver un milieu synthétique ou même complet qui assure 15 

survie des souches de Rhizobium. Après quelques repiquages ces dernières 

ne cul t ivent  plus sur des milieux simples ; ce q u i  prouve que d 'autres  

constituants sont nécessaires. 

N E U M A N N  1902 ( 6 4 )  a essayé plus de 70 mi lieux à bases 

d ' ex t r a i t s  de plantes e t  de so l .  Les auteurs ont des avis t rès  différents  

sur les facteurs de croissance indis?ensab7es au -- Rhizbbiurn. I l  s ' ag i r a i t  

de l a  Si otine e t  de l a  thiamine pour  WEST e t  WILSON 1939 ( 90 ) , 

d'acides aminés pour JORDAN 1952 ( 47 ) ou d'oligoelements pour STEIN- 

BERG1938 (82) t'tNORRIS 1958(67)  . 

Nous remercions Monsieur ~ E I ~ ' ~ ~ R I L ?  de son aim& l e  e n u ~ i  

de la souche M2011, Monsieur J .  MtLLION qui nous a envojJ des noduLes 

d'arachide du Séntsgal e t  le Professeur BONNIER qu i  nous a f o m i  les  

aouches T S, K63S, K S, JgS, Jbç, Jr;S, J6S, e t  J7S. 
35 64 



L a  croissance des souches M5N1 e t  L2S e s t  peu importante 

sur le  milieu minimum R glucosé ( f i g  3 ) .  

F I G .  3 

c ~ o i s s m c o  sur un mi l i eu  R glucosé de 

la souche M 5 N I  ftmit plein)  e t  de l a  

souche L2S ipo in t i  Zté) 

2 'absorbante eu t  lue à : 600 m 

En ce qui concerne l a  croissance sur milieu complet, 

DELATTRE avai t  proposé en 1971 (20) le  milieu de LAIRD (50) q u  ' i  1 

avait modifié e t  appelé R C .  Ce dernier milieu permet la croissance de 

toutes les espèces de Rhizobium à condition de les repiquer tous les mois. 

Néanmoins après de nombreux repiquages les colonies perdent leur caractè- 

re  muaueux, cultivent d i f f i c i  lement e t  f inissent  par mourir. 

Les f i g  4 A  e t 4 6  montrent que l e  milieu de WRIGHT ( W )  

(94)  permet à l a  fois  une croissarice convenable des souches L25 e t  

M5N1. Par contre, l e  milieu R C  ne permet que l a  croissance de l a  souche 

M5N1. 



2.- 

1 - 

1 

25 heures 50 

4 
/ 

4 1 . 25 heures 50 

FIG. 4 

croiss,-nccs ccmparées sur  2 mi  lie-& complets d i  f f é rex t s  : 

RC ( t r a i t  p ie in)  e t  :L8TGiiT, W (en  p o i n t i l l é )  de 

A. souche M5YI 

B. souche L2S 



La supérior i té  de ce milieu à 1 ' ex t r a i t  de levure fraîche 

ava i t  déjà é t é  remarqué par B O N N I E R  e t  B R A K E L  1969 (10)  . Nous avons 

choisi le  mi l ieu de WRIGHT pour f a i r e  cul t iver  toutes les espèces de 

Rhizobium exceptées ce1 les du groupe de l a  luzerne qui peuvent ê t r e  cul- 

t ivées invariablement sur les milieux R C  e t  W .  

3) M i s ~ - g ~ - c ~ n ~ i & i g ~ ~ - d g - r , g ~ I e r ~ I j F g ~ g _ t i g n  

Des ce1 lules cultivées en mi l ieu complet sous agitation 

moyenne à 30°C pendant un temps donné sont lavées en mi l ieu R N - .  Elles 

sont ensuite placées dans l e  même milieu additionné d'un ose en concen- 

t ra t ion  f i  nale donnée. 

L'addition d 'une part ie  aliquote d'ose radioactif  permet 

d '  obtenir des polyosides dosabl es par la technique de f r ac t i  onnement 

sur Sephadex. Les condi t i  ons exactes de mi se en non-pro1 i f é ra t i  on sont 

étudiées en détai l  dans le  dernier chapitre qui t r a i t e  des modalités de 

synthèse des polyosides solubles. 

4) Con~er~?tion-des-so!ches_ 
Pour év i te r  1 'apparition de mutants sélectionnés par des 

repiquages fréquents nous avons u t i l i s é  l e  milieu de WRIGHT pour conser- 

ver nos souches. Ces dernières survivent sur ce milieu sans ê t r e  repi- 

quées pendant des temps t rès  longs voisins de 1 an. La conservation au 

froid à t 4°C bien que préférable n ' e s t  pas obligatoire (communication 

personnel le de B R A K E L )  . 
Par ai 1 leurs ,  les souches de Rhizobium exceptées ce1 les 

du groupe de la luzerne (conimunication personnel l e  de Mme TERRIEN) sont 

maintenues en vie environ 1 an en piqure profonde dans 1 'eau gélosée 

à 7 ,5  o/oo d'agar contenue dans des tubes scel lés  (comrnuni cation per- 



sonnelle de HEUMANN). 

Les souches de Rh-me1 i l o t i  durant des temps relativement 

longs dans du  milieu R C  glucosé ou mannité renferrant du Glycérol à 

20 % comme antigel e t  placés à -15OC (communication personnelle de BECHET). 

Enfin i l  e s t  à noter que l'ensemble des souches de Rhizo- -- 

bium se conservent t rès  bien lyophilisées dans du l a i t  cystéiné à 2 %. 

C - METHODES CHIMIQUES 

El les  concernent l a  préparation des polyosides qui sont des 

substances solubles excrétées par les bactéries dans le  milieu extérieur 

Ces macromolécules doivent donc être*.séparées des ceilules puis ex t ra i tes  

d u  milieu acel lu la i re .  

Dans u n  2ème temps, nous étudierons les différentes techniques 

susceptibles de doser quanti t a t i  vement ces polyosides dans u n  mi 1 ieu 

contenant des bactéries ayant effectué une synthèse. 

Dans un 3ène temps, les techniques d'analyse qual i ta t ive e t  

quantitative des oses constituant ces polyosides seront rapportées. 

1 )  PrGearatlon-biç-eol-1!oçIdeç 
Les cultures obtenues sont centrifugées à 1 6 3 0 0  g pendant 

30 m n .  Le surnageant e s t  centrifugé à nouveau dans les  mêmes conditions. 

Le surnageant f ina l  e s t  t r a i t é  par 5 volumes d'éthanol glacé, additionné 

d 'acétate  de sodium. La précipitation se poursuit 12 heures à + 4°C. Le 

préci pi t é  e s t  séché, repris  dans 1 'eau di s t i  1 lée , dialysé 2 4  heures à 

+ 4OC contre 1 'eau d i s t i  1 lée e t  lyophi l is6 . Le résidu e s t  repris par 

1 'eau d i s t i l l é e  e t  à nouveau dialysé dans les niênies conditions. 



2) Technigues ------ --------...-- de dosage des polyosides -- ------ 

Pour étudier 1 a synthèse des polyosides par des bactéries , 

i l  convient d 'avoir une technique de dosage de ces macromolécules. Ces 

dernières peuvent ê t r e  dosées à différents  temps de la  synthèse par pesée 

des poids secs des polyosides précipités e t  purifiés selon la  technique 

précittie. Celle-ci e s t  longue e t  1 'on essaie le  plus souvent de la  reinpla- 

cer par des techniques de dosages plus rapides qui permettent une estima- 

t ion de l a  concentration en polyosides au cours de la  synthèse. 

a - Dosage - - - - - - - - -  par pesée de poids - - - - - -  secs de polyos~des - - 

Ce procédé nécessite de t r ava i l l e r  sur des volumes impor- 

tan ts .  Ces derniers débarrassés des bactéries par centrifugation doivent 

ê t r e  t r a i t é s  par lEthanol glacé. Les polyosides précipités doivent ê t r e  

purif iés .  I l s  sont ex t ra i t s  par défaut des macromolécules non entrai-  

nées au cours du relargage éthanolique. 

b - Dosage - - sans précjpjtct4og préalable - - - -  

I l s  se font directement sur  le surnageant des cultures 

sans préci pi t a t i  on préalable des polyosides. L'élimination du sucre non 

u t i l i s é  à l a  synthèse e s t  le  plus souvent cbligatoire.  

Le sucre restant  peut ê t r e  éliminé par dialyse contre 

l 'eau d i s t i l l é e  ou par rétention sur une colonne de Séphadex qui exclue 

les polyosi des. 

a )  Dosage biochimique sur u n  surnageant dialysé de culture 
cen t r i  f ugée 

Les milieux de culture non inoculés ( R C  e t  W )  t e l s  quels Q U  

dialysés donnent une interférence quantitativement importante avec l e  

dosage à 1 'orcinol sulfurique (tableau )'. 



( Polyosides 250 v g  0,15 l 

r 

NATURE 

1 Lactose 250 pg 

Absorbance à510 o'm dosa 
ge a I orcinol su1 

1 Milieu R C  sans sucre I 0,175 I 1 Milieu R C  sans sucre dialysé 1 0,11 1 

I Mi l i e u  de WRIGHT sans sucre 

T A B E A U  I : Inter férences  des milieux RC e t  V dans l e  dosage d L'orcinol sulfuriq~de 

0,95 

Milieu de WRIGHT sans sucre dialysé 

L'interférence e s t  t e l l e  qu'un dosage biochimique sur l e  

0,34 ! 

i 

surnageant d 'une cul tui-e dialysée n ' aura i t  aucune s ignif icat ion.  

Par contre les mi 1 ieux uti l i s e s  pour placer les bactéries 

dans des conditions de non-prolifération ne renferment pas des ex t r a i t s  

de levure. I l s  ne donnent pas d' interférence avec les réactions colorées 

des oses. Le dosage peut ê t r e  réal isé  directement sur u n  surnageant dia- 

lysé de culture centrifugée. La dialyse n ' e s t  pas nécessaire s i  l e  sucre 

du milieu e s t  le  mannitol ; en e f f e t  celui-ci ne donne pas de réponse 

avec l 'orcinol sulfurique (tableau LI ) .  

TABLEAU I I  : .lnterfdrzr,ce du r rnn i to l  d d i f fgren tes  conccntmtions  dans l e  dosage d 

L 'orcino2 sul fur ique 

r 

Concentration en mannitol 

en )rg/nl 

1 O 

100 

1000 

10000 

Absorbante à510 nm 
dosage à 1 'orci no1 

0,002 

O 

O ,009 

O ,0013 



En conclusion le  dosage sur l e  surnageant dialysé d'une 

culture de germes centrifugée ne peut se f a i r e  que pour des polyosides 

synthétisés en conditions de non-prolifération. De plus ce t te  technique 

n ' e s t  pas rapide car e l l e  suppose la réal isat ion d'une dialyse pour 

éliminer l e  sucre non u t i l i s é  à la synthèse. Par a i l l eu r s ,  le  dosage bio- 

chimique d i r ec t  sur le  surnageant dialysé d 'une culture excède environ de 

10 à 20 % celui donné par la pesée de poids secs. La différence remarquée 

pourrait s 'expliquer par 2 raisons. T o u t  d'abord la préci pi t a t i  on alcool i - 

que n'entraine pas tous les polyosides. Puis le  dosage biochimique pour- 

r a i t  in te r férer  avec des métabolites non polyosidiques inhérents à la 

croissance bactéri enne. 

Dans l e  b u t  de palier à ces inconvénients e t  d ' u t i l i s e r  

une technique plus rapide nous avons u t i l i s é  l e  fractionnement sur 

sephadex des polyosides e t  des sucres non u t i l i s é s  à la synthèse. 

6) Fracti onnement sur sephadex 

- principe 

Le b u t  de la technique e s t  de fractionner sur sephadex 

l e  surnageant d'une suspension de germes centrifugés. La Gel f i  l t ra t ion  

doit  séparer les mo1écu:es à haut poids moléculaire (polyosides) e t  l e  

sucre restant  dans l e  milieu. Cette séparation a été  effectuée sur  G25 

(1,5 x 60) en éluant au tampon phosphate (de composition ci-après) avec 

un débit de 65 ml/heure. 

- solution de phosphate monosodique 0,2 M . . . . . . .39 ml 

- solution de phoçyhate disodique 0,2 M . . . . . . . .61 ml 



- dosage des fractions polyosidiques e t  osidiques 

Les deux fractions peuvent ê t r e  dosées par l e  phénol 

sulfurique ou 1 'orcinol sulfurique. Mais l e  plus souvent nous avons détec- 

t é  e t  mesuré les 2 fractions par le  comptage à l a  radioact ivi té .  En e f f e t ,  

nous réal is ions des synthèses de polyosides en présence d 'al iquots de 

sucres marqués (tableau III ) . 

Les parties al iquotes radioactives des fractions ont é t é  

diluées à 20 % V / V  dans l e  liquide s c i n t i l l a n t  de composition suivante : 

Activité spécifique en ,ucie/,uM 

190 

47,5 

188 

Fournisseur 

C E A  

N E N  

NEN 

PPO ............................ 8 cl 

POPOP .......................... 0,4 g 

Naphtalène ..................... 55 g 

Xylène ......................... 100 ml 

................ 2 Ethoxyéthanol 300 ml 

Dicxane ........................ 300 m l  

I 

TABLEAU III : Oses m a q d s  utiLisZs pour la synthése de polyosi&s de la souche M f l l  I 

Nature 

Glucose 14C, u 

Mannitol 1 4  C 1 

Fructose 14C, u 

La radioactivité a é t é  mesurée dans l e  spectromètre à scin- 

t i l l a t i o n  liquide INTERTECHNIQUE ABAC SL 40. 

Pour 1 'analyse qual i ta t ive e t  quantitative des oses de nos 

polyosides de - Rhizobium nous avons t rgs  largement u t i l i s é  les  techniques 

e t  mises au point décrites dans les "monographies du laboratoire de Chimie 

Biologique de la Facul t é  des Sciences de Li 1 l e"  de MONTREUIL e t  SPIK. (61 ) 



Aussi nous citerons t rès  bri èvrment les principales techniques uti l i  Sées 

pour la  réal isat ion de ce travai 1 .  

3)  Analyse ---- ------- des p.mygsobg~ 

Les polyosides en solution (2500 pg/ml) sont hydrolysés par 

1 'acide l i e  2N à 100°C en tube scel lé  ( 61 ) . Les sucres l iberes 

sont dosés par la méthode de SOMOGYL modifiée par NELSON ( 5 ) . Les ré- 

s u l t a t s  sont exprimés en pourcentages de sucres réducteurs. L'hydrolysa; 

e s t  passé sur colonne de duoli te  A 102 D forme acétate (61 ) . Les oses 

neutres sont élués par 1 'eau d i s t i  1 lée ,  les acides uroniques par 1 'acide 

formique à 5 % (61) . Les effluents neutres e t  acides sont concentrgs 

sous vide. L'analyse de la fraction oses neutres a é t é  réal isée par chro- 

matographie sur papier Whatman n03 dans le  système solvant de JERMYN e t  

ISHERWOOD (61) . Les acides uroniques sont séparés par chromatographie 

sur couche mincs de gel de s i l i c e  imprégné de phosphate disodique 0 ,5  M 

dans l e  système su1 vant de OVODOV ( 6 9 )  e t  par électrophorèse en tampon 

pH 9 ,2  de HAUGH e t  LARSEN (61 ) sous une tension de 7 V/cm pendant 13 H .  

Les chromatogramrnes sont révélés par 1 'oxalate d 'ani l ine (61 ) . Le do- 

sage des oses neutres totaux des polyosides e s t  réa l i sé  par l a  mélhode 

à 1 'orci  no1 sulfurique de TILLMANS e t  PHILIPPI , modifiée par RIMINGTON 

(61  ) . Les acides uroniques sont dosés par l a  méthode au carbazol de 

DISHE ( 2 2 )  . Ces dosages sont réal isés  sur une solution aqueuse de polyo- 

sides (500 pg/ml) . 
Les compositions molaires en oses ont é t é  é tabl ies  en u t i -  

l i s an t  la  technique de HUGHES e t  JEANLOZ ( 4 3  ) . L'azote a é t é  dosé par l a  

technique de KJELDHAL, l e  phosphore par la technique de ALLEN ( 2 ) e t  le  

pyruvate par la  technique de SLONEKER e t  ORENTAS ( 7 7 )  . 

Les polyosides sont produits en quantités t r è s  variables 



selon les  espèces de Rhizobium ut i l i sées  e t  les milieux de cultures emplo- 

yés pour la  synthèse. Nous allons étudier les  principales conditions 

d 'obtention de ces macromolécules par des bactéries en croissance. 





III ETUDE DE L A  PRODUCTION DE POLYOSIDES 53LIJBLES PAR I)FC SOlJCtIFS ---- -- 

DE ---. R H I Z Q ? I U M  EN CULTURE - 

Le b u t  de notre étude e s t  de produire en grande quantité des 

polyosides solubles secrétés par les souches de Rhizobium des différents  

groupes d ' inoculation. Le mi 1 ieu de culture uti 1 i s é  pour ce t t e  synthèse 

devait ê t r e  simple e t  non  empirique pour év i te r  toute interférence des 

constituants d u  mi l ieu avec la composition des polyosides synthétisés.  

:!eus rapporterons i c i  les études comparées de synthèses de polyosides 

sur différents  milieux minima e t  complets. Ces derniers milieux pourraient 

ê t r e  u t i l i s é s  aux synthèses sans modifier la composition chimique des 

polyosides d 'après AMARGER e t  col 1 1 9 6 7  ( 5 ) . 

A - SYNTHESE GE POLYOSIDE PAR DES B A C T E R I E S  EN CROISSANCE SUR 

UN M I L I E U  KINIÎWUM 

FERRY, BLACHERE e t  OBATON 1 9 5 9  ( 29 ) affirment q u  ' i  1 n 'exis - 

t e  pas de milieu minimum qui permette la croissance des souches de R h i -  

zobi um des différents  groupes d ' inoculation. Les avis sont t r è s  partagés 

pour les exigerices en facteurs de croissance. Les mi lieux minima mis au 

point conviennent surtout à l a  croissance des souches d'un seul groupe 

de Rhizobium. Ainsi DUDMAN 1964 ( 2 3  ) , FERRY, BLACHERE e t  OBPTON 1 9 5 9  

(29) RIGAUD 1 9 6 5  ( 7 2 )  o n t  mis au pûint des milieux pour la croissan- 

ce des souches de - Rh-meliloti. Ainsi nous avons vérif ié  que l e  milieu de 

FERRY e t  col1 convenait effectivement à l a  croissance des souches de 

Rh-.~leli l o t i  avec une production de polyosides variables (tableau pbd ) . 
Les quantités de polyosides obtenues étaient  fa ibles  le  plus 

souvent e t  insuffisantes pour réa l i ser  1 'analyse Ui cchimique. i'ar ai 1 leurs 

ce milieu convient t rès  nia1 à la croissance e t  à la synthèse de polyosides 



pour les  souches des autres groupes d'inoculation (tableau IV ) .  

TABLEAU IV : & m t i t Q s  dc poigosides (exprir;hes en p&.c.*ds sec : pg/n.L de mi l ieu dc c c l t u r ~ i  

obtenues d l'aida ch ciiffdrt?n%e~ e ~ p 3 c e e  de ii,hioo3zt<~ m Z t i - i d c s  oiùr le 

mi l i eu  de FERRY, BUCf fEI?E e t  OBATON. 

Souche 

M5N1 

M3S 

L2S 

P 3s 

T2S 

Nous avons également uti l i s é  le  mi l ieu mininium i? additionné 

de glucose e t  de mannitol qui e s t  employé dans l e  laboratoire pour la 

b u o n t i  t é  de p o l y o s i d e s  po ids  sec / 
Groupe 1 en (ig/ml de m i l i e u  de c u l t u r e  

croissance des souches de Rh-meliloti en génétique bactérienne. 

Ce milieu ne permet pas la production de quantités convena- 

Luzerne 

Luzerne 

Po is  

H a r i c o t  

Trèfle 

bles de polyosides par une souche de luzerne M5N1 ( f i g  s d  6). 

8 0 

20 

8 

O 

O 

50 heures 100 

F I C .  5 

Croioscmcg fcn t r a i t  p le in)  e t  synth8sc de polyosides (en p o i n t i l l d l  par une s c x h e  ak 

luzcmle (M hl ) sur miLieu R. glucosd à 1 % (CF! 
5 1 . a. 9 



FIG. 6 

Croissance (en t r a i t  p l e in )  e t  synthèse de polyosides (en p o i n t i l l é )  par une souche & 

luznrne (M ?J I eur mi l i eu  R mannitg à 1 % (CF) 
5 1 

En f a i t  l a  fa ib le  production de polyosides sur ce milieu e s t  

en relat ion avec la mauvaise croissance des souches de Rhizobium ( D . 2  dc 

0,4 en milieu R e t  D.0 de 2 , 5  en milieu R C ) .  En e f f e t  sur l e  milieu R, 

on obtient beaucoup moins de cel lules  capables de réa l i ser  la synthèse de 

polyosides ( f ig  s k 6  ) . 
Nous avons,pour notre t ravai l  de production de polyosides,aban- 

donné 1 ' u t i l i s a t ion  de mi lieux minima. Nous avons cherché à u t i l i s e r  des 

milieux plus complexes pour permettre à la fois la  croissance e t  la  syn- 

thèse des polyosides par 1 'ensemble des souches de différentes espèces. 



B - SYNTHESE DE POLYOSIDES PAR DES BACTERIES EN CROISSANCE SUR 

DES M I L I E U X  COMPLETS A L ' E X T R A I T  DE LEVURE 

Nous avons vu précédernent que la  conservation des souches e t  

l a  pérennité de leur caractère muqueux é t a i t  réa l i sé  sur l e  milieu de 

WRIGHT à 1 ' ex t r a i t  de levure fraîche. Ce milieu e s t  peu pratique. Fasti-  

dieux de par sa fabrication i l  e s t .  su je t  à l a  non reproductivité selon 

les lo t s  de levure fraîche u t i l i s é s .  Aussi dans u n  premier temps avons= 

nous essayé de réa l i ser  nos synthèses dans des milieux RC. 

a - Synthèse en milieu RC - - - - - - - - - - -  
Le milieu RC mannité convient à l a  croissance e t  à l a  

synthèse de polyosides par la  souche M5N1 ( f i g  7 ) .  

30 heures 50 

Croissmce (en t r a i t  p le in)  e t  çynth?se d-! polyosz'cks (en pointiSlt2) par une souche de 

luzerne (hl? I sur le nr; lieu RC m m n i ,  
1 

t" 1 I XCTI 



Par contre une souche de pois (L2S) y cultive mal e t  

produit peu de polyosides ( f ig  8 ) . 

FIG. 8 

Croiûsco.ce (en t r a i t  p te inl  e t  synthèse de p02yosiLI.s feii po in t i l i é i  par uue souc+e h os<.- 

IL SI sur Ic mi l i eu  RC r,m 'itd à 1 % (Cr") 
2 

La majorité des souches u t i l i sées  se comporte comme 1 a 

souche L2S e t  fournit  peu de polyosides sur le  milieu R C  mannité. Nous 

avons étudie l a  synthèse de ces macromolécules par des souches de Rhizo -. 

bi uni cultivant sur  le mi 1 ieu de WRIGHT à 1 ' ex t r a i t  de levure fraîche.  - 



b - Synthèse en milieu de WRIGHT 

Le milieu permet à l a  f o i s  l a  croissance e t  l a  synthèse 

des polyosides pour les souches L2S e t  M5N1 (figgetio ) . 

F I C .  9 

Croissmce (en t r a i t  p l e in )  e t  synthèse de poZyosid2s ien po in t i lZ I )  pcrr ur.e sû:~rhe & 

pois fL2S) sur Le miLieu de YRIGHT (LI) 

FIG. 10 

Croissance (en trait p ie in )  e t  synthi ie  de polyssidcs ier  point i i ld:  par une scuche 

2 czsrne ;JI N I sur la nii l i eu  de iv'2IGil'T (VI 
5 1 



Nous avons choisi  l e  milieu de WRIGHT q u i  permet des syn- 

thèses coiivenables de polyosides bien que vari ab1 es sel on les souches 

( t ab leau  v ) . 

I Groupe d ' inocu la t ion  

1 J3S 1 Soja  
1 1 

J4S So ja  1 O 1 

I Soja 

J5S 

J6S 

1 K62S 1 Lupin . 1 806 1 

. Soja  

So ja  

O 

O i 
K63S 

K64S 

1 M3S 1 Luzerne 1 280 1 

Lupin 

Lupin l-+-+ 
LIS 

L2S 

L3S 

L4S 

Poi s 1400 

Luzerne !O5 
f - ----- - 

Pois  

Pois  

Po i s  

Pois  

M5N1 
- 

MllS 

700 

560 

715 
- 

890 
-- 

M12S 1 -  M2011 

1 

P2S 

1 P8S 1 Hari c a t  1 1000 

Luzerne 

Luzerne 

Luzerne l 100 

P 7s 

1 T2S 1 T r è f l e  1 450 1 

1650 
- 

65 

Luzerne 

Haricot  

Haricot  

1 T3S 1 T r è f l e  1 430 1 

930 

5 O 

950 

Haricot  

1 T35S 1 T r è f l e  1 220 1 

670 

I 1 

1 V21S Coupea-Group 30 
t 
I 

CowpeaLGroup --- 
V40S Cowpea-Croup 

I'kBLZAU V : 5uL-i1tit4û & polÿosi&s produ<tzs par k s  souches dn .%nizcb^i-m~ 33s c?if;;raïit,:r -- 
espères cuZtivPes sur l e  mi l ieu da Ir:?IGHT (7) 



Le milieu de WIGHT devait  posséder des facte~g~-s  de crois-  

sance que ne possédait- pas l e  milieu R C .  Ce dernier e s t  exempt de cal-  

ci um e t  de sodi um . DELATTRE avai t montré que ces facteurs n ' i nf 1 uençai en t 

en rien la croissance des souckies de Rhizobium. Nous avons donc recherché 

les constituants supplémentai res que pourrai t posséder 1 'extrai  t de levu- 

re fraîche par rapport à 1 ' ex t r a i t  de levure sec commercialisé. 

La souche L2S semble mieux cul t iver  e t  produire plus de 

polyosides sur u n  milieu R C  solide additionné de 1 'une quelconque des 

vitamines de la s é r i e  B suivantes (thiamine, vi t . B G ,  v i t .  812) .  Par con- 

t r e  1 'addition de la v i t .  32 semble défavorable à l a  synthèse de polyo- 

sides.  l-es vitamines o n t  é t é  ajoutées aux concentrations f i n a l e  de 25 t i g  

e t  50 pg/ml. 

Néanmoins, la production de ~ u c u s  n 'égale jamais ce1 le  

observée sur le  milieu de WRIGHT. 

an peut penser que 1 ' e x t r a i t  de levure fraîche apporte 

des fucteurs de croissance t e l l e s  les  vi tamin@< d~ la sér ie  B en 

quanti tés  excédentaires. Mais aussi .d.'après FERRY, B L A C H E R E  e t  OB,ATCN 

( 29 ) des substrats  carbonés e t  azotés. 

En e f f e t  les  auteurs observent une croissance importante 

des souches d:! Rhi zobium sur u n  milieu où 1 ' ex t r a i t  de levure fraîche e s t  

u t i  1 i sée seule sans substrat  carboné. 

C - CONDITIONS DE SYNTHESE 

Dans l e  cas des bactéries proliférantes la synthèse de polyo- 

sides e s t  corrélat ive d ' m e  bonne croissance ( f i g  9 e t  10 ) .  Nous avons 

recherché des conditions de synthèse standard de façon à obtenir une 

production relativement importante de polyosides par 1 'ensemble de nos 



souches. Les synthèses ont donc é té  réal isées  dans l e  milieu de WRIGHT 

7 inoculé à raison de 10 bactéries/ml provenant d'une préculture de 3 jours.  

L'incubation se f a i t  à 30' en agitation moyenne. 

En e f f e t  les souches de Rhizobium - ont une température optimale 

de croissance entre 28" e t  30". Seulriçles souches de Rh-meliloti peuvent 

cultiver à 37" e t  les souches de Rh-tr i fol i i  ne croissent plus entre 31" e t  

32' (20 ) . Enfi n, D E L A T T R E  (20 ) observe une mauvaise croissance des 

souches cul t i  vées sans agi t a t i  o n .  

Les productions de polyosides que nous avons réal isées  en 

milieu complet n'avaient pas la prétention d ' ê t r e  optimales. Ainsi les 

modalités de la synthèse ont été étudiées plus en détail dans l e  chapî- 

t r e  V en uti l i s an t  des bactéries non proli férantes . 



Coinposition chimique 

des po yosides so 



IV COMPOSITION CHIIllIQUE DES POLYOSIDES SOLUBLES 

La préparation des ?olyosides e t  1 'étude de leur pureté sont 

décri tes  dans un premier temps. La composi t i  on chimi que e s t  étudiée des 

points de vue centésimale e t  molaire. Enfin, la  présence d u  mannose dans 

les polyosides e s t  contestée. Cet ose pourrait en e f f e t  provenir de cer- 

tains composants des milieux de culture u t i l i s é s  à l a  synthèse des polyo- 

sides par les souches de Rhi zobium. 

X - PREPARATION DES POLYOSIDES 

Pour les  souc'hes des groupes de l a  luzerne, du pois,  du  ha- 

r ico t ,  du t r è f l e  e t  deux souches de Rh-lupini e t  du "Cowpea-Group", les 

polyosides obtenus ont é té  préci pi tés  à 1 'éthanol glacé additionné d ' a -  

cétate de sodium. Nous n'avons étudié que peu de souches du groupe du  

lupin e t  d u  "Cowpea-Group" e t  aucune du groupe du soja .  En e f f e t  ces sc i -  

ches (K63S, K64S, V39S, V40S, J3S, J4S, J5S, JGS, J7S) produisent des polyo- 

sides qui adberen t aux structures pariétales des ce1 lules .  La centrifugation 

des cultures de ces souches permet de séparer un surnageant limpide exempt 

de bactéries e t  u n  culot hétérogène ( f i g  i i ) . 



surnageant 

culot n02 

culot no 1 

FIG. I I  

Aspect d'une mt2tut-e de Rh. jccpo?icm - 
aprBa centr i fuqat ion d 16300 g pendmt 

30 rrm. 

Le surnageant, rarement visqueux, e s t  dépourvu de polyosides 

solubles précipitables à 1 'Gthanol glacé. 

Le culot  e s t  composé de 2 par t ies  d is t inc tes .  Tout d'abord, 

u n  culot n O l  qui sédimenteau fond d u  pot à centri'fuger e t  qui e s t  consti-  

tué de pet i tes  bactéries cûcco'ides à baci l la i res .  Puis u n  culot n 0 2  vis- 

queux qui surnage, sédimente mal e t  se  remet t r è s  vi te  en suspension. 

Ce second culot e s t  formé de bactéries plus grandes noyées dans une s t ruc-  

ture gélatineuse qui pourrait f a i r e  songer à des polyosides. 

La coloration à 1 'encre de chine de ces cel lules  met en évi- 

dence des s t ructures  analogues à des capsules. La séparation des cel lules  

e t  de la substance visqueuse e s t  d i f f i c i l e .  L'uti 1 isation de procédés 

drastiquese ' a l ca l i  di luée,  eau bouillante (84)  ) qui risquent de con- 

taminer les polyosides ex t r a i t s  par des constituants ce1 lu la i res  parié- 

taux s ' 2 s t  révélée i c i  inefficace.  



Par ai  1 leurs nous avons voulu étudier les polyosides préparés 

dans les  mêmes conditions dans u n  b u t  de standardisation. Mous avons donc 

étudié principalement les polyosides des souches de -- Rhizobium à croissance 

rapide (pois ,  t r è f l e ,  luzerne e t  har ico t ) .  Néanmoins , les polyosides so- 

lubles d'une souche de lupin (K62S) e t  d'une souche de "Cowpea-Group" 

(V21S) ont pu ê t re  précipités à 1 'éthanol e t  étudiés. 

B - PURETE DES POLYOSIDES 

Les polyosides préparés sel  on la technique précitée renferknerit 

environ 1 % d'azote e t  1 à 2 % de phosphate. Le faible taux d 'azote ne 

nécessi t e  pas de déproté? nisation de SEVAG ( 76 )  e t  l e  spectre en U V  

( f i3  12 ) de solutions aqueuses de polyosides de 10 000yf /ml e s t  exempt 

de pic de pixotéines à 280 ng e t  de pic d 'acides nucléiques à 260 nm.  

spectre d'abçor5mce d'une sotut ion 

aqueuse de polyosides à 10000 pg/n~Z de 

200 nm à 800 gm 



C - COMPOSITT ON ------- CE,JTESIi:  '%Lr; DES POLYOSIDES 

Les polyosides de Rhi zobi um renferxent essentiel  lement des 

oses neutres e t  l e  plus souvent des acides uroniques. I l s  sont exempts 

d'acides sialiques e t  d'osamines. 

Le pyruvate e s t  en faible  quantité (1 à 4 % ) .  

L'établissement des spectres d'absorbance de 350 à 625 nm de 

solutions de polyosides t r a i  tées par l e  carbazol su1 furique permet de 

déceler la présence d 'acides uroniques quand i 1s sont en quanti t é  re- 

l a t i  vement importante e t  d 'évaluer leurs prcporti ons par rapport aux 

oses neutres. On constate sur la f i g  13 que 1 'on trouve l e  pic carac- 

té r i s t ique  des acides uroniques à 530 nrn sur les  spectres des polyosides 

synthétisés par les  di f fé r rn ts  groupes de Rhizobium à 1 'exception de 

ceux formés par des souches de Rh-melil ot i  (tableau VI ) . 



A 

\\2s ;p 
4 05 

450 550 nm), 450 550 nrn ), 
A 

II 
450 5'n nm), 45L 555 nm ), 

450 550 450 550 nm 450  550 nmb 4.i 550 nrn 

F I G .  13  , 

spectres d'cbsorbmcs de 350 nm 3 650 nm réul isés  sur des so7u t ims  queuses  de polyosides 

(500 pg/rnl) t ra i toes  pur l e  carbazol s u t f i r i q w  



TABUAU V I  : PrQôence d'acide uronique dans l e s  poZyosides des diffëretztes espéces de 

Les polyosides des différentes  espèces renferment 8 à 23 % 

d'acides uroniques sauf ceux des souches des groupes du lupin (4  X ) ,  du 

V 
arachide 

+ 

"Cowpea-Group" (7  %) e t  de la luzerne qui en sont pratiquement dépourvus 

( O  à 2 %). Les oses neutres représentent 46 à 80 % des polyosides excep- 

tés  pour le groupe de la luzerne qui en renferment sensiblement 100 %. 

Contrairement à HEPPER 1972 ( 3 9 )  e t  ZEVEHUIZEN 1973(96) , 

les techniques que nous avons u t i l i sées  ( 7 7 )  n 'ont abouti qu'à la  mise 

en évidence de pyruvate en faibles proportions (1 à 4 %).  Nous avons vé- 

r i f i é  que les conditions d 'hydrolyse ne détruisaient- pas l e  pyruvate ajouté 

en tan t  que témoin interne à des polyosides de - Rhizobium. 

Groupes 
3'inoculation 

Acides 

Uroni ques 

P 
haricot 

+ 

D - - COMPOSITION MOLAIRE 

1) Hxbrolys_e 
Les conditions d 'hydrolyse des polyosides ont é t é  établies 

K 
lupin 

t 

L 
pois 

t 

T 
t r è f l e  

+ 

en réal isant  des cinétiques de l ibération des oses. I l s  sont dosss en 

M 
luzerne 

- 

pour cent des sucres réducteurs. Le temps d ',?ydrolyse optimum e s t  varia- 

ble selon les polyosides. On voit sur l a  f i g  i 4 ~  que la quantité d'oses 

l ibérés d ' u n  polyoside T3S n'augmente plus après 2 heures. Par contre, 

on remarque u n  maxiinan de libération à par t i r  de l h  30 pour une souche 

de luzerne (M5Nl) ( f ig  14 B ) e t  à p a r t i r  de 30 m n  pour une souche 



- 
d'arachide V21S ( f i  g MC ) . 

Ot5 heures 2~ Il5 2 
heures 

6 C 

F I G .  14 

Ciné t i que  d 'hydrolyse  p a r  HCL 2 N des p o l y o s i d ? ~  de : 

A souche de t r è f Z e  IT3SI 

B soxche & 2uzew.e f M 5 M I )  

C souche d'arnchide (721s) 

Malgré des maxima de l ibération d 'oses à p a r t i r  de temps va- 

r iab les ,  le  taux d'oses l ibres  ne diminue pas de façon apprécia572 jusque 

2 heures, ce qui correspond au domaine de s t a b i l i t é  des oses conjugués ou 

libres (61 ) . ious avons donc choisi u n  temps d 'iiydrolyse de 2 heures pour 

mettre en évidence les oses neutres de tous les polyosides. Par contre, 

1 'acide uronique, beaucoup moins stable dès sa l ibérat ion,  a é té  mis en 

evi dence après hydrolyse d ' une heure. 

* 

2) Identification e t  dosage des oses ...................... ---------- 

a - Oses - - - -  neutres 

Les oses neutres sont constitués en moyenne de g1 ucose 

(70 %),  galactose (20  %) e t  mannose (10 %) pour tous les groupes d'inocu- 

lation sauf pour une souche du "Co3!nea-Group" où 1 'on trouve d u  rhamnose 



(14  % ) .  Les oses neutres de ce t te  souche ont leurs proportions d'oses inver- 

sées en ce qui concerne le  glucose (20 % )  e t  l e  galactose (58 %) . Par contre, 

l e  taux de mannose e s t  sensiblement l e  niême (tableau v I r  ) . (16 ) 

TABLEAU VII : Dos~+ des polyosides del RF.izobi:ur des d ' f fdrcnts  groupes d'inoculation 

Dosage des oses Ncuti9e:totna par l for&noL sulfi irique, &a a d d e s  uroniqz~es 

par le carbazolsulfurique e t  des oses l ibérés  après hydrolyse, sépards par 

chromntograpi?ie par la  technique de HUGHES e t  JEANLOZ. 

I- 
I K62S 

LIS 
L2S 
L3S 
L 4s 1 L21S 

! 
M2S 
M3S 
M5S 
M5N 1 
MllS 
M12S 
M2011 

I 
T1S 
T2S 
T3S 
T13S 
T35S 

P?S 
P3S 
P7S 
P8S 

I v21s 

Oses 

Neutres 

96 

46 
8 O 
6 0 
53  
7 1 

8 4  
97 

190 
:JO 
96 
9 9 
8ri 

60 
5 O 
70 
7 8 
7 0 

6 O 
65 
7 5 
61 

75 

- 

Acide 

uronique 

4 

2 3 
20 
23 
2 O 
2 O 

l 
2 
2 
O 
O 
1 
2 
2 

2 1 
20 

8 
2 0 
20 

19 
18 
14 
2 2 

7 

% 

glucose 

73 

6 9 
68 
7 2 
7 2 
80 

75 
7 5 
80 
7 4 
7 2 
75 
44 

12 
67 
68 1 

% 

rharnnose 

- 
- 

- 
- 

% 

ga lac tose  

19 

2 1 
2 O 
17 

% 

niannose 

8 

10 
1 O 

70 2 1 
67 , 1 21 

18 
16 

15 
14 
11 
16 
15 
15 
3 0 

18 
22 
21 

9 
12 

11 
10 
17 
2 2 

8 

7 O 
7 1 
65 
4 4 

2 0 

- 1 - i 
i - 

- 
- i - 

14 ! 
I 

19 
19 
18 
33 

58 

" i l  
10 
11 
9 

1 O 
13 
10 
26 

10 
11 
11 

1 - 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

t 

I 

- , 
- i 
- 1 



b - Les acides uroniques - - - - - - - -  
L'identification par électrophorèse e t  chromatographie en 

couche mince montre q u  ' i  1 s ' ag i t  d 'acide glucuronique. 

E - -. ETUDE DE L A  R E A L I T E  DE L A  PRESENCE DU MANNOSE DANS L E S  

POLYOSIDES.  

Afin d 'évi ter  une éventuel l e  interférence de la  composition 

du milieu de WRIGHT sur la structure primaire des polyosides, nous avons 

réal isé  u n s  synthèse de ces macromolécules par des bactéries non prolifé- 

rantes. Nous avons obtenu, dans ce milieu dépourvu d 'azote ,  des synthèses 

beaucoup plus importantes que par culture sur milieu minimum e t  compara- 

bles à ce l les  obtenues sur milieu complet à 1 ' ex t r a i t  de levure fraîche. 

Les polyosides synthétisés dans ces conditions par une sou- 

che de luzerne (M5N1) sont exempts de mannose e t  renferment 80 % de glu- 

cose e t  2 0  % de galactose .( 16 ) 
La présence de mannose dans les  polyosides synthétisés par 

des bacteri2s pro1 i férantes pourrai t provenir d u  mi 1 ieu de WRIGHT e t  

plus spécialement de l ' e x t r a i t  de levure fraîche que nous avons analysé 

En e f f e t ,  celui-ci  e s t  exempt de mannose l ibre  mais renferme des niannanes 

libérés lors  de 1 'autoclavage des levures à pH 7 ( 7 0 )  . 

Nous avons abordé ce problème de la façon suivante : 

l ' e x t r a i t  de levure fraîche e s t  hydrolisé par H C I  2 N pendant 

2 heures à 1 0 0 ° C  puis dialysé contre 1 'eau d i s t i l l é e .  Le d ia lysa t  e s t  

purifié sur colonne de Duo1 i te  A 1 0 2  D forme acétate e t  1 'eff luent  neu- 

t r e  e s t  chroinatographié sur papier Whatman n"3 dans les mêmes conditions 

que les oses neutres. La chromatographie révèle la présence d'une tache 

très importante de mannose. 

iiéanmoins, les niannanes de 1 ' ex t r a i t  de levure fraîche ne 



préci pi tent  pas dans les condi t i  ons de préparation des polyosides. 11 

faudrai t donc admettre comme HUMPHREY 1974 ( 46 ) que ces mannanes seraient 

entraînés au cours de 1 a préci pi t a t i  on alcoolique des polyosides. 

Dans ces conditions, on peut affirmer que les bactéries non 

proliférantes synthétisent des polyosides exempts de mannose, par contre 

i l  e s t  impossible de dire  s i  dans u n  milieu contenant des mannanes l e  

Rhi zobi un n ' e s t  pas capable d 'incorporer l e  mannose dans ses polyosides. 

F - DISCUSSION 

Les techniques de relargage des polyosides par 1 'éthanol 

glacé e t  de puri f i ca t i  on par le  traitement dialyse-lyophi 1 isat ion répé- 

t é  2 fois  donnent des résul ta ts  convenables quant à l a  pureté du produit 

préparé. Ce dernier en e f f e t  ne contient que des traces d'azote e t  de 

phosphate (voisines de 1 7 6 ) .  Nos résu l ta t s  sur l a  composition des polyo- 

sides synthétisés par des bactéries non  proli férantes e t  1 'analyse de 

1 ' ex t r a i t  de levure fraîche prouve que ce t t e  dernière renferme des rnanna- 

nes qui pourraient ê t r e  entraînés avec les  polyosides lors de l a  préci pi - 
tation alcoolique. Cette hypothèse semble confirmée par les travaux de 

H U M P H I E Y  e t  cc111 1974 ( 4 6 )  qui ,  par des techniques différentes ,  abou- 

t i ssent  aux memes boncl usions. Par ai 1 leurs ,  IlUMPHREY 1959 ( 44 ) , 

AMARGER e t  col 1 1967 ( 5 ) e t  ZEVENHUIZEN 1973 ( 9 6 )  ne détectent pas 

de mannose dans des polyosides synthétisés en milieu mini~fium. 

Néanmoins, on ne peut affirmer avec certi tude que le  mannose 

ne f a i t  pas par t ie  des polyosides synthétisés par des cel lules  cultivées 

sur un milieu à l a  levure. Dlaiitant que B A I L E Y  e t  GREENWOOD 1971(6 ) e t  

de LEIZAOLA e t  DEDOWDER 1955 (21) ne trouvent pas d u  mannose dans tous 

les polyosides synthétisés sur milieu à l a  levure. 



Les rapports glucose/galactose sont sensiblement les mêmes 

pour les  polyosides de toutes les souches, excepté pour l a  souche V21S 

où l e  rapport e s t  inversé (58 % de galactose e t  20 % de glucose). 

On constate une grande uniformité en ce qui concerne les 

taux d'acide uronique (environ 20 %) des groupes du pois, d u  t r è f l e  e t  

du h a r i c ~ t .  

Les polyosides des groupes du lupin e t  du "Cowpea-Group" ren 

ferment t rès  peu d'acide uronique ( 4  % pour K62S e t  7 % pour V21S) e t  

ceux du  groupe de la  luzerne en sont pratiquement exempts ( O  à 2 % ) .  Le 

f a i t  que nous ayons étudié peu de souches du groupe du lupin e t  d u  

"Cowpea-Group" e t  aucune du groupe du soja e s t  l i é  à la rareté  de la 

synthèse des polyosides l ibres  dans l e  mi lieu de cul ture .  Dans ce cas ,  

les polymères synthétisés adhèrent aux structures pari é tales  de 1 a ce1 - 

lule bactérienne ( 36)  . L'ensemble de ces résul ta ts  nous autorise à 

diviser les souches de Rhizobium itudiées en deux catégories : 

1) tout  d'abord des souches à croissance rapide (groupes 

d u  pois, du haricot e t  d u  t r è f l e )  synthétisant des polyosides en grande 

quant1 t 4 .  Ce dernier e s t  constitué d'environ 60 à 70 % d'oses neutres 

avec une prédominance du glucose sur l e  galactose e t  d'environ 20 % d 'a -  

ci de gl ucuroni que. 

2 )  u n  ensemble constitué par les souches d u  groupe de l a  

luzerne qui synthétisent des polyosides plus riches en oses neutres 

(environ 100 %) puisque pratiquement exempts d'acide glucuronique ( O  à 

2 %) . Ceci e s t  en accord avec les travaux d t A M A R G E R  e t  col 1 1967 ( 5 ) . 
Les rapports molaires glucose galactose sont sensiblement 1 

identiques à ceux du premier groupe. Néanmoins , l  a di fférenci a t i  on des 

Polyosides de Rhizobium phaseoli , - leguminosarum e t  t r i f o l i i  qui contien- 



nent de 1 'acide glucuronique, de ceux de - Rh-meliloti qui en contiennent 

t rès  peu, confirme les données de ZEVENHUIZEN 1 9 7 3  ( 96 ) en ce qui con- 

, cerne ce constituant.  

Par a i l l eu r s ,  ce t t e  différenciation e s t  en accord avec les 

résu l ta t s  de GRAHAM 1 9 6 3  e t  1 9 6 4  (343) qui avai t  uti  l i s é  des techniques 

de sérologie e t  de taxonomie numérique ainsi q u  'ultérieurement 1 a compo- 

s i t ion  chimique des polyosides. Cet auteur carac tér i sa i t  en plus u n  t r o i -  

sième groupe constitué par les souches de Rhizobium à croissance lente.  

Nous n'avons étudié que peu de représentantsde ce dernier grou- 

pe constitué de souches produisant u n  polyoside l e  plus souvent l i é  à la 

paroi , donc di f f i  ci lement extract l  ble,  e t  peu comparable aux polyosides 

des autres groupes, 1 orsqu 'on peut 1 'obtenir. 

Ce polyoside e s t  constitué de glucose e t  de galactose aux 

proportions parfois inversées par rapport aux deux premiers groupes, 

mais aussi de rhamnose (souche V 2 1 S ) .  Ces polyosides l i é s  semblent assez 

pauvres en acide uronique ( 4  % pour K62S e t  7 % pour V 2 1 S ) .  

Le p e t i t  nombre de souches étudiées e t  leur faible  représen- 

t a t i v i t é  d ' u n  ensemble aussi vaste que celui des Rhizobium à croissance 

lente ne nous autorise pas à t i r e r  des conclusions pour ce groupe. 

Néanmoins, on peut dire contrairement à CLAPP e t  D A V I S  1970 

( 15 ) que la  composition des polyosides des souches de -- Rhizobium 2 crois-  

sance rapide peut ê t r e  u t i l i s ée  à des f ins  taxonomiques en différenciant 

le  groupe de la luzerne des groupes du har icot ,  ?ois e t  t r è f l e .  On pour- 

r a i t  Penser par analogie q u  'e l le  pourrait ê t r e  u t i l e  pour l a  c lassif ica-  

t ion des espèces à croissance lente .  

L'étude chimique des polyosides a permis de mieux connaître 

ces macromo1éci:les secrétécs par les souches de Rhi zobi um de différents 

aroupes d'inoculation. Les modalités de leur synthèse o n t  é t é  recherchées 



à 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- 

lo t i  o n t  une croissance rapide qui peut même s 'e f fec tuer  à des températures - 
d'incubation supérieures à 30" . Par a i l l eu r s ,  l a  vérification de la sym- 

biose "in vitro" e s t  a isée pour les souches de ce groupe qui nodulent 

facilement la luzerne. La souche M5N1 a aussi é t é  u t i l i s ée  car e l l e  a l a  

propriété de produire des grandes quanti tés de polyosides. Enfin 1 a souche~l5?il 

possède de nombreux mutants auxotrophes. 
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V MODALITES D E  SYNTHESE DES POLYOSIDES SOLUBLES P A R  DES BACTE-  

RIES NON-PROLIFERANTES 

Dans ce chapitre les conditions de synthèse des polyosides 

solubles sont étudiées. Pour ce t te  étude la  souche M5N1 (mutant spontané 

de M5S) e s t  choisie ; Elle produit des colonies blanches opaques qui l a  

différencient de la souche M5S produisant des colonies translucides . 
Tout l e  travai 1 a é té  réa l i sé  à 1 'aide de bactéries non-  

proli férantes , c 'est-à-di re en absence de source d 'azote leur permettant 

de se d iv iser .  
I 

Après avoir mis au point u n  procédé rapide de dosage des polyo- 

sides formés, nous avons étudié leur synthèse à par t i r  d u  mannitol comme 

source de carbone. En e f f e t ,  de nombreux auteurs préfèrent c e t  ose au 

glucose pour la croissance des -- Rhizobium ( 30,4. La souche M5N1 produit 

à la surface d'un milieu nutri t i f  sol ide additionné de manni to1 , iles gros- 

ses colonies muqueuses. Par contre sur l e  même milieu additionné de g l u -  

cose les colonies sont pet i tes  e t  non muqueuses. Ainsi t o u t  dt3bord, zvons- 

nous étudié les conditions de synthèse des polyosides solubles à par t i r  

du mannitol . 

Pour ce f a i r e ,  1 'Gtat physiolog<que convenable des cellules 

a été étudié e t  les facteurs physico-chimiques optimaux o n t  é t é  recherchés. 

Puis 1 'étude du  rôle qua1 i t a t i f  des oses dans l a  synthese a 

é t é  réal i sée . 

A - MISE A U  POINT DE LA TECHNIQUE RAPIDE DE DOSAGE - 

Le dosage chimique des polyosides peut se f a i r e  directement 

sur le  surnageant de suspensions de germes centrifugés. Nëanmoins au pro- 

alable ce surnageant doi t  Stre débarrassé des oses non u t i l i s é s  à l a  



synthèse. A cet  e f f e t  la dialyse e s t  une technique longue e t  délicate de 

part les  contami nations microbiennes qui peuvent in te r férer  avec les résul- 

t a t s .  Par a i l leurs  i l  e s t  d i f f i c i l e  de contraler 1 ' e f f icac i té  de la  dialyse. 

Pour pallier à ces inconvénients les surnageants de suspensions 

de germes centrifugées sont fractionnés sur des gels de Séphadex. Cette 

technique doit  permettre de recuei 1 l i r  les polyosides dans les fractions 

d'exclusion e t  les  oses restants dans les  fractions plus tardives.  Ce pro- 

cédé e s t  s i r  mais présente 1 'inconvénient d'une di lution de 1 'échanti 1 lon 

aliquot au sein des fractions.  L 'ut i l isat ion d'un traceur radioactif 

(ose 14c) permet la  détection des fractions osidiques. 

a - Choix d u  Séphadex - - - - - - - - -  
Sur la figure 1s sont reportés les diagrammes d ' i l u t ion  

de mélanges de polyosides de la  souche M5N1 e t  de glucose ou de mannitol. 

Les dosages sont réalisés par l e  phénol sulfurique. 

Nous avons choisi les Ssphadex 625 qui en permettant une 

bonne séparation des polyosides e t  d u  glucose ou d u  mannitol, excluent 

à Pi4 )/ 5000 en dextrans e t  permettent une élution identique des polyo- 

sides de début e t  de f in  de synthèse. Les G25 par a i l leurs  sont d'un 

emploi faci l e  e t  supportent des débits d 'él  ution importants. 



FIG. 15 

fractionnement d'lm mdhnge de polyosides e t  de glucose ou de rnmnitol sur des S;phri,&x 

de mêm v o l m e  total  (1,5 cm x 50 ernl 

1' - dépôt de 500 pg de potyo;.ides e t  500 rç  de glucose sur l e s  Pphcelex G 10 ( A )  ; G 15  ( B i  ; 

C 25 (CI ; C 75 I D )  ; Doûage au phénol s u l f u r i q m  sur des fractions de 2 ml, lecture 

d 492 nm 

2' - ddpôt de melange (O, 1 pi) de pokjosides I4c  e t  mrmtitot ''L. SU? Sepkader C 100 ( Z i .  

Conptage de rad ioac t i v i t é  sur des part ies  a l iquo tes  appar tenn t  à dzs fract ions  de 2 rnZ 



b - Etude du f ract ionnement  s u r  625 - - - - - - - - - - - - - - - -  
A f i n  de rendre  p l u s  r a p i d e  n o t r e  technique de dosage, nous 

avons ef fectué tous  nos f ract ionnements avec un d é b i t  d ' é l u t i o n  assez é l e -  

vé ( 6 5  ml/h) . En ma in tenan t  ce d é b i t  f i x e  nous avons essayé de r é d u i r e  l e  

Vo de l a  G25 e t  l a  f i g u r e  1 6  montre que l a  d i m i n u t i o n  de l a  t a i  1 l e  moyen- 

ne des colonnes de Séphadex d ' u n  d iamètre i n t é r i e u r  de 15 mm a b o u t i t  à une 

sépa ra t i on  de p l u s  en p l u s  mauvaise des po l yos ides  e t  du g lucose.  

A 

volume 50 d'elutlon 100 
ml 

volume 50 sl'elutlon .,00 
ml 

O?M volume 50 d'elution ,go 

F IG .  16 

jractionnemgnt dt. mQlnnge de 
ces e t  500 g 500 yg de poZyosi2 r' 

de glueose sür GZ5 en co'l,or,nes ak 

0 1,s c m  e t  de hiruzeus de gel 

d i f f é ren tes  

A, 16 crn ; B, 25 c m  ; C, 30 c m  ; 

D, 45 cm ; E, 60 c m .  

Dosage au phénol suZfwiqse 

sur des part ies  alfqtcotes de 

0.5 ml appartenant d der Pac-  



Le Séphadex G25 (1,5 x 60) assure une bonne séparation des 

2 fractions osidiques. Cette t a i l  l e  de colonne ménage u n  volume mort de 

sécuri té  suffisamment grand entre les 2 fractions ( f ig  le ) .  

c - Problème des sucres marqués 14c - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Le fractionnement de surnageants de suspensions de germes 

centrifugés renfermant des polyosides marqués au 14c e t  d u  glucose 14c 

révèle 1 'existence d'un ar té fac t .  E n  e f f e t  le  glucose 14c seul fractionne 

en 2 pics,  l 'un à 1 'exclusion e t  1 'autre avec un Kd normal du glucose 

( f ig  17 ) .  

FIG. i 7  

fractionnement de i ,6  p C i  de gZucose 1 4 ~  

sur GZ5 11,s c m  z 50 cm) élut ion par 

l 'eau d i s t i l t é e  - m s u r e  de k radioactiirC- 

té  sur des parties aZiquotes de 0,s mZ. 

appartenant d des fractions & 2 mZ 

Le pic 1 représente en moyenne 5 7; du pic 2.  Le fraction- 

nement du pic 2 isolé  redonne à nouveau 2 pics sur 625 ( f i g  18 ) .  Ceci 

exclue la  poss ib i l i té  d ' m e  impureté dans l e  glucose 14C + 

* N O U S  remercions Monsieur DUFFAY à SACLAY qui nous a donné des précieux 

consei 1s pour le  problème du  glucose 14c. 



FIG. 18 

fractionnement du pic 2 ( f i g .  1 7 )  sur G25 

11,s cm x 50 cm) - é lu t ion  par L'eau 

d i s t i l t d e  - mestcre de ln radioactivitR s u  

des volumes de 0,s mZ appartenant 8 des 

fractions de 2 mL 

Deux hypothèses peuvent ê t r e  émi ses : 

1" l e  glucose 14c pourrait s ' adsorber sur des parti cules 

de Sphadex qui sera ien t  relâchees par 1 a colonne. Ces parties glucaniques 

vectrices de glucose 14c auraient u n  PM) 5000 e t  seraient exclues / 
sur, G25. 

2" l es  molécules de glucose 14c pourraient s 'adsorber les  

unesaux autres pour former un pseudo-polymère exclu. 

Dans les  deux cas, i l  s I-igirait d'un processus d'adsorption 

qui semblerait spécifique d u  glucose 14c. En e f f e t ,  l e  fractionnement s i -  

multané de glucose 14c e t  de glucose froid en quanti té  suffisante pour 

permettre le dosage biochimique d 'un  éventuel a r té fac t  ne met en évidence 

ce dernier que dans l e  cas du glucose 14c ( f i  g i s  ) . 



fractionnement d'un m é l a g e  de 10 mg de 

g l w o s z  len point i l lé)  e t  5 pCi de glucose 

l 4  (en t r a i t  p le in)  sur GZ5 (1,s cm r 50 cmj 

Dosage au phénol sul fur ique e t  mesure de l a  

rad ioac t i v i t é  sur des part ies  al iquotes  de 

0,s mZ appartenant d des fractions de 2 ml. 

L'élution par de 1 'eau d i s t i l l é e  additionnée d'un ant i -  

bactérien 1 'azide de sodium en concentration f inale  0 ,2  % créé une 

légère force ionique e t  déplace le pic a r té fac t  (pic  1) vers l e  pic 2 

de glucose ( f i  g 20  ) . 

FIG. 20 

fractionnement de 50 r C i  de glucose ''c 

sur GZ5 (1,s cm x 50 cm) 

en t r a i t  pZein : é lu t ion  par l 'eau d i s t i l -  

Lée 

en p o i n t i l l é  : é lu i ion  par l 'eau d i s t iZ tée  

additionnée d 'az ide  de sodium d 0,02 X 

(CF) comptage de la  radioact iui té  

sur des partias al iquotes  appartenant 

d des fractions de 2 ml 



Le pic a r té fac t  disparaî t  en éluant avec u n  tampon phos- 

?hate pH 7 ( f ig  2 1  ) .  

F I G .  21 

fmct iomement  de 50 C i  de glucose ' *c  r 
sur GZ5 (1,5 cm x 50 cm) : i l u t i o n  par 

le tarripon phosphate pH 7 

Nous avons réal isé  toute 1 latude de ce t  a r té fac t  'sur le  

glucose 14c mais les  autres oses marqués au 14c (fructose e t  mannitol) 

ont l e  même comportement sur Sgphadex en élution par l 'eau d i s t i l l é e .  

Le pic ar téfact  disparaî t  dans l e s  mêmes conditions en éluant par le  

même tampon phosphate pH 7 .  

d - Standardisation de la technigue - - - - - - - - - - - - - -  
En tampon phosphate l e  fractionnement du surnageant d'une 

suspension de germes ayant réal isé  une synthèse de polyosides à par t i r  

d'un mélange glucose froid e t  aliquot de glucose 14c donne l e  diagramme 

sui vant ( f i g  2 2  ) . 



I 1 VOLUME 1 FRACTION 1 FRACTION OSIDIOUE 1 
I ET 1 I MORT 

1' 
I POLYOSIDIQUE 1 DESSALAGE 
I I 

I 

i,o q - aQ . 
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fi.actionnement standard J 'zn  m é l u ~ g e  de pslycside e t  nunnifoZ (0 , I  )iPLi, 2e b leu  

d e x t r w  e t  de V i t .  BI2 sur G Z 5  (1,5 cm x 60 cm). Ccvptage de lu r a d i o ~ e t i v i t S  e t  mûurs  

de Z'absorbmce d 625 nm (bleu dextran) e t  545 rm ( V i t .  B I sur des parties aZiquotes 12 
de 0,s mZ appartenant d des fractions de 2 mt. 

La v i t am ine  B I2  passe presque en même temps que l e  g luco-  

se e t  e s t  é l uée  de façon t r è s  légèrement a n t é r i e u r e .  Nous avons donc i n t r o -  

du i  t systémat iquement 1  a  v i  t. B12 dans nos échan t i  11 ons déposés s u r  G25 

pour  v i s u a l i s e r  l e  f rac t ionnement .  

La s y s t é m a t i s a t i o n  du f rac t ionnement  a  é t é  r é a l i s é e  conme 

s u i t  : 

1" l e  dépot s  ' é t a l e  e n t r e  0,2 e t  1 m l  au maximu%. Nous avons 

v é r i f i é  que ces v a r i a t i o n s  q u a n t i t a t i v e s  de 1 ' f c h a n t i l  lo i? n  ' a v a i e n t  pas 

de répercuss ions  s u r  1  ' i t a l e m e n t  des 2  p i c s .  0,1 m l  de s o l u t i o n  de v i  t a -  

mine 812 à 1000 yg/ml e s t  a j o u t é  en t a n t  que temoin i n t e r n e  à 1  ' i c h a n t i  1  l o n .  



2" 1  'élution e s t  réalisée avec d u  tampon phosphate 

pH 7 avec u n  débit f ixe de 65 ml/heure. 

3" les 40 premiers ml représentent l e  volume mort e t  sont 

éliminés. On peut vér i f ie r  l  'absence de composés osidiques dans cette 

f ract ion.  

4" les  40 ml suivants correspondent à l a  fraction polyosi- 

dique e t  sont r ecue i l l i s .  Jne part ie  aliquote de 2 ml e s t  analysée en 

radi oacti vi t é .  

5" enfin la  fraction cornprise entre 80 ml e t  160 ml d ' i l u -  

tion représente à l a  fois  l a  récupération de la  fraction osidiqiie e t  le 

dessalage de la colonne. Le comptage de radi oacti vi t é  e s t  réal i s é  sur 2 ml. 

La relation entre  le  nombre de cpm/ml e t  l a  quantité de 

polyosides en pg/ml s  ' é t a b l i t  comme s u i t  : 

On calcule le  nombre de cpm/ml dans la  suspension bactérien- 

ne en tenant compte du coefficient de dilution dans le fractionnement. 

Puis on considère par approximation que les  polyosides sont u n  polymère 

de n oses u t i l i s é s  à la synthèse. Par a i l l eu r s ,  on ne t i e n t  pas compte 

quantitativement de 1 'ose marqué au 14c qui e s t  en quantité négligeable 

par rapport à 1 'ose froid.  Pour l e  calcul final on u t i l i s e  l a  relation 

(nombre de cpm/ml d'ose radioactif  correspond au nombre de pg/ml d'ose 

froid) . 
Dans l e  b u t  de r éa l i se r  des dosages en s é r i e ,  1 2  colonnes 

de Séphadex 625 (1 ,5  x 60) sont connectées à une pompe péris ta l t ique de 

12 canaux. La colonne N o l  e s t  re l iée  à un collecteur de fractions qui 

permet de réal iser  un  spectre d 's lut ion témoin. Par a i l leurs  l e  collec- 

teur peut programmer les volumes d'élution des 3 fractions (volume mort, 

polyosidique e t  osidique) pour les 11 colonnes restantes ( n o  2 à n o  1 2 )  

montées en paral lè le .  Dans les conditions de montage les volumes des f rac -  

tions collectées simultanément sur les 12 colonnes sont identiques à 



1 à 2 % près. ( F i g .  23 ) 

RESERVOIR DE TAMPON - 

DE FRACTIONS 

F I G .  .23 

scitdm dg muZti-f1,actionnement sur 12 colonnes & Sephadex G 2 5  11,s cm x 60 cm) montées 

en parallL'lz 



e - Etude cri  tique de la  technique - - - - - - - - - - - - - - -  
Cette technique présente 1 'avantage d ' ê t r e  rapide. El l e  

permet de doser presque immédiatement les polyosides solubles secrétés 

par la  souche M5N1 au cours d'une synthèse. Par a i l leurs  l e  dosage de l a  

fraction osidique restante f a c i l i t e  1 '2tablissement à tout moment de l a  

synthèse, d 'un bi 1 an polyosides formés/oses résiduels. La comparaison de 

ce t te  méthode de dosage avec cel le  réal isée par u n  dosage biochimique 

après dialyse met en évidence des différences quantitatives pour une mê- 

m e  mesure ( f i g  24 ) . 
A-A A 4  

F I G .  2 4  

conparaison de I" techniques de dosage de 
p o l y o s i h s  en mi l i eu  RN-mrmnité d 0,s % 

(CF) a d i t i o n n d  de glucose 14C d 0,I yCi/ 

ml (CF) 

en trait p le in  dosage par le phknol sul fu-  

r'ique 

en p o i n t i t l i  : dosage par la t e c h i p e  

de rad ioac t i v i t é  

Le dosage biochimique donne des valeurs de quantités de 

polyosides supérieures à ce1 les données par l e  dosage par la radioactivi - 

t é  ( f i g  2 4  ) .  

On pourrait expliquer celà de la  façon suivante : le do- 

sage biochimique mesurerait non seulement les polyosides solubles secré- 

tés dans l e  milieu mais aussi par interférence les métabolites y donnant 

une réponse. 

Par a i l  leurs la technique de dosage par l a  radioactivité 

présente quelques inconvénients. Elle e s t  su je t t e  aux ar téfacts  par des 



phénomènes d'adsorption des sucres marqués. 

Le calcul de la quanti t é  de polyosides dépend descoeffi - 

cients de di lutions qui sont sujets  aux erreurs mais aussi .de 1 'approxi- 

mation de l a  composition des polyosides comme étant  des polymères de n 

oses u t i l i s é s  à la synthèse. 

Cette technique ne donne pas en f a i t  l a  quanti t é  rée l le  

de polyosides solubles. Elle doi t  Stre u t i l i sée  pour des études compara- 

t ives qui permettent ainsi de déterminer des conditions favorables d'une 

synthèse. 

Nous avons r éa l i sé  ce t te  étude pour la souche M5N1 en u t i -  

l i s an t  à l a  fois l a  technique classique de dosage biochimique sur les 

surnageants dialysés de prélèvements centrifugés e t  la  technique par la  

radioact ivi té .  

O n t  é t é  successivement étudiées la détermination de 1 'Stat  

physiologique favorable à la synthèse, les  facteurs physico-chimique qui 

conditionnent l e  fonctionnement du complexe enzymatique de synthèse e t  

enfin l e  rôle qual i ta t i f  des oses qui,  semblent u t i l i s e r  des voies métabo- 

1 iques parfois t r è s  différentes .  

B - DETERMINATION DE L'ETAT PHYSIOLOGIQUE 

La synthèse des polyosides pourrait varier en fonction de 1 ' é -  

t a t  physiologique des cel lules  lors de la  mise en condition de non-proli- 

fé ra t i  on. 

Les ce1 1 ules possèdent-el les toujours l e  stock enzymatique 

nécessaire à la synthèse quelque soient les conditions antérieures de 

croissance. 

Par a i l l e u r s ,  les cel lules  dans un ê t a t  optimal à la synthèse 

peuvent-2lles conserver ce t te  aptitude pendant un temps donné dans des 



conditions données. 

La réponse à ce t t e  dernière question pourrait permettre de pré- 

garer des quantités importantes de cel lules  aptes à l a  synthèse ; e t  de 

pouvoir réa l i ser  de nombreuses expériences avec les mêmes cel lules  conve- 

nablement conservées. 

1) Conservation de la souche ......................... 
Dans nos essais  pré1 iminaires , >Our obtenir des ce1 lules 

en croissance mises ensui t e  en non-prolifération, nous repiquions la sou-. 

che M5N1 en milieux complets RC mannités liquidessuccessifs. Nous avons 

remarqué une grande hétérogénéité des réussites des synthèses en cultures 

puis en non-prolifération. D'ai l leurs ,  1 'aptitude à l a  synthèse diminue 

avec l e  nombre de repiquages successifs en milieux liquides.  Celà doi t  

correspondre à une sélection progressive de bactéries non muqueuses. 

Pour standardiser 1 ' i n o c u l a t i ~ n ,  la souche M5N1 a é té  

conservée en milieu complet additionné de glycéïol, à 20 % en concentra- 

tion f ina le ,  comme antigel e t  maintenue à -15OC. La souche ainsi  conser- 

vée cultive sans latence sur milieu liquide complet e t  permet des syn- 

thèses de polyosides convenables e t  reproductibles. 

Avant d 'é tudier  les facteurs de synthèse de polyosides 

nous avons vér i f ié  que les conditions de non-prolifération dans les-  

quel les nous placions nos ce1 1 ules é ta ien t  effect ives  ; c 'est-à-dire 

incapables de se d iv iser .  

2 )  Vérification de la non-prolifération ----------- 
9 10 ce1 lules/ml ayant cultivé dans d u  mi l ieu R C  manni t é  

ont é t é  lavées dans d u  mi 1 i  eu R N -  puis placées dans des condi t i  ons de 

non-prolifération dans l e  mi l ieu R N -  addi tioriné de mannitol à 1 % e t  



dans u n  milieu exempt'de mannitol. Dans les deux cas nous avons vér i f ié  

par des numérations régul i èrement effectuées dans l e  temps, le maintien 

du nombre sensiblement constant de germes. 

Par a i l  leurs la  synthèse de polyosides res te  effectivement 

nulle dans le  milieu R N -  sans mannitol mais e s t  normale en présence de c e t  

ose à la concentration f ina le  de 1 % ( f i g  25 ) .  
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FIG. 25 

vdri f icat ion des conditions de non-proLi- 

fdration de la souche M 5 N I  en milieu 

RJV m m n i t i  à 1 X (CF) 

en t r a i t  plein : nombre de gemes viabLev 

en pointi2Zd : synthèse de poZyosides 

Dans ces conditions e f fec t i  ves de non-9rol i fé ra t i  on nous 

avons essayé de trouver un é t a t  physiologique optimal des cellules pour 

la synthèse. 



3 )  Moment de la  croissance ....................... 

a - - - -  Principe- 

On étudie 1 ' a>t i  tude à la synthèse de polyosides en non- 

prolifération, à différents moments de la  croissance, de la  souche M5N1 

en mi lieu RC manni t é  à 1 % en concentration f ina le .  On réa l i se  des prélè- 

vemen t s  , en f onc t i  on du temps, ,mur 1 esquel s 

1" on mesure le nombre de germes viables e t  l a  production 

de polyosides 

2' une part ie  des ce l lu les  en nombre constant e s t  placée 

en non-prolifération. On contrôle a lors  dans l e  temps 1 'Gvolution de la  

synthèse de polyosides. 

La souche M5N1 e s t  mise en culture dans du milieu RC man- 

n i t é  à 1 % (CF) inoculé de façon à avoir une concentration f ina le  de 10 7 

bactéries par ml. L'inoculation a l i eu  à 30°C en agitation moyenne. On 

peut voir sur la  figure 2 s  1 'Svolution des paramètres de l a  crois- 

sance e t  de 1 a synthèse de polyosides . 
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cruissance (en t ra i t  plein) e t  synthdse 

de polyosides (en pointilldl par la 

souche M N sur milieu RC mannité à 
5 1 

2 %. Dosage des polyosides par détenination 

de poids secs. 

Les cel lules  du premier prélèvement correspondant à 13 h 

de culture sont mises en non-prolifération, dans du milieu R N -  manni t é  à 

1 % (CF), en concentration f inale  identique à ce l le  des cellules en pro- 

8 l i  fération ( 7  x 10 bactérieslml) . Les ce1 Iules des deux autres pré1 ève- 

ments (30 h 30 e t  102 h) sont placées en non-prolifération à l a  même 

concentration f inale  en germes que ce l l e  du premier prélèvement. 

3n voit  sur la  figure 2 7  que les cellules de M5N1 ont 

sensiblement la m5me capacité de synthèse de polyosides pour des temps 

de croissance t rès  différents .  
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synthèse de polyosides en RN7,:annitd à 1 % 

(CF) par des c e l l u l e s  de la souche iClgNI 

prdlevëes d 3 moments d i f f ë ren t s  de la 

croissmce sur  RC manri i td  à 1 % (CF) ( 1 3  h, 

30h 30 e t  102 hl e t  placées en non-prolifd- 

ration. Dosage des polyosides par le  phdnol 

sulfurique. 

Néanmoins des cel lules  jeunes o n t  é té  préférentiellement 

uti  l isées  pour 1 a mise en non-?roli fé ra t i  on. Celà représente entre autres 

1 'avantage de pouvoir séparer aisément par centrifugation les ce1 1 ules 

d'un milieu de culture non visqueux, JÜ la synthèse de polyosides e s t  en- 

core fa ib le .  

Pour toutes nos expériences réalisées en condi t i  on de 

non-prolifération, nous avons uti  l i s é  des ce1 lules qui avaient cultivé 

pendant 20 heures (celà correspond à une densité optique de 1,30 e t  une 

9 concentration en germes de 10 bactéries/ml) sous agitation moyenne à 

30°C. 

4) Rôle des conditions de culture en mi l ieu complet sur la  ............................................ ---------- 
synthèse en non-poli  fération - -------------- ------------ 

Les colonies de l a  souche M5N1 sont peu muqueuses sur un . 

milieu complet solide RC additionné de glucose à 1 % (CF). Les figures 



26 e t  2 8  indiquent que ce t t e  souche cul t ive aussi bien sur un mi l ieu R C  

additionné de glucose que de mannitol. Par contre, l e  mi l ieu glucosé e s t  

beaucoup moins favorable à la synthèse de polyosides ( f i g .  28  ) . 
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croissance (en tmit plein) e t  synthèse de 

polyosides (en pointilZéI par la souche 

M f I  sur m " l i e u  RC glucos6 d 1 X ( C F ) .  

Dosage des polyosides par @tennination I 

P 
de poids secs 

I 

/ 
I 

/ 
0 

/ 

I I 

50 heure8 100 

On a recherché l ' influence des conditions de cultures en 

milieu complet sur l a  synthèse des polyosides lors de la mise en non-pro- 

l i fé ra t ion .  Pour celà  1 'apti tude à l a  synthèse de cellules de M5N1 cul- 

tivées sur un milieu RC glucosé à 1 % (CF) e t  prélevées à différents  

moments de l a  croissance (13h, 30h 30, 102h) a é t é  étudiée. L'expérience 

a é t é  conduite de la même façon que c e l l e  décri t e  précédemment. Les cel-  

lules de la  souche M5N1 synthétisent sensiblement les mêmes quantites de 

polyosides aux différents  moments de la  croissance excepté pour l e  tenips 

de 102h où le  système enzymatique semble un peu moins ac t i f  ( f i g  29 ) .  
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synthdse de poZyosides en RN mannith d 1 % 

(CF) par des ceZZuZes de la souche M 5 N I  

'préZevés d 3 moments d i f f é r e n t s  de la crois-  

sance s u  RC gzucosé d 1 % (CF) ( 1 3  h, 30 h 30 

e t  102 hl e t  pZackes en non proZifdration. 

Dosage des polyqsides pcr te  phinol sulfu- 

r ique.  

Par a i l l e u r s ,  les vitesses de synthèses sont identiques à cel- 

les observées pour des cellules ayant cul t ivé sur R C  mannité (rappel ficj 

27 ) .  

On peut donc dire  que l e  complexe enzymatique nécessaire à la 

synthèse des polyosides e s t  formé de la mSme façon en présence de glucose 

ou de mannitol. Celà dénote l e  caractère s table  de l ' a c t i v i t é  du complexe 

enzymatique de synthèse. 

Afin de pouvoir conserver des quanti tés importantes de ce1 lu- 

les  qui garderaient leur pouvoir de synthèse, la s t a b i l i t é  d u  complexe 
, 

enzymatique a é té  étudieesans fonctionnement ce1 lu la i re .  

5 )  S t ab i l i t é  du pouvoir de synthèse sans fonctionnement ------------- ----------- .......................... 
ce1 1 ulaire ---------- 

Des cel lules  ayant cul t ivé sur un  milieu RC mannité à 

1 % (CF) sont lavées dans du milieu R N -  puis concentrées e t  mises en 



suspension dans du mi l i e u  RN- sans source de carbone. E l  l e s  son t  conservées 

pendant des temps v a r i a b l e s  à + 4°C. A chacun des temps de conse rva t i on  

é tud iés ,  des c i n é t i q u e s  de synthèse de po lyos ides  o n t  é t é  r é a l i s é e s  en 

f o n c t i o n  du temps. Les numérations r é a l i s é e s  s u r  des c e l l u l e s  conservées 

pendant respec t i vement  Oh, 68h, e t  196h i n d i q u e n t  une absence de l y se .  Par 

a i l l e u r s ,  l e s  b a c t é r i e s  a i n s i  conservées garden t  l e  même p o u v o i r  de syn- 

thèse quelque s o i t  l e  temps de conse rva t i on  ( f i g  30 ) .  

FIG. 30 

synthése de poiyosides en milieu RN- 

mannitd à 1 % ( C F )  par des ce l lu les  de k 

souche MgNi prdleuées à 20 h de crois-  

sance e t  conserudes en R N  sans oses d 

+ I°C pendant des temps variables 10 h, 

68 h, 196 h l .  Dosage des polyosides 

par le phdnol s u l f d q u e .  

Les synthèses se f o n t  sans aucune l a tence  e t  c e l a  cor robore  

1 ' i dée  de 1 ' ex i s t ence  d 'un  complexe enzymatique t r è s  s t a b l e  même en 1 'ab- 

sence de t o u t  fonct ionnement ce1 1 u l a i  r e  . 
En conc lus ion ,  on peu t  d i r e  que l e  complexe enzymatique de 

synthèse des po lyos ides  pa r  l a  souche M5N1 e x i s t e  de façon permanente dans 

des condi ti ons par  f o i  s t r è s  d i  f f é r e n t e s  ( c r o i  ssance e t  non-pro1 i f é r a t i  on) . 
L ' a c t i v i t é  de synthèse e s t  impo r tan te  s u r t o u t  en présence de mann i to l  e t  

demeure t r è s  s t a b l e  dans des c o n d i t i o n s  de repos c e l l u l a i r e  à + 4°C. 

Celà nous a permis  de dé te rminer  l e s  c o n d i t i o n s  expér imenta les 

su ivan tes .  ,ious préparons un l i t r e  de c u l t u r e  de l a  souche M5N1 en m i  l i e u  

. RC manni té  sous a g i t a t i o n  r o t a t i v e  moyenne à 30°C pendant 20 heures. 



La culture e s t  lavée par du tampon R N -  puis remise en suspension dans 20 ml 

qsp de R N -  e t  conservée à t 4°C. A pa r t i r  de ce stock de cellules qui gar- 

dent toutes leurs aptitudes de synthèse pendant au moins 196h, nous pouvons 

réa l i ser  de nombreuses manipulations. Les cel lules  sont mises en non-~ro-  

l i fé ra t ion  en quantité t e l l e  q u ' i l  y a i t  une concentration f inale  d'snviron 

9 10 bactéri eslm1 . 

C - FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES DE LA SYNTHESE 

Dans ce chapitre,  nous étudions quelques facteurs pouvant 

avoir un retentissement sur l a  synthèse des polyosides. 

O n t  é t é  successivement analysés les  rôles de l a  température 

d'incubation des ce l lu les ,  de 1 'aération des suspensions de germes, d u  

pH de départ d u  milieu de non-prolifération e t  enfin de la concentration 

en substrats mis à la disposition d u  complexe enzymatique de synthèse des 

polyosides. 

L'influence de ces différents facteurs a é t é  étudiée sur des 

cellules mises en non-prolifération en présence de mannitol qui permet 

des synthèses correctes de polyosides. Le r5le qua l i t a t i f  du substrat  

osidique semble dès à présent t rès  important e t  sera étudié dans u n  cha- 

p i t re  ul tér ieur .  

1) Rôle de la température d'incubation -------------- .................... 
Quatre suspensions de germes en non->roi i fé ra t i  on dans d u  

milieu R N -  nannité à 1 % (CF.) sont placées sous agitation rotative moyen- 

ne e t  incubées chacune à une température différente (20°, 30°, 37O, 42" ) .  

Le complexe enzymatique de synthèse à une température opti-  

male de fonctionnernént voisine de 30°C ( f i g  31 ) mais supporte des tem- 

pératures voisines de 37°C. 11 e s t  partiellement inactivé à t 4Z°C. 
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synthèse de poZyosides par des bactdmes 

non prolif6rrmtes (souche M 5 N I )  en "- 
Lieu RN- mannité à 1 % ( C F )  d dif férentes  

températures 120°, 30°, 370r 42') d'in- 

cubation SOUS agi tat ion moyenne rotat ive.  

Dosage des polyosides par le  phénoL 

sulfurique. 

2 )  Rôle de 1 'aération _---__----__--_-_- 
La même expérience que précédemment e s t  réal isée aux 4 

températures différentes sans ag i ta t ion ,  c 'est-à-di re en anaérobiose 

par t ie l le .  La température optimale res te  voisine de 3 O o C .  Néanmoins, les 

vitesses de production de polyosides sont t r è s  nettement diminuées ce qui 

indique que l e  complexe enzymatique de synthèse e s t  inhibé par le  manque 

d'oxygène ( f i g  32 ) .  
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non 
agité 

synthèse de p o ~ y o s ~ d e s  par des bactéries 

non prolifërantes (souche MSNll en 

milieu R N  mannisé d 1 96 (CF) d d i f f é -  

rentes températures 120°, 30°, 37O, 42'1 

d'incubation sans agitation. 

Dosage des polyosidra par te  phénol 

sulfurique. 

Par ai 1 leurs,  1 'anaérobiose totale  pratiquée dans une jar-  

re à vide "SBL Gaspak System" inhibe presque totalement la  synthèse de 

polyosides. Ce qui confirme l e  fonctionnement aérobie du complexe enzy- 

matique 

3)  Rôle du pH -------- - 
Des synthèses de polyosides par la souche M5N1 au sein de 

milieux R N -  mannités à 1 % ( C F )  ajustés à différents pH (de 5 à 9 )  o n t  

é t é  réal isées  sous agitation à 30°C. La figure 33 indique que l e  comple- 

xe enzymatique de synthèse fonctionne de façon optimale à un pH voisin de 7 



FIG. 33 

Synthése de polyosides par des bactéries n a  

prolifdrantes (sol<ciies YSNI) en n i l i e u  RN- 

mmnitd à 1 X CF a j u s t i e  à di f fdren t s  pH. 

Incubation à 30' sous ag i ta t ion  moyenne pen- 

dant 60 heures. Dosage des polyosides par 

t a  technique de t a  radioact iv i td .  

4 )  Rôle de l a  concen t ra t i on  en s u b s t r a t  .................................... 

a - P r i n c i e e  - - -  
Le s u b s t r a t  du complexe enzymatique de synthèse e s t  l a  

source de carbone que 1  'on a j o u t e  au m i l i e u  RN- de n o n - p r o l i f é r a t i o n .  C:) 

r é a l i s e  des synthèses de po lyos ides  p a r  l a  souche M5N1 en f a i s a n t  v a r i e r  

l a  concen t ra t i on  f i n a l e  en mann i to l  (de 5 % à 0,02 %). 

Les c i n é t i q u e s  de synthèse en f o n c t i o n  des d i f f é r e n t e s  

concen t ra t i ons  en s u b s t r a t  son t  é t a b l i e s  . 

b - R é s u l t a t s  - - - -  
Les v i t e s s e s  de synthèses s o n t  prat iquement  i d e n t i q u e s  

pour des concen t ra t i ons  f i n a l e s  en mann i t o l  supér ieures  à 0,2 %. A p a r t i r  

de c e t t e  de rn iè re  concen t ra t i on  en s u b s t r a t  l e  complexe enzymatique a  

prat iquement  a t t e i n t  sa v i t e s s e  maximale ( f i g  34 e t  3 5  ) .  



' i FIG. 34 

; sgnthèse de polyosides par des bactkries 

n a  pro l i férantes  (souche !-î N ) en nrt l i e u  
5 1 

RN- additionné de mannitol à d i f j ë ren tes  

c o n c e n t m t i a s  finales 10,02 X  d 5 X )  dosage 

dss  polyosides par le phSn02 sulfuriqtle. 

FIG. 35 
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dtuàe de la v i t e s s e  de production de polyo- 

s ides  en fonction de la c a c e n t m t i o n  de 
substrat  (en mannitol de 0,02 X  d 5 X (CF) 
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1 CF d e  3 mannitol en % 51 



débuts de synthlscsde poZyosides par des 

bactdries non prol i férantes  (M5NIl en 

mil ieu RN- additionnd de mannitol d d i f f ë -  

rentes concentrations finales e t  & man- 

n i t o l  14C (0,l @/ml C.F.) 

Dosage des potyosides par la technique 

de radioact iv i té .  

6 heures 10 

Nous avons v é r i f i é  que l e s  concen t ra t i ons  en s u b s t r a t s  i n f é -  

r i e u r e s  à 0,2 % ?rovoquaient  des fonct ionnements du complexe enzymatique 

à des v i t e s s e s  e f f ec t i vemen t  d i f f é r e n t e s  . Les v i t esses  de synthèse on t  

é t é  é tud iées  en d é t a i l  au début de l a  mise en n o n - p r o l i f é r a t i o n  pendant 

des temps p l u s  c o u r t s .  

La f i g u r e  3s con f i rme l e s  observat ions f a i  t e s  pour  des syn- 

thèses r é a l i s é e s  pendant des temps p l u s  longs.  



En conclusion, on peut dire  que le  complexe enzymatique 

de l a  synthèse des polyosides de l a  souche M5N1 fonctionne préférent iel le-  

:.lent en aérobiose à un  pH optimal voisin de 7 . 1 '3c t iv i té  de ce complexe 

e s t  presque maximale pour une concentration en substrat  égale ou supérieure 

à 0,2 % e t  pour une température d'incubation des cellules voisine de 30°C. 

Après avoir étudié l e  r j l e  de ces facteurs physico-chi- 

miques de la synthèse des polyosides, l ' influence qualitative d u  substrat  

osidique a é t é  recherchée. 

D - R O L E  QUALITATIF DES OSES 

L 'observation des di fférences d '3xpressi on du caractère muqueux 

par l a  souche M5N1 sur des milieux complets RC additionnés s o i t  de mannitol 

s o i t  de glucose, nous f a i t  entrevoir 1 'importance qual i ta t ive des oses 

dans la synthèse des polyosides. S i  nous parlons de la  souche M5N1 muqueu- 

se cultivée s i r  RC manni t é  à 1 X (CF)  , DELATTRE (20 ) fai  t mention de 1 ' i  - 
çolement sur l e  milieu R C  glucosé à 1 % (CF)  d'une souche M5N1 non muqueu- 

se fac i le  d'emploi pour les  travaux de génétique bactérienne. 

Par ai 1 leurs,  une étude comparative des ci nétiques de produc- 

tion des polyosides par des bactéries en croissance en présence s o i t  de 

mannitol s o i t  de glucose nous avait  montré qu'en 100 heures de culture,  

l e  mannitol permettait une synthèse sensiblement deux fois  supérieure à 

ce l l e  observée en présence de glucose (rappels f i g  26 e t  28 ) .  

Nous avons tout d'abord mis en évidence les différences de 

fonctionnement du  complexe enzymatique de synthèse des polyosides par l a  

souche M5N1 sur différents  substrats carbonés. 

Puis l e  mécanisme d 'u t i  l i sa t ion  différent iel  le  de ces substrats 

a commencé à ê t r e  étudié.  



1 )  Mise en évidence ---------------- 
De nombreuses sources de carbone ont é té  u t i l i sées  comme 

substrats d u  complexe enzymatique de synthèse des bactéries M5N1 ; cet te  

étude devait permettre de classer d'une pa r t ,  à côté du  mannitol, les bons 

substrats e t  d ' au t re  pa r t ,  à côté du  glucose , les substrats pl us médiocres. 

Pour réa l i ser  cela rapidement la souche M5N1 a é t é  cultivée 

dans u n  premier temps sur des mi 1 ieux complets RC , additionnés de 1 'une des 

sources de carbone étudiées à la concentration f inale  de 1 %. Dans un 

deuxième temps, la mise en évidence a é t é  complétée par l 'établissement 

des cinétiques de synthèses en non-prolifération, effectuées en présence 

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

bles pour l e  comylexe enzymatique de synthèse. 

a - Etudes ------- préliminaires d u  rôle qual i ta t i f  .......................... des oses dans la  

synthèse de polyosides par des bactéries en croissance - ---------- -- ------- .............................. 
La souche :45N1 a é t é  cultivée sur des milieux RC s o i t  s o l i -  

des s o i t  liquides e t  dans les 2 cas additiornés de 1 'une des sources de 

carbone étudiées à une concentration f ina le  de 1 %. 

a) Culture sur milieu complet solide 

On juge d u  rôle de 1 'ose dans la synthèse de polyosides, 

en comparant les  caractères plus ou moins muqueux des colonies de M5N1 

obtenues aorès des temps de croissance identiques e t  f ixés i c i  à 5 jours. 

Le tableauvxninet en évidence une préfgrence du fructose, 

mannitol, so rb i to l ,  adonitol, ribose e t  glycérol en tant que substrat  Dour 

le  complexe enzymatique de synthèse des polyosides. 

Néanmoins, la souche M5N1 u t i l i s e  presque toutes les sources 

de carbone étudiées pour sa croissance exceptés le  dulcitol e t  les sucres 

acides ( t e l s  les  acides gl ucuronique e t  galacturon-ique ) . 



Toutes les  autres sources de carbone permettent la  croissance de la souche 

M5N1 mais sont de médiocres substrats pour la synthèse des polyosides 

Le caractère inhibiteur du  glucose dans la synthèse des 

polyosides s'exprime même en présence d'un bon substrat  te l  l e  mannitol. 

Ainsi les  colonies de la souches M 5 N 1  sont moins muqueuses s i  e l l e s  sont 

cultivées,  sur un milieu RC additionné de glucose e t  de mannitol à 1 % 

chacun en concentration f ina le ,  plutôt  que sur u n  mi l ieu RC additionné de 

mannitol seul à 1 % en concentration f inale  (tableau V&XI ) . 
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fi) Culture sur milieu complet liquide 

La détection des fonctionnements différent iels  des substrats 

carbonés a é t é  confirmée par une étude en milieu complet liquide. Les po- 

lyosides obtenus sur  les  milieux RC additionnés d'une des sources de car- 

bones étudiées ont é t é  dosés par pesée des poids secs purifiés correspondant 

au même volume de mi lieu e t  incubés dans les mêmes conditions d 'agi ta t ion 

moyenne à une température de 30°C pendant l e  même temps (165 heures). 

La croissance a été  contrôlée en mesurant régulièrement la 

densi té  optique ; on peut remarquer que tous les substrats étudiés permet- 

ten t  à peu près l a  même croissance de l a  souche M5N1 mais produisent des 

quanti tés  t rès  différentes de polyosides (tableau IX ) . 

TABLEAU IX : Croissance (mesure de 

l'absorbante des cul tures  à 600 nm) e t  

synthèse des polyosides (dosage par 

pesde des poids secs en f i n  de 

synthèse par l a  soxche M rV c u l t i d e  
5 1 

sur des milieux RC additionnds de 

d i f fbren tes  sources de carbone à 

1 % (CF) 

I 

1 

W J N I T O L  

DO ' o k 1  
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Ces observa t ions  o n t  é t é  complétées p a r  1  'é tude des c i n é -  

t i ques  de synthèses de po lyos ides  en f o n c t i o n s  des s u b s t r a t s  carbonés. 

b - Rôle g u a l i t a t i f  des oses dans l a  synthèse de e ~ l y o ~ j b e s  ----- ............................ ---------- 
Far  des b a c t é r i e s  non-pro1 i f é r a n t e s  ..................... ------------ 

Les s u b s t r a t s  convenables t e l s  l e  f r uc tose  e t  l e  mann i t o l  

pe rmet ten t  des synthèses p r o p o r t i o n n e l l e s  au temps de n o n - p r o l i f é r a t i o n .  

Ces 2 s u b s t r a t s  f o n c t i o n n e n t  avec des v i t e s s e s  un peu d i f f é r e n t e s  ; l a  

souche M5N1 p r é f é r a n t  l e  f r uc tose  au mann i to l  ( f i g  37 ) .  Le g l y c é r o l  e s t  

un s u b s t r a t  net tement  i n f é r i e u r  aux oses précédemment c i t é s  mais il c o n v i e n t  

beaucoup mieux que l e  g lucose.  Ce d e r n i e r  a i n s i  que l e s  a u t r e s  oses é t u d i é s  

f o n t  a p p a r a î t r e  des synthèses q u i  p résen ten t  t r è s  rapidement un p l a t e a u  

q u i  f a i t  penser  à une i n h i b i t i o n .  

FIL:. J7 

synthèse de poZyosides par des bactdries  - 
non proLifdrantes (souche .Y21 ) en 3.V 1 
cdd i t i cnnd de di f f z ' rentes  sources de 

carbone à 1 % (CF) 

L'ensemble de ces r é s u l t a t s  nous a u t o r i s e  à c l a s s e r  l e s  

subs t ra t s  carbonés en deux c a t é g o r i e s .  D'une p a r t ,  ceux qu i  s o n t  des bons 

subs t ra t s  pou r  l e  complexe enzymatique de synthèse des po l yos i des .  Ce s o n t  



principalement l e  fructose, l e  mannitol e t  l e  sorbitol  auxquels on peut 

rattacher des oses qui sont des substrats un peu moins convenables t e l s  

1 'adonitol , l e  ribose e t  l e  glycérol. D'autre par t ,  les  autres sources de 

carbones ci-étudiées dont le  glucose qui sont de médiocres substrats pour 

la synthèse des polyosides. 

Par a i l l eu r s ,  l e  glucose e t  l e  galactose ajoutés ensemble 

à des bactéries non-proliférantes à raison de 0 ,5  % par ose en concentra- 

tion f ina le  ne permettent pas une meilleure synthèse que l e  glucose e t  l e  

galactose seuls ( f i g  38 ) .  11 e s t  t rès  curieux de constater que des oses 

t e l s  l e  fructose ou l e  mannitol sont plus favorables à la synthèse d u  

?olyosi de que ses constituants osidiques (glucose e t  galactose) . 

FIG. 38 

synthkaes coniparées de polyosides pcr des 

annitol bactéries  non prolifdrantes (souche W if I 
5 1 

en RN- additi3nr.d~ de sources de carbone 

d l X (CF) (mannitol, glucose, glucose 

plus gaiuctosel . 
lucose et galactose 
alactose 
lucose 

11 devient t r è s  interessant d 'étudier l e  mécanisme de ce t -  

t e  inhibition de la synthèse par certains oses d o n t  l e  glucose. 



2)  Mécanisme .............................. d'inhibition de l a  synthèse ------ 

a - Hypothèses - - - -  

On peut émettre 2 hypothèses expliquant l e  mécanisme de 

ce t te  i nhi bi t i  on 

1" dans certaines conditions, l e  système enzymatique de 

synthèse ne s e r a i t  pas synthétisé.  On pourrait imaginer une répression 

catabol ique par exemple. 

2' l e  complexe enzymatique s e r a i t  synthétisé mais i l  

s e ra i t  inhibé par une cause restant  à déf in i r .  

b - Rôle - - - du - glucose 

Dans des expéri ences décri tes précédemment nous avions 

montré que des ce1 lules ayant cultivé en milieu complet additionné s o i t  

de glucose s o i t  de mannitol synthétisaient des quantités de polyosides 

presque identiques s i  e l l e s  é ta ien t  placées dans des conditions de non- 

prolifération en présence de mannitol (rappel f ig  27 e t  2 9  ) .  

De cet te  expérience, on peut conclure que l e  complexe en- 

zymatique de svnthèse é t a i t  présent en milieu complet RC glucosé 

où i l  fonctionnait mal ( l a  synthèse e s t  2 fois  moins importante en R C  glucosé 

qu'en RC manni t é  ; (rappel f i g  2 8  e t  2 6  ) . En e f f e t  dès qu'on replace les 

cellules issues d u  milieu RC glucosé dans un milieu R N -  mannité l e  complexe 

enzymatique parti  e l  lement inhibé retrouve immédiatement toutes ses apti t u -  

des de synthèse (rappel Ciq 2 9  ) .  

Par a i l l eb r s  les mêmes cel lules  de la souche M5N1 ayant 

cultivé sur  R C  mannité e t  sur R C  glucosé (msmes manipulations que cel les  

préci tées)pendant 13h, 3'1h 30 e t  102h ont é t é  placées également en non- 

prolifération en présence de glucose à 1 % ( C F ) .  

Quelque s o i t  1 'âge des ce1 lules en nombre égal l a  synthè- 

se de polyosides dans les  2 cas e s t  inhibée en présence de glucose ( f i g  

39 e t  40 ) .  
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synthc'se de polyosides en RN- gZurosc! à 1 % 

(CF) par des ceZluZes de ia so*che b 1 5 N I  

prd ledes  à 3 moments d i f f ë r z n t s  de l a  crois- 

sance sur RC rnmnitk à 1 % (CF) (13  h, 30 h 30, 

102 h )  e t  placées en n a  prol i férat ion.  
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pynthèse des poZyosides en RN- gZucosé à 

1 % (CF) par des ceZZuZes Be Za souche 

pr6Zeuées à 3 moments d i f f d r e n t s  de 
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13H f i 3  h, 30 h 30, IO2 hl e t  placées en non 

30H30 pro l i f é ra t ion .  Dosage des po Zyosides par 

Ze phdnol su l fw ique .  
102 H 

50 heures 150 

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

thèse des polyosides de la souche H5N1 e s t  produit de fason permanente en 

présence de glucose comme de mannitol . Ce1 a e s t  en faveur de la seconde 

hypothèse selon laquelle l e  complexe enzymatique s e r a i t  toujours synthé- 

t i s é  mais i l  pourrait Etre inhibé. Le glucose semble bien remplir la 



fonction d ' i nhi bi teur .  D ' a i  1 leurs s i  1 'on compare les synthèses par des 

bactéries non-pro1 i férantes en R N -  manni t é  e t  gl ucosé , on s 'aperçoit que 

les vitesses de production de polyosides sont sensiblement identiques pen- 

dant 30 heures. Puis la  synthèse devient stationnaire en présence de glu- 

cose ( f i g  41 ) à p a r t i r  de ce moment. 

synthdses coqarbes de polyosides par des 

ceZluZes (souche ),f5Nll prSZevées à 30 h de 

croissance e t  mises en non prol i fdmtion 

respectivemgnt sur RN- gZucosé à 1 5 (CF) 

(en t r a i t  plein) e t  sur RN- mannit6 d 1 Ib 

(CF) (en pointil  281. 

50 heures 150 

Le glucose par une raison qu ' i  1 reste à préciser emp3che- 

r a i t  l a  synthèse de se continuer. Néanmoins, i l  reste surprenant que des 

oses t e l s  le  fructose ou le  mannitol qui devraient rejoindre les voies 

de dégradation d u  glucose, luissent favoriser la synthèse des polyosides. 

c - Rôle du pH- - - -  
Le glucose peut inhiber la  synthèse par lui-msme ou par 

un produit de son catabol isile. Pour ten ter  de préciser cela ,  nous sommes 

part is  d '  une observation. 

En e f f e t ,  on peut remarquer que l a  mauvaise synthèse de 

polyosides en présence de glucose par des bactéries en croissance 



(tableau X ) s'accompagne toujours d'un? baisse de pH plus importante e t  

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

TABLEAU X : Evolution des pH des mi l ieux de cul ture  RC (additionnés de d i f f é r sn tes  .sow.cos 

de carbone d 1 %, CF)  i nocu t i s  avec l a  souche M fl e t  incubés d 30' sous 
5 1 

ag i ta t ion  mouenne. 

Temps de 

culture 

d 1 %, C F )  inocuZés avec la  souche h i S N I  en non pro t i f i ra t ion  à 30' sous 

t 

PH 

--- 
T o n ~ ~  de non 
P r o l i f é r a t i o n  

21h 3 0  

41h 3 0  

lOOh 

ag i ta t ion  moyenne. 

21h 3 0  7 a4 7,4 7 94 

11 en e s t  de même pour-les milieux de synthèse e n  non prolifération 

TABEAU XI : Evolution des pH des milieux RIJ fadditionn8.s de d i f f é ren tes  sources & carbone 

(Tableau )I('f. ) 

ARABINOSE GLUCOSE 

41h 30 1 6.9 

GLUCOSE 

531 

5 

499 

GALACTOSE MANNOSE 

6,8 

4,6 

495 

87h 3 0  

165h 

MANNOSE 

5.4 

4,5 

4 ¶ 4 

d 

FRUCTOSE GLYCEROL 

4 a9 

4,5 

ARABINOSE 

MANNITOL 

6 $8 

4,9 

4,6 

FRUCTOSE GALACTOSE 

6,7 

4,9 

4,6 

GLYCEROL 

691 

4,7 

435 

MANNITOL 

7,5 

7,5 

7,5 

7,5 

794 

7 9 4  

7 35 
I 

6 1 7,5 
I 

4,9 

- 
4.9 5 

7,5 

7 s5 

794 

7,5 

7 , 3  

7,5 

7,2 

6,9 



En f a i t  on p e u t  d i s t i n g u e r  d 'une p a r t  l e s  s u b s t r a t s  conve- 

nables (précédemment c i  t és ) ,  pour  l a  synthèse des po lyos ides ,  e t  qu i  f o n t  

t r è s  peu ba i sse r  l e  pH des m i l i e u x  de synthèse. D ' a u t r e  p a r t  l e s  s u b s t r a t s  

médiocres ( c i  tés  an té r ieurement )  provoquent une b a i s s e  de pH r a p i d e  e t  

impo r tan te  ( tab leaux  x e t  X r  ) . 
A l a  s u i t e  de ces observat ions nous pouvons émet t re  1  'hy-  

pothèse que l e  glucose l u i  -même n ' i n h i b e r a i t  pas l a  synthèse. 11 p o u r r a i t  

s ' a g i r  d ' u n  p r o d u i t  du métabol isme q u i  en a c i d i f i a n t  l e  m i l i e u  i n a c t i v e -  

r a i t  l e  complexe enzymatique. Cela semb le ra i t  d ' a u t a n t  p l u s  vra isemblable 

que l e s  pH acides i n h i b e n t  l a  p roduc t i on  de po l yos ides  ( r appe l  f i g  33 ) .  

Pour c o n f i r m e r  l e  r ô l e  i n h i b i t e u r  du pH ac ide  du m i l i e u  

de synthèse, nous avons r é a l i s é  2 types d 'expér iences : 

1" des synthèses de po lyos ides  en présence de glucose 

dans un mi 1  i e u  t r è s  tamponné 

2' des synthèses en présence de mann i t o l  où 1 'on f a i t  

b a i s s e r  a r t i f i c i e l l e m e n t  l e  pH au bou t  de 30 heures, moment à p a r t i r  

duquel l a  synthèse en présence de glucose, diminue. 

a) Synthèse de po lyos ides  en m i l i e u  t r è s  tamponné 
g lucosé 

Des c e l l u l e s  de M5N1 son t  placées en n o n - p r o l i f é r a t i o n  

en présence de glucose dans 3 tampons de f o r ce  i o n i q u e  d i f f é r e n t €  

(K2HPo4, 2M ; KH2P04, 0,3M d i l u é  respect ivement  au 1/10', 1/40", 1 /80") .  

Les c o n t r ô l e s  du pH s o n t  e f fectués r é g u l i è r e ~ e n t  pour  j u g e r  de l ' e f f i c a c i t é  

des s o l u t i o n s  tampons ( t a b l e a u  XII ) . 



TABLEAU XII : Emlution des pB des milieux Rlr'et topons  phosphate (additionnés de glucose 

d 1 % (CF) inoculés avec lu souche M5NI en non proZifémtion à 30' sous 

agitation mouenne. 

Temps de non 

prolifération 

24 H 

43 H 

68 H 

114 B 

142 H 

186 H 

On v o i t  s u r  l a  f i g u r e  4 2  que l e  tampon (K2HP04. 2M ; 

KH2P04, 0,3M d i 1  ué au 1/40°) e s t  l e  p l  us f a v o r a b l e  à l a  synthèse . Dans 

ce tampon l e  pH ba i sse  moins rapidement qu 'en m i l i e u  RN- g lucosé mais p l u s  

qu 'en m i  l i e u  RN- manni t é .  La mise en n o n - p r o l i f é r a t i o n  dans un m i l i e u  p l u s  

tamponné (K2HP04, 2M ; KH2P04, 0,3M d i l u é s  au 1/10°) permet des v a r i a t i o n s  

moins impor tantes du pH mais l a  f o r c e  i on ique  d e v i e n t  dé favorab le  à l a  

synthèse de po lyos ides .  

PH 

En f a i t  dans ces 'm i  l i e u x  t r è s  tamponnés, l e s  c o n d i t i o n s  

dev iennent  défavorables au m a i n t i e n  en v i e  des c e l l u l e s  de M5N1 q u i  se l y s e n t .  

$H Po4, 2M 

KH2P04, 0.3M 

D i l u é  au 1/10" 

7,2 

7,2 

7,2 

791 

7 s 1 

7 

K2H Po4. 2M 

KH2P04. 0,Yd 

D i l u é  au 1!40' 

7 

6s9 

6,6 

6.2 

6 

5,8 

K2H Po4. 2M 

KH2P04. 0.3M 

D i l u é  au 1/80" 

7 

6,8 

6,2 . 

5.6 

5,4 

5,2 

RN- 

5.1 . l 
5 

4,7 

4.6 

4s 6 

496 



Cela pourrait expliquer la production plus fa ib le  de polyosides synthétisés 

par u n  nombre moins important de ce1 1 ules . Par contre 1 'u t i  l i sa t ion  

de solutions moins bien tamponnées permet la survie de cel lules  mises 

en non-;~rol i fé ra t i  on mais n 'empêche pl us aussi efficacement la baisse de 

pH. Ce1 a pourrai t expliquer que 1 a synthèse optimale de polyosides en pré- 

sence de glucose s o i t  environ deux fois  inférieure à cel le  obtenue en 

présence de mannitol . 

FIG. 4 2  

synthèse de potyosides p a r  dss  bactdKes 

?.on proiiférantes (souche .Y N ) placies 
5 1 

d m s  les  milieux suivants additionnds de 

glucose à I x CL :A RN- ; ,& K ~ K P O ~ ,  

2 M e t  KH2P040, 3 M d i  ltd au I/IOe ; 

A K ~ H P O  2 M e t  X R ~ P O ~ O ,  3 .Y +: Z A  mi 

1/80e ;A X2HP04, 2 M e t  XR PO 0 , 3  N 
2 4 

diluk au 1/40e. 

Dosage des polyosides par l e  phénol 

8 ~ l f u A q ~ e .  

Pour confirmer l e  retentissement du pH acide sur la 

synthèse des polyosides, nous avons a ~ a i s s é  a r t i f i c i e l  lement l e  pH d '   ne 

suspension de ce1 lules de M5N1 dans u n  mi l ieu R N -  manni t é .  



6) Synthèse de po lyos ides  en m i l i e u  RN- mannité avec 
ba isse  a r t i f i c i e l l e  de pH 

Une suspension de c e l l u l e s  de M5N1 e s t  mise en n o n - p r o l i -  

f é r a t i o n  dans du m i l i e u  RN- manni té  à 1 % (CF) en a g i t a t i o n  moyenne à 30°C 

pendant 30 heures. A ce moment l a  suspension de germes e s t  d i v i s é e  en 

3 p a r t i e s  égales. La première p a r t i e  e s t  l a i s s é e  t e l l e  q u e l l e . ' l a  deuxième 

f r a c t i o n  e s t  ré incubée après un a justement  de pH à 6,5 p a r  de 1 'ac ide  phos- 

phor ique  d i l u é  s t é r i l e  e t  l a  t r o i s i è m e  f r a c t i o n  e s t  a j u s t é e  de l a  même 

façon à un pH de 5,5.  Les t r o i s  f r a c t i o n s  son t  ré incubées dans l e s  mêmes 

c o n d i t i o n s  que c e l l e s  i n i t i a l e m e n t .  La f i g u r e  met en évidence une i n h i -  

b i  t i o n  t r è s  n e t t e  de l a  synthèse pour  un pH de 5,5 ; ce q u i  conf i rme encore 

l e  pH op t ima l  de fonct ionnement  du complexe enzymatique ( r a p p e l  f i g  33 ) . 

F I C .  43 

Synthèse de polyosides par des ceZlules de 

la  souche M 5 N 1 en non prolifdration en EN- 

mûnnitd 1 X (CF) pendrmt 30 heures puis 

&part ies  en 3 volumes 6gau.z e t  a justés  2 

3 pH d i f f d r t n t s  (7,s ; 6,s ; 5 , s )  dosage des 

poZyosUdes par Ze phdnoZ s u t f k q u e .  



Notons qu'après l'ajustement a r t i c i e l  du pH, ce dernier 

res te  constant pendant toute la durée des synthèses en R N -  manni t é  (tableau 

TABLEAU XIII : Evolution des pH des milieux RN- (additionné ak mannitol d 1 % C F )  

inocutde avec t a  souche M 5 N 1 en non prol i férat ion pendant 30 heures 

puis ajustkes  ar t i f i c i e l l ement  d d i f f é ren t s  pH (7,s ; 6,s ; 5,s). 

Xli l  ) . 

r-Tenps de non 
p r o l i f é r a t i o n  

I 
30 H 

- 

80 H 

[ 94 H 

b 

1 

120 H 

E n  conclusion, on peut d i re  que le  glucose par lui-  

même n'inhibe pas la  synthèse de polyosides. 11 s ' a g i r a i t  de produits aci-  

dif iants  du  catabolisme du glucose qui inactiveraient le  complexe enzy- 

matique. Néanmoins on peut se demander s i  en plus de ce t te  inhibition le  

complexe enzymatique ne préférerai t  pas l e  mannitol au glucose comme subs- 

t r a t .  Cette préférence pourrait  ê t r e  l i ée  à des voies par t icul ières  de 

biosynthèse préférent iel le  à par t i r  de substrats t e l s  le  mannitol ou l e  

fructose. Dans ce cadre, nous avons réal isé  des expériences de compétition 

entre l e  glucose e t  l e  mannitol ou l e  fructose. 

PH ---1 
Fract ion 

pH 7,5 

795 

6,9 

Cs9 

699 

ZOOH 1 <*9 6 1 5.3 

Fraction a j u s t é e  
a pq 6,s 

695 

6 93 

6 93 

6 2  

Fract ion a jus tée  
à pH 5,5 

595 . 

5 94 

5 94 

5.3 



d - compéti t i  un des substrats 

Deux lo t s  des mêmes cel lules  de M5N1 sont mises en non- 

prolifération dans du milieu R N -  additionné à l a  fo is  de glucose e t  de man- 

nitol  froids en quantités égales (500 ~ i g / m l ) .  Un des lots  e s t  additionné 

d'un aliquot de glucose 14c e t  1 'autre l o t ,  de mannitol 14c. . 

On mesure dans le  temps l ' incorporation d u  carbone mar- 

qué dans les polyosides formés e t  la disparit ion des oses u t i l i s é s  à la 

synthèse. Dans les 2 expériences, le  mannitol a  é t é  pl us uti 1 i s é  que l e  

glucose . 

l4c 7rc. 45 - - - - - -4 glucose 

synthhse dc polyosides par des celluZes 

dc l a  souche !4 Y pZacées en non prol i f&- 

polyosides 14c 
$ 1  

~ a t i o n  en RN additicnn& de 500 yg/mZ 

100 heures 200 
d e  glucose e t  de 500 pg de mannitol 

plus tine pzr t ie  aliqrtote d'ose mûrqtd 
A au I4c qui  e s t  s o i t  : 

A. o,o.i/iici/m~ de glucose ' # c  

Etude de l ' i n c o ~ p o m t i o n  des oses m d i o -  

actl:fs dans l e s  polyosides formds e t  de 

ia dispari t ion de ces oses marqués u t i -  

Zisés. 

1 4  
polyosides C 

mannitol 14c 



,En e f f e t  l e  carbone de mannitol marqué a é t é  incorporé en 

plus grande quantité ( f i g  4 5 A  ) que l e  carbone du glucose marqué ( f i g  45 B ) 

au sein de l a  même quantité de polyosides synthétisés en présence de plucose 

e t  de mannitol. Cela e s t  en accord avec les quantités résiduelles des oses 

après l a  synthèse puisqu'i l  res te  beaucoup plus de glucose que de mannitol 

(fig45 A e t  45 B ) . Dans les 2 cas,  on constate une perte importante des oses 

qui ont vraisemblablement é t é  u t i l i s é s  pour le  métabolisme de base des cel-  

lules  en non-pro1 i fé ra t ion .  



E - DISCUSSION 

Le complexe enzymatique de synthèse de po lyos ides  de l a  souche 

M5N1 e s t  p r o d u i t  quelque s o i e n t  l e s  c o n d i t i o n s  de c ro issance .  Il e s t  s t a b l e  

même en repos  c e l l u l a i r e  à +4OC. 11 f onc t i onne  de façon  op t ima le  à 30°C en 

aérobiose dans une zone de pH v o i s i n e  de 7 .  

Ce r ta i ns  oses t e l s  l e  f ruc tose  e t  l e  mann i to l  son t  des s u b s t r a t s  

p a r t i c u l  i èrement f avo rab les  à l a  p roduc t i on  de po lyos ides  e t  ne Provoquent 

pas de b a i s s e  de pH du m i l i e u  de synthèse. La mauvaise synthèse en présence 

de s u b s t r a t s  p lus  médiocres don t  l e  glucose e s t  c o r r e l a t i v e  d 'une  impor tan-  

t e  ba isse  de pH. 

L ' i n c o r p o r a t i o n  p r é f é r e n t i e l  l e  du 14c i s s u  du mann i to l  permet 

de d i r e  que c e t  ose e s t  d i r i g é  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  vers  des vo ies de b i o -  

synthèse des po lyos ides .  Par c o n t r e  l e  g lucose s e r a i t  dév ié  vers des vo ies  

de ca tabo l i sme c o r r e l a t i v e  d ' a c i d i f i c a t i o n  du m i l i e u  de synthèse. 

Néanmoi ns i 1 n  ' e s t  pas poss i  b l  e  a c t u e l  lement de détermi  ner  

avec p r é c i s i o n  l a  cause exacte de ces vo ies p r é f é r e n t i e l l e s .  On   eut 

cependant avancer 2 t ypes  d ' e x p l i c a t i o n s  : 

- Le g lucose s e r a i t  dégradé t r è s  rap idement  pa r  l e s  c e l l u l e s .  

Ce la  p rovoque ra i t  une ba isse  de pH impor tan te  amenant une a c i d i f i c a t i o n  

i n t r a c e l l u l a i r e  i ncompa t i b l e  avec l a  synthèse de po lyos ides .  Par con t re  

l e  f r uc tose  ou l e  mann i t o l  q u i  s e r a i e n t  p l u s  lentement  dégradés a c i d i -  

f i e r a i e n t  t r è s  peu l e  m i l i e u  de synthèse. Consécutivement ces oses s e r a i e n t  

u t i l i s é s  à l a  p r o d u c t i o n  de po l yos ides .  



- Les métabolismes d u  fructose e t  du mannitol seraient  dir iqés  

préférentiellement vers la biosynthèse par l ' intermédiaire des u D P  fructose 

ou U3P mannitol qui s 'épimériseraient en sucres activés cons t i tu t i f s  des 

polyosides ( U D P  glucose e t  UDP galactose). Par contre l e  glucose s e r a i t  

préférentiel lement dévié vers les voies de la  glycolyse. 





C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

Par ce t ravai l  nous avons voulu avoir une vue d'ensemble sur les  

polyosides de 9hizobium. Nous avons d'abord étudié la composition chimique 

de ces polyosides puis les  modalités générales de leur synthèse. 

En ce qui concerne l e  premier point, les polyosides d u  genre 

Rhi zobiun sont s o i t  solubles e t  excrétés dans l e  mi l ieu  extérieur (souches 

de Rhizobium à croissance rapide) s o i t  adhérents aux structures par'étales 

des souches de Rhizobium à croissance lente.  

Notre étude a concerné essentiellement les polyosides solubles 

de Rhizobiu~ à croissance rapide e t  plus spécialement ceux de Rh-meliloti. 

11 e s t  d i f f i c i l e  de produire des polyosides en quantités apprécia- 

bles dans un milieu synthétique qui convienne à l a  croissance e t  à la synthèse 

de ces macromolécules par 1 'ensemble des espèces de Rhizobium. Par contre, 

on peut obtenir des grandes quanti tés de polyosides en non-prolifération dans 

un milieu tamponné sucré. 

La production de polyosides en milieu complet e s t  favorisée Dar 

1 'emploi d 'ex t ra i t s  de levure fraîche contenus dans l e  milieu de WRIGHT ; ce 

dernier donne de meilleurs résu l ta t s  que des milieux renfermant des ex t r a i t s  de 

levure sec comercial isés .  Le milieu de WRIGHT permet une synthèse de polyosides 

en quantités variables mais l e  plus souvent assez importantes par l'ensemble 

des souches de Rhizobium à croissance rapide e t  2 souches à croissance lente .  

Les polyosides obtenus sont r e l a t i  vement purs puisque pratiquement 



exempts de phosphates e t  d 'azote. I l  s sont cons t i  tués d 'oses neutres (gl ucose, 

galactose, mannose e t  quelquefois hamnose) e t  d'acide gl ucuronique en 

quanti tés vari ables . 

L'absence de mannose dans les polyosides synthétisés par des 

bactéries non-proliférantes e t  la  présence de mannanes dans 1 ' e x t r a i t  de 

levures permettraient de penser que l e  mannose des polyosides de bactéries 

proliférantes sur u n  m i  l ieu de WRIGHT pourrait provenir tout au moins en 

part ie  de ces mannanes. 

L'étude de la synthèse des polyosides de la  souche M5N1 par des 

bactéries non proliférantes a pu ê t r e  réal isée grâce à 1 'u t i l i sa t ion  d'une 

technique de fractionnement sur Sephadex en uti  1 i san t  u n  traceur radioactif  

(ose 14c ajouté au milieu de non prol i férat ion) .  

La synthèse des polyosides s 'effectue à par t i r  du  mannitol de façon optimale 

à 30" C en aérobiose dans une zone de pH voisine de 7.  La vitesse de synthèse 

e s t  maximale pour des concentrations f inales  en mannitol supérieures ou 

égales à 0,2 %. 

La nature du substrat  carboné a une importance capitale pour l a  

synthèse. On peut c lasser  les substrats carbonés en 2 catégories ; d'une par t ,  

ceux qui sont de bons substrats (fructose,  mannitol e t  sorb i to l )  e t  ceux 

qui1 sont de médiocres substrats  (dont l e  glucose e t  l e  galactose).  

Cependant, l e  complexe enzymatique de synthèse des polyosides de 

la  souche M5N1 e s t  synthétisé par des bactéries en croissance quel que soi t 

l e  substrat  car~oné .  I l  e s t  s table  e t  fonctionne pendant des teiiips assez 



longs en non prolifération ; les  cellules gardent leur aptitude à l a  synthèse 

pendant au moins 196 h de repos ce l lu la i re  à + 4". 

Les substrats  carbonés donnant une synthèse convenable (fructose,  

mannitol, sorb i to l )  ne provoquent pas d'abaissement de pH d u  milieu au cours 

de leur catabolisme ; le  pH reste  donc optimal pour l a  synthèse. 

Par contre, les autres oses provoquent une diminution t r è s  impor- 

tante des pH (4,5) incompatibles avec l a  synthèse des polyosides. 

11 apparaît  intéressant d 'é tudier  ultérieurement les voies 

de catabolisme des deux types de substrats qui sont dégradés de façon aussi 

différente chez l e  genre Rhizobium. 
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