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AVANT PROPOS

L'association symbiotique des souches du genre Rhizobium avec
les plantes de la famille des Légumineuses se traduit par la fixation de

1'azote atmosphérique.

Depuis des temps trés anciens, 1'assimilation de 1'azote par
voie biologique joue un rdle prédominant en agricu]tufe. L'utilisation
empiriquerdes Légumineuées en tant qu'engrais verts précéde de beaucoup
la démonstration scientifique de HELLRIEGEL et WILFORTH: 1888 [53] de

‘1'activité fixatrice d'azote des nodules racinaires.

Cette découverte laisse perplexe un certain nombre de chimistes
de 1'époque mais n'empéche pas WILEY dés 1894[}2é]de prédire de fagon
trés optimiste devant la Société de Chimie Améficaine que "la mort
deﬂl'humanité ne viendra pas de 1a faim mais du retour de la glaciation...
et qu'il défiiera encofe plusieurs éres d@ologiques avant que la planéte

ne meure de froid."

D'autres observations [56)126)12§]viennent confirmer dés le

début du siécle les travaux de HELLRIECGEL et de son collaborateur.

La symbiose Rhizobium-Légumineuse joﬁe donc un réle déterminant
dané la kéa]isétion du cycle de 1'azote dans 1la nature, et de ce fait,
‘posséde un double intérét :

- un intérét scientifique dans la mesure of la'réduction enzyma-
tique de 1'azote gazeux représente une voie métabolique particuliére

mais fondamentale,




- un intérét économique en agronomie ol elle permet une lTimitation
sinon une suppression de 1'emploi des engrais azotés ainsi qu'une augmen-
tation des rendements. Peut-étre pouvons-nous entrevoir & ce niveau une

solution pour combler en partie le déficit protéique mondial ?

La possibilité de renouveler cette symbiose en laboratoire
permet aujourd'hui de déterminer avec plus de facilité et dé précision lés
différentes étapes de cette association et de mettre & jour les lois qui
la régissent. Trois grands secteurs de la science fondamentale y participent :
1a physiologie végétale et bactérienne, la biochimie et 1la génétique.

Le processus de nodulation des Légumineuses est commun et peut
étre traduit simplement : la bactérie du genre Rhizobium pénétre spécifi-
quement le tissu:racinaire de la plante hote et s'y propage par 1'inter-
médiaire d'un cordon infectieux [41 ,48 ,105,i06]. Sa libération dans le
cytoplasme des cellules végétales s'accompagne de sa transformation progres-
sive en bactéroide [23, 61], Entouré d'une membrane de séquestration[30 46,72]
et noyé dans une solution de leghémoglobine [10)121], il posséde la tota-

1ité du potentiel enzymatique pour la réduction de 1'azote atmosphérique

[ 8,11]qu'i1 effectue par 1'intermédiaire de 1a nitrogénase[11,74].

Nous avons montré d'ailleurs 1'existence de membranes intracy-
toplasmiques surnuméraires, paralléles aux structures pariétales des
cellules bactériennes et qui pourraient étre le support de chaines d'oxy-

dations cellulaires particuliéres assurant cette fixation de 1'azote [s57].

D'une fagon générale, les modifications biochimiques intervenant
dans les cellules bactériennes au cours de 1'infection des tissus racinaires

sont trés étudiées et en grande partie &lucidées ainsi que les chaines



enzymatiques fonctionnant & partir de 1'azote gazeux. Les résultats

sont rapportés dans de nombreuses revues générales[ 9,29,31,40,43],

—————

aux mécanismes de 1'infection restent encore trés obscurs.

Cependant, de nombreux auteurs ont récemment attribué aux
exopolyosides synthétisés par les cellules de Rhizobium un réle impor-
tant en plus de la protection des souches dans le 501(113]. En effet,
i}s pourréient étre & 15 base du code de reconnaissance bactérie-p1ante par
1'intermédiaire de phytoaggliutinines se trouvant & la surface des racines
de toutes les légumineuses [49,12Q]. D'autres auteurs décrivent 1'induction
de la courbure des poils absorbants par ces polyméres [59]ou encore
1'induction d'enzymes hydrolysant la paroi des cellules végétaies[as]

ou méme la transformation d'une souche avirulente en souche virulente[s2].

Aujourd'hui les exopolyosides sont réguliérement reliés aux
mécanismes d'infection de la plante et & la spécificité de 1a relation

Rhizobium-Légumineuses.

Dans ce cadre, le laboratoire s'intéresse d'une facon générale
aux exopolyosides des souches, représentantes de tous les groupes
d'inoculation, du point de vue de leur composition chimique [20] et de

leur physiologie de synthése.

Etant donné la réponse différente de 1'apparition de ces
biopolyméres en fonction de la nature de la source carbonde et le

réle soupgonné de cette derniére au niveau de la régulation cellulaire,



nous avons été amené a étudier le métabolisme comparatif de certains

oses par Tle genre Rhizobium.
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I. INTRODUCTION

Selon PREVOT[109], Rhizobium représente le genre unique de la

tribu des Rhizobieae, appartenant & la famillle des Protobacteriaceae

de l‘ordre des Bacteriales.

Chaque espéce est définie par rapport & un ensemble de Légumineuses

qu'elle infecte spécifiquement et avec lequel elle entretient des relations

symbiotiques se traduisant par la fixation de 1'azote atmosphérique.

On distingue chez Rhizobium deux groupes différenciés sur la

base de leur vitesse de croissance respective (Tableau 1).

CROISSANCE GENRE ESPECE GROUPE D'INOCULATION
Rhizobium Jjaponicum Soja
lente " '1upini Lupin
" du "Ccwpea- ,
group” Cowpea
" 1eguminosarum Pois
J meliloti Luzerne
rapide :
" phaseoli Haricot
" trifolii Tréfle

Tableau 1 : Taxonomie du genre Rhizobium.




Les Rhizobia sont des chimiorganotrophes dont la température
maximale de croissance varie de 25°C & 30°C selon les souches, cultivées
sur des milieux complexes. Bien qu'aérobie, Rhizobium demande peu d'oxy-

géne pour assurer sa croissance [37].

Malgre certaines incertitudes récentes[33’45p3)g1], Rhizobium est.
incapable de fixer 1'azote atmosphérique mais utilise les ions nitrate
et ammonium et les acides aminés. Un seul de ces derniers peut constituer
1'unique source d'azote dans un milieu de culture mais il est démonéré

qué 1'utilisation d'un hydrolysat de caséine permet & Rhizobium japonicum

d'assurer une meilleure croissance que celles obtenues sur toutes les
combinaisons possibles d'acides aminés [35]. De plus, chez Rhizobium
meliloti, NEAL et coll.[102)et WALKER et coll.[127] signalent une meilleure

assimilation de 1'ion ammonium comparé & 1'ion nitrate.

FRED et coll.[43]et NORRIS [104] distinguent deux groupes
différents de par leur production d'acides ou de bases dans des condiiions
standard dé culture. Ces groupes sont dépendants du taux de croissance
des souches :

- groupe des Rhizobia & croissance rapide, producteurs d'acides :

Rhizobium leguminosarum, Rhizobium meliloti, Rhizobium phaseoli, Rhizobium

trifolii. ‘
Le temps de génération de ces souches varie de 2 3 4 heures.

- groupe des Rhizobia & croissance lente, producteurs de bases :

Rhizobium japonicum, Rhizobium lupini, Rhizobium du Cowpea group.

Le temps de génération varie dans ce cas de 6 & 8 heures.

Si 1a notion d'accumulation de produits acides pour les uns

et basiques pour les autres est aujourd'hui largement dépassée, la




-

différenciation des deux groupes & croissance lente et rapide reste

valable et est basée sur .des caractéres métaboliques plus précis.

A_ LE METABOLISME DES HYDRATES DE CARBONE CHEZ RHIZOBIUM

O o ST T e T T S P o S s A G ot et S B R St e S S S G S S L S e ke D S T e Tm B S S e S S W
Et 1t -t 12t e 2 2 )

1) Nature des sources de carbone utilisées par Rhizobium

De nombreux auteurs ont étudié 1'utilisation des sources de
carbone par Rhizobium [63,44,79]‘nmis 1a plupart d'entre eux emploient
des milieux complexes dont la source d'azote est apportée par une quantité
appréciable d'eau de levure. Leurs résultats sont imprécis et peuvent pré-
‘ter & confusion si 1'on sait que cette eau de levure contient en solution
des mannanes dont 1'hydrolyse et la dégradation peuvent interférer avec |
la source de carbone testée. |

GRAHAM, conscient de ce probléme, mef au point une technique
simple de visualisation de 1'utilisation de substrats carbonés en boite
de Pétri contenant un milieu trés pauvre en extrait de levure [47]. Ses
résultats permettent d'affirmer que toutes les souches & crcissance rapide
sont capables d'utiliser pour leur croissance les vingt sources de
carbone différentes testées,.choisies parmi les oses simples, les disacchari-
des et les intermédiaires du cycle des acides tricarboxyliques. Pair contre,
les souches & croissance lente possédent des exigences plus marquées. Elles
dégradent préférentiellement le g]ucose,‘le citrate de sodium, le xy]ose,‘
le mannitol, 1'arabinose, le galactose ét-]e fructose.

Quant aux modifications du pH qui accompagnent la dégradation
de ces substrats, elles ne sont pas spécifiques de la vitesse de croissance

des souches mais varient d'aprés GRAHAM[47]se10n la nature de la source

de carbone. e



2) Les voies de dégradation des hydrates de carbone suivies par

Rhizobium .

Depuis trés longtemps déja, les chercheurs se sont intéressés
d 1'utilisation des carbohydrates en tant que sourcesde carbone et
d'énergie par les cellules de Rhizobium en culture ou en symbiose ; mais
comparativement, trés peu d'équipes ont étudié le détail des voies catabo-
liques empruntées.

Cependant, les travéux pub]iés,‘quoi que concernant des souches
de groupes d'inoculations différents, nous permettent de penser que
les Rhizobia_ a croissance rapide possédent le potentiel enzymatjque
nécessaire au déroulement complet ou partiel des trois voies principales
de la glycolyse : '
- Embden - Meyerhoff - Parnas (EMP) : Annexe 1
- Dickens - Horecker ou voie des pentoses phosphates ou voie des hexoses
monophosphates (HMP) : Annexe 2
~ Entner - Doudoroff (ED) : Annexe 3

Les Rhizobia & croissance lente dépendraient essentiellement
de 1a voie de Entner - Doudoroff [65,95]. |

De plus, la dégradation du pyruvate se fait par le cycle de Krebs
chez tous les Rhizobia[60,66] .

En 1955, KATZNELSON‘[Sz:]signa]e la production par Rhizobium

leguminosarum » Rhizobium meliloti, Rhiiobium phaseoli et Rhizobium

trifolii de pyruvate et de trioses phosphate & partir de glucose 6
phosphate et de gluconate 6 phosphate en présence de nicotinamide adéni-
ne dinucléotide phosphate (NADP'). Ces résultats s'identifient a ceux

- publiés quelques temps auparavant pour une souche de Pseudomonas

saccharophila par ENTNER et DOUDOROFF [36 ] et par MacGEE et DOUDOROFF [93]




ainsi que pour une souche de Pseudomonas fluorescens par WOOD et coll.

[76 131]. On sait de plus que les souches de Pseudomonas et de Rhizobium

/
sont capables d'hydrolyser le 2 céto 3 déoxy 6 phosphogluconate, inter-
médiaire type de la voie de E.D,

En 1957, KATZNELSON et ZAGALLO [65]démontrent que Rhizobium

legum1nosarum, Rhizobium meliloti et Rhizobium phaseoli possédent en

plus les enzymes des voies de EMP et HMP. Ceci est confirmé par JORDAN
en 1962 [61] .
En 1960, TUZIMURA et MEGURO [122]démontrent qu'en culture,

Rhizobium japonicum peut oxyder le glucose, le fructose 1-6 diphosphate,

1'scéto-glutarate, le fumarate et le succinate. Ces résultats font
suggérer aux auteurs que la souche posséde le potentiel enzymatique néces~

saire au déroulément de 1a voie de EMP et du cycle de Krebs.

En 1966, JOHNSON et col1.[60] remarquent que si Rhizobium

Japonicum, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium meliloti, Rhizobium phaseoli

et Rhizobium trifolii oxydent rapidement le pyruvate de sodium et 1'acétate

de sodium, i1s ne peuvent pas utiliser ces substrats pour leur croissance.
Les auteurs pensent que la cause en est due & 1'absence d'isocitrate-
lyase qui ne permet pas le renouvellement normal des composés en C4
accepteurs des deux substrafs pour leur intégration dans le cycle de
Krebs.

En 1969, KEELE et co]].[66] » par 1'emploi de méthodes radiores-
pirométriques et par la mise en évidence d'activités enzymatiques spécifi-

ques, confirment que Rhizobium japonicum dans leurs conditions expérimen-

tales emprunte les voies de E.D. et du cycle de Krebs pour 1'oxydation
totale du glucose. Les auteurs signalent 1'absence de 1'enzyme-clé de la

voie des H.M.P : la 6 phosphogluconate-deshydrogénase et remarquent que



10

la voie d'E.M.P. ne fonctionne pas. I1s ne s'en étonnent guére depuis que
STILL et WANG[11i]ont démontré que les voies de E.M.P et E.D. n'opérent
pas simultanément chez un microorganisme méme s'il posséde les deux systémes

enzymatiques [34].

Toujours par 1'emploi des mémes techniques, KEELE et col].[67] .
en 1970 apportent quelques précisions sur le métabolisme du gluconate.
La mise en évidence de 1'activité gluconokinase et d'un systéme enzyma-
+tique complet convertissant le 6 phosphogluconate en pyruvate démontre

que le Rhizobium japonicum oxyde le substrat par 1'intermédiaire de la voie

de E.D. Mais par 1'utilisation de la technique de radiorespirométrie,

les auteurs constatent 1'apparition d'un taux 8levé en 14002 provenant

du C1 du gluconate. I existé donc une autre voie sé développant paraliélement
d la voie d'E.D. utilisant la décarboxylatioﬁ en Cl. Or, 1'enzyme-c1é.de

la voie des pentoses (H.M.P), la 6 phosphogluconate -deshydrogénase, n'est

pas mise en évidence. Par contre, les chercheurs détectent une activité
gluconate-deshydrogénase importante. Cet enzyme représente le premier de

la voie du cétogluconique, découvert chez les bactéries acétiques[64].

De plus, ils signalent 1'utilisation rapide par la souche de

Rhizobium japonicum du 2 cétogluconate et du 2,5 dicétogluconate pour sa

croissance.

De ces observations, nous pouvons rapprocher celles de JOHNSON

et co]].[ﬁd]qui prééisent que Rhizobium japonicum peut oxyder sans délai
le pyruvate et 1'acétate mais ne peut utiliser 1'un ou 1'autre de ces

deux substrats en tant que seule source de carbone.

Dans ce cas, 1'existence d'une voie du cétogluconate pourrait

étre trés avantageuse pour Rhizobium. Peut-&tre posséde-t'il les mémes
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vdies de dégradation du gluconate que celles employées par les bactéries
acétiques ? Ces voies permettent le passage par le 2 céto- et le
5cétogluconate, le 2-5 dicétogluconate puis,par un mécanisme encore
inconnu, autoriserait]'entrée dans le cycle de Krebs par 1'intermédiaire

de 1'acide o« céto-glutarique [25] (figure 1) .

glucose —— gluconate _—» 2 cétogluconate \\\\\\- |
o : 2,5 dicétogluconate
5 cétogluconate ,/f”"' _ .

Y
glucose 6 P —= 6 P gluconate

2 céto 3 déoxy 6 P gluconate

/

|
|
1
|
I
.
1
]
I
|
|

t

J

Y

3 P glycéraldéhyde } « cétoglutarate
EMP —~———> pyruvate -(/ cycle de Krebs

ave

Figure 1

Voies de dégradation du glucose et du gluconate selon KEELE et cotl.[s6,67]

chez Rhizobium japonicum .

En 1972, MARTINEZ DE DRETS et ARIAS effectuent une recherche
systématiqueychez Tes souches de Rhizobium représentant tous les groupes

d'inoculation, des enzymes-clés de chaque voie de dégradation du g]ucosé.[QS].
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En accord avec les résultats publiés [65/66] les auteurs retrouvent une
activité nicotinamide adénine dinuc]éotide phosphate-glucose 6 phosphodes-
hydrogénase (NADP+ G6PD) pour toutes les souches &tudiées avec toutefois
une activité spécifique plus importante chez les souches & croissance
rapide. Par contre, sur la base de leur activité 6 phosphogluconate |
deshydrogénase, deux groupes ont pu.étre différenciés :

- un premier groupe possédant une activité nADPY 6PED correspondant

-~

aux souches a croissance rapide,

- un second groupe ne possédant pas d‘activité NADPY 6PGD et

incluant toutes les souches d croissance lente.

Cette différenciation basée sur une activité enzymatique
spécifique est en accord avec la classification de VINCENT[ﬁzﬂ et pourrait
8tre utilisée dans la détermination de 1'appartenance d'une souche de

Rhizobium & 1'un ou 1'autre des deux groupes.

En 1974, PEDROSA et coll. [105} décrivent les voies de dégradation
de 1'arabinose, pentose défini comme &tant la source de carbone préférée

par Rhizobium japonicum [ 2 ,119]. Oxydée en 2 céto-3 deoxy-arabonate

la molécule est ensuite hydrolysée en glycoaldéhyde et en pyruvate.
Déja décrite chez Pseudomonas [22]1'existence de cette méme voie chez
Rhizobium apporte un nouvel argument aux relations phylogéniques entre
ces deux souches.

Les auteurs mettent aussi en évidence une activite NADY NADPT
glycoaldéhyde deshydrogénase, ce qui indique en accord avec JOHNSON et
col1.[60] que Te cycle du glyoxal joue un réle trés important.

En 1976, ARIAS et coll.[ 5 ] décrivent les voies de catabolisme

du glycérol, classé trés bon substrat carboné chez Rhizobium Japonicum [84]
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et qui posséde l'avanﬁage d'étre beaucoup plus économique que 1'arabinose.
La présence d'une glycérolkinase, d'une g1ycérolphosphate-deshydrogénase
et 1'absence de glycéroldeshydrogénase dans les extraits cellulaires

de Rhizobium trifolii et Rhizobium japonicum indiquent que le métabolisme

du glycérol emprunte une voie identique & celle d'Escherichia coli [21/ 75 ]

de Rhodopseudomonas capsulata [35]et d'Aerobacter aerogenes [111],

EMP
Glycerol ————m| glycerol (P) e==m—Phosphodihydroxyacétone =¥

Trop peu de souches sont étudiées pour tirer une conclusion au
niveau de la différenciation des groupes de Rhizobium & croissance rapide

et & croissance lente,

3) Les voies de dégradation particulidres & Rhizobium meliloti

Outre quelques particularités commuﬁes & Rhizobium meliloti

et & d'autres souches de groupes d'inoculations différents et déja
rapportées au préalable, quelques connaissances complémentaires et spécifi-

ques a Rhizobium meliloti peuvent étre précisées,

En 1969, ERTOLA et col1.[37] é&tudient les effets de la composi-
tion du milieu et de son taux d'oxygénation sur la croissance de Rhizobium
meliloti. I1 s'avére que les besoins en oxygéne sont peu &levés comme pour
les autres Rhizobia [16/:32] et que la croissance en fermenteur est
maximale en présence de saccharose. Dans ces conditions expérimentales, le
pH des milieux dénote une tendance a une 1&gére a]caliniﬁation sur glycérol,

mannitol et saccharose et une acidification un peu plus marquée sur glucose.

En 1970, MARTINEZ DE DRETS et ARIAS [94 ]é&tudient les voies
de catabolisme de plusieurs polyols. Déja en 1942, BURRIS et coll.[15]

annongaient que le métabolisme des polyols se faisait par un mécanisme
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oxydatif et suggéraient que cette oxydation pouvait étre effectuée par

des enzymes inductibles.

Travaillant sur des extraits cellulaires de Rhizobium meliloti

cultivé sur mannitol, MARTINEZ et coll. testérent le D mannitol,
le D arabitol et le D sorbitol. Deux polyols deshydrogénases différentes

sont induites par ces substrats :
- une nicotiamide adénine dinucléotide (NAD*)arabitol-deshydrogénase
- une NAD*- sorbitol deshydrogénase.

Toutes les recherches d'activité polyol-phosphates deshydrogénases

restent vaines.

La D arabitol-deshydrogénase réduit a la fois le D arabitol
et Te D mannitol mais la D sorbitol-deshydrogénase est spécifique du
D sorbitol. Le D arabitol est oxydé en D xylulose, le D-mannitol et

le D sorbitol sont oxydés en D Fructose.

IT existe de~p1us une hexokinase adénosinetriphosphate (ATP)
dépendante phosphorylant le D fructose mais aucune activité hexose-isomérase

dans ces cellules de Rhizobium cultivées sur mannitol n'est détectée.

Ces voies de dégradations des polyols sont rapportées sur la

figure 2



D Arabitol - | - D Mannitol o D Sorbitol
nap*
nAD*_ | , ) : <:NADH
> /D arabitol-deshydrogénase - D Sohbaoﬁ—duhydfwgénafi h
NADH '
+ .
H , 1 ~ ~ 1
D Xylulose ' D Fructose (97 %) D Fructose (88 %)
(90 %) L ‘

D Fructose ———%"‘"’D Glucose
ATP {somdrase

, ~

‘ _ s ADP

. | {

Fructose 6 P

gﬂucob e 6 phosphate | Phosphchexose-{isomzrase
deshydrogénase |

D gluconod lactone 6 P , Glucose 6 P
NADPH H* NApp*
Figure 2
Métabolisme des polyols chez Rhizobium melifoti [ 947 -

Toutes les polyols-deshydrogénases sont inductibles par n'importe
lequel des trois substrats. Ce type d'induction croisée a déja été décrit

par SCOLNICK et LIN [143] chez Cellvibrio polyoltrophicus. La fructo-

kinase. ATP dépendante est induite par le fructose.

(ang
Ul;if/
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4) Nature des polyméres carbonés synth@&tisés par Rhizobium

Les deux dérivés de biosynthése provenant directement du métabo-
1isme carboné et produits en quantités importantes sont les po]y-p hydroxy-
butyrate (PHB) et les exopolyosides. Nous reviendrons sur la synthése

de ces derniers par la suite.

FRED et coll.[43]déjé en 1932 signalent la présence de gra-
nules de PHB dans le cytoplasme des cé]]ules dgées de Rhizobium, granules
ressemblant fortement aux grains d'amidon décrits dans les tissus végétaux.
L'identification du polymére est ensuite confirmée par SMITHIES et coll.
en 1955 [116] et FORSYTH et coll. en 1958 [42] . Son poids moléculaire
varie de 1000 a 250 000 [88]et son rdle est probablement de constituer
une réserve hydrocarbonée permettant la survie de la cellule dans un

milieu trés pauvre [52/125] .

B—. LE PROBLEME POSE PAR LE METABOLISME DU GLUCOSE CHEZ RHIZOBIUM MELILOTI (x)

S o n o et o o T S ot i i > St T e T W B T U W ST e T e AR S D mar AR et P e B S A T S S S S S e S S T e SR e S TR T St M T S S v S S
43ttt ittt e - A

Travaux du laboratoire pub11es[19/20,58].

Les études antérieures réalisées au laboratoire sur la synthése
des exopolyosides par les souches de Rhizobium ont décelé quelques particu-

larités métaboliques liées & une souche du groupe d'inoculation de la

luzerne : Rhizobium meliloti (M5N1).

(%) Les maténiels, méthodes, milieux et souches employzs pour L' obtenixon
des nésultats décrnits sont précisés danA Le chapitre 11 A,
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1) La composition chimique de 1'exopolyoside de Rhizobium meliloti

Nous avons étudié 1a composition des polyosides synthétisés par

Rhizobium [20] - Pour Rhizobium meliloti, nous constatons que le polymére

est constitué essentiellement d'oses neutres : glucose (80 %) et galactose
(20 %2). 11 est pratiquement exempt d'acide glucuronique (0 & 2 %). Ces

résultats sont en accord avec les observations d'AMARGER et-coll.[ 3 ].

2) Production d'exopolyosides par Rhizobium meliloti en fonction

de la source de carbone utilisée

Comme tous les Rhizobia, Rhizobium meliloti synthétise des

exopolyosides en milieu complet additionné d'une source de carbone.

PR P PR S R e R SR P Pt R AP D e T L L

ol - sur milieu solide
Sur milieu solide, cette biosynthése's'exprime par
1'apparition de colonies plus ou moins muqueuses en fonction de la nature

du substrat carboné (Tableau 2).

Ce Tableau confirme 1'utilisation par notre souche de

Rhizobium meliloti d'un trés grand nombre de substrats carbonés pour sa

croissance. Par_contre, au niveau de la synthése des po]yos%des, seuls
1'adonitol, le sorbitol, le mannitol, le fructose et le ribose donnent lieu
a la formation de co]onieé fortement muqueuses. Ces substrats sont qualifiés
de "bons substrats" pour cette synthése et tous les autres de substrats

médiocres.



SOURCE DE CARBONE

AMENANT EN MILIEU SOLIDE LA FORMATION DE COLONIES

Trés peu muqueuses

Légérement muqueuses

Trés muqueuses

Amidon
Arabinose
Cellobiose
Dulcitol
Glucose
Glutarate
Glycogéne
Inositol
Mannose
Pyruvate
Raffinose

Succinate

Galactose
Lactose
Maltose

Saccharose

Adonitol
Fructose
Mannitol

Ribose

18

Xylose

Tableau 2 : Aspects des colonies d'une souche de Rhizobium meliloti (M5NT)

cultivée suwr milieu complet solide (RC) additionné de différentes sources

de canbone et incubt a 30°C durant 5 jours.

§- en milieu liquide
L'apparition sur boite de Pétri de colonies fortement muqueuses
ou de petites colonies non muqueuses lors de 1'essai de différentes sources

-

de carbone nous améne a poser la question suivante :

Te pouvoir de synthésé des polyosides des cellules est-il 1ié
a leur croissance ou en est-il indépendant ?

Pour répondre a cette question, nous avons contrdlé a la fois
la croissance de la souche (par numérations des cellules viables) et le-

taux de synthése des polyosides (par pesée des poids secs) sur des milieux



complets (RC) additionné d'une part d'un bon substrat : le mannitol
et d'autre part d'un substrat médiocre : le glucose, conformément & la

nomenclature -définie auparavant (Figures 3 et 4).
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Figure 3

- Crodssance (en thalt plein) et synthese de polyosides (en pointille) par
Rhizobium meliloti (M5N1) sur milieu RC mannité a 1 .
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Croissance (en trait plein) et synthese de polyosides {en pointillé) par
Rhizobium meliloti (MSN,) sur miliew RC glucosé a 1 %.
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Nous pouvons voir sur ces figures que la souche employée cultive
aussi bien sur glucose que sur mannitol. Par contre, le milieu glucosé
est beaucoup moins favorable & la synthése des polyosides [19].

IT faut noter dés a présent les modifications importantes de
pH intervenant dans ces conditions de culture : pour un pH initial de

7,5 dans chacun des cas, les pH finaux sont respectivement de 7,2 pour

le mannitol et 4,8 pour le g]ucdse.

- e s b ey o > o v -

Par incubation des cellules dans des conditions de non prolifé-
ration, nous obtenons des résultats similaires reproduits sur les courbes

des figures 5A et 5B [58].

A.Al 6.0

® —a

g
pH -

% POLYOSIDES HG/ML

DE

-4

OUANTITE
QUANTITE -

1 J . ! $
50 HEURES 100 50 HEURES 100

Figure 5
- Biosynthese d'exopolyosides par des cellules de Rhizobium melilotd (M5NT)
suspendues dans un milieuw de non profifération additionn? de Pructose & 1 %(A)
ou de gch04e a1 % (B) et variations du pH des milieux au cours de
2'incubation @ 30°C sous agitation moyenne.
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Nous observons que lorsque,sur le milieu contenant du glucose,
Je pH atteint 5 la synthése du polyoside cesse, alors qu'elle se poursuit

linéairement sur fructose, le pH restant neutre.

C CONCLUSION ET PLAN DU TRAVAIL

Des résultats exposés ci-dessus, il ressort que pour une souche

de Rhizobium meliloti, 1a synthése des exopolyosides est différente en

fonction de 1a nature de la source de carbone étudiée.

Le fructose et le mannitol sont dans cette optique de trés bons
substrats mais le glucose est trés médiocre alors que nous avons démontré

qu'il entre pour 80 % dans la composition du biopolymére.

Par ailleurs, cette notion de pouvoir de synthése des exopolyosi-
des semble Tiée aux modifications du pH des milieux réactionnels. Toute
accumulation de ces macromolécules est synonyme d'un maintien du pH aux
environs de la neutralité. COURTOIS a d'ailleurs démontré [19]que cette
condition était nécessaire au bon fonctionnement du complexe enzymatique res-
ponsable de la synthése.

Nous évons donc choisi d'étudier le probléme particulier de

1'assimilation du glucose et du fructose chez Rhizobium meliloti.

- Dams un premier temps, nous avons vérifié que le phénoméne
observé au départ sur une seule souche du genre (M5N1) se renouvelait
pour toutes les souches représentant le groupe d'inoculation de la

luzerne (Rhizobium meliloti).

it
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- Ensuite, la mise en évidence de 1'inexistence de fermentation

chez Rhizobium meliloti et du bon fonctionnement du cycle de Krebs nous

indiquent que 1'acidification constatée pour les milieux & base de glucose ne
peut étre due qu'a 1'accumulation d'un ou de plusieurs intermédiaires d'une

voie de dégradation oxydative de ce substrat. .

- Dans un troisiéme temps, nous avons recherché la nature

chimique de cette fraction acide.

Enfin, dans un dernier temps, des travaux partitu?iers a 1'étude
de 1'utilisation du glucose et du fructose nous permettent de proposer
un schéma métabolique illustrant Ta dégradation de ces deux substrats

carbonés par Rhizobium meliloti.
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ETUDE METABOLIQUE DE RHIZ-:OBIUM MELTILOTI
EN PRESENCE DE DIFFERENTS S'UBSTRATS

CARBONES
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I1 ETUDE METABOLIQUE DE RHIZOBIUM
MELILOTI EN PRESENCE DE DIFFERENTS

SUBSTRATS CARBONES

L'observation faite auilaboratoire du comportement de la souche
M5N1 en présence du glucose ou du fructose est vérifiée sur un échantillon

de onze souches du méme groupe d'inoculation de notre collection.

L'emploi de "bons substrats" et de "substrats médiocres",
(selon la nomenclature définie précédemment et basée sur le taux d'accu-
mulation de polyosides), nous permet de faire & nouveau la liaison entre
le pouvoir de synthése des souches et 1'évolution du pH des milieux réaction-
nels, donc de mettre en évidence des différences métaboliques selon la

nature de 1'hydrate de carbone.

A_ VATERIEL ET METHODES

P e e e Ly T —
Pttt 22§33

Les souches de Rhizobium sont conservées sous forme de culture

sur la tranche de tubes inclinés contenant le milieu de Wright gé&losé [133].

Milieu de Wright & 1'extrait de levure fraiche (W)

KHPO, 0,5 g \
MgSO4, 7 H20 0,2 g

NaC1 0,2 g

CaSO4, 2 H20 0,1 g [pH 7,5
CaCO3 ' | 0,14

Mannitol 10 g

Extrait de levure fraiche 100 ml

"Eau distillee ' 900 ml /
(Agar | 15 g
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L'extrait de levure fraiche est obtenu a partir de 100 g de
levure de boulangerie autociavée a 120°C hendant 20 mn dans un litre
d'eau distillée. La suspension autoclavée est filtrée & chaud sur papier
filtre jusqu'a colmatage de ce dernier. Le filtrat obtenu est jaune
limpide et est conservé a la température du laboratoire aprés avoir été

autoclavé une seconde fois dans les mémes conditions.

b._te milieu RC
Les cultures des souches utilisant les différents hydrates de
carbone sont réalisées sur le milieu de LAIRD[78] modifié par DELATTRE [2GJ;

ce milieu est baptisé RC.

Milieu RC

MgS0,, 7 H,0 0,2 g

KH2 PO4 0,54

Yeast extract 1 g

(Ose 10 g) pH 7,5
Eau distillée 1000 1

Les oses sont préparés séparément en flacons de 50 ml & une
concentration égale a 20 %. Autoclavés durant 20 mn & 105°C, ils ne sont

ajoutés stérilement au milieu RC qu'extemporanément.

c. le tampon RN~

- = . o % O B0 -

Lors de certaines manipulations, nous utilisons des suspen-

sions de cellules dans un systéme tampon exempt d'azote : tampon RN~ [25],
. Tampon RN~ | |
MgSO4, 7 HZO 0,2 g
KH,PO, 0,5g ) pH 7,5

Eau distillée 1000 ml

i

Ce tampon sert aussi au lavage des cellules recueillies aprés

centrifugation des cultures.
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2) Les souches utilisées :

Les souches utilisées sont choisies dans la collection du labo-
ratoire parmi celles représentant le groupe d'inoculation de 1a luzerne.
La plupart sont isolées par nos soins & partir de nodules de ]égumineuées
recueillis dans des terrains trés variés.

Leur appartenance au genre Rhizobium est vérifiée par la nodu-
Tation in vitro de la ]égumineusé adéquate : ce test reste encore actuel-
lement le seul critére réel de classification. Cette nodulation doit
se faire dans des conditions aseptiques. Dans notre cas précis, des graines
de luzerne sont d'abord désinfectées, mises & germer sur un milieu nutritif
gélosé [103 et placées dans des conditions nutritives et stériles convena-
bles pour engendrer des plantules aseptiques. Dés 1'apparition des racines

8 cellules bactériennes

secondaires, on inocule par une suspension de 10
Yavées par le tampon RN . L'apparition en quelques jours de nodules sur

les racines prouvent 1'appartenance de la souche testée au genre Rhizobium.

Douze souches de Rhizobium meliloti, différentes par leur
origine sont choisies aprés vérification par test positif de leur nodula-

tion in vitro sur la luzerne, ce sont :

M3S | M 1S ML7S
M5S M12S M20S
MESN M13S ' M29S (b)
M5N1 {a) | CM14S M2011 (c)

(a) M5N1 = mutant naturel spontané de M5S
(b) Nous remercions Monsieur Te Recteur BONNIER de son aimable
envoi de la souche 1-5 que nous avons inclus dans notre collection sous

le sigle M29S.
(¢) Nous remercions Monsieur DENARIE de nous avoir fourni

aimablement la souche M2011.




La conservation de ces souches se fait, .comme nous 1‘'avons
dit, en tube contenant le milieu de Wright gélosé. Elles survivent ainsi
sans &tre repiquées pendant des temps trés longs, voisins d'une année.

D'autres techniques sont également utilisées au laboratoire, notamment :

- la congélation & -15°C d'une suspension cellulaire en milieu

RC glucosé ou mannité renfermant du glycérol & 20 %.
- la lyophilisation sur lait cystéiné & 0,8°/co..

3) Les conditions de culture et les contrdles physiques

A partir de la collection, toutes les souches sont réisolées
en boite de Pétri sur RC glucosé gélosé. Chacune d'entre-elles est relancée
sur 10 ml de RC glucosé et sur 10 ml de RC fructosé en tube cotonnés

durant 24 h & 30° C en agitation moyenne.

On inocule enfin des er]enmeyers de 300 ml cotonnés contenant
1601m1 de milieu RC glucosé ou fructosé par 1 ml de ces précultures.
L'ensemble est placé sur table d'agitation rotative a 30°C. Des échantil-
lons sont prélevés réguiiérement, sur lesquels deux types de mesures sont'
réalisés :

- 1'absorbance par lecture de la densité optique au spectrophoto-
métre & 600 nm.

- le pH par immersion d'une é&lectrode de verre.

4) Conditions d'incubation en non prolifération

Les cellules sont préparées par culture de 1a souche sur milieu

RC glucosé a 1 % durant 16 h en agitation rotative moyenne d 30°C. Ce temps

-

d'incubation est choisi de fagon a obtenir des cellules en fin de phase

-~

exponentielle de croissance (Figure 7). Centrifugées durant 20 mn &

26
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a 16 300'9, elles sont récupérées et lavées deux fois dans le systéme tampon
RM™, Elles sont remises en éuspension dans ce méme tampon de facon &
obtenir une densité optique de 10. Conservées dans ces conditions a + 4°C,

elles restent viables au moins 4 jours.

Durant ce temps, aucune lyse significative n'est observée

par numérations (Tableau 3).

Temps de stockage Nombre de germes
en heures viables par mi

0 98 x 10/

7 98 x 10

29 97 x 107

53 1 x 10°

100 1,00 x 10°

TABLEAU 3 : FEvofution de La viabilité des cellules de Rhizobium meliloli

(M5N1) conservées a + 4°C dans Le sysieme tampon RN

Ces cellules ainsi préparées sont utilisées pour 1'étude de leur
respiration sur‘différents substrats ou 1'étude de la dégradation des
0ses en fonctiog du temps.

Elles sont lavées & nouveau extemporanément et‘suspendues dans
le systéme tampon RN additionné d'un substrat & une concentration donnée,
pouvant varier. Ce milieu, dépourvu de source d‘azote minérale ou organique,
permet d'assurer les conditions de non prolifération ; les cellules incapa-

bles de fixer seules 1'azote atmosphérique respirent mais ne peuvent en

aucun cas se diviser.



B_. RESULTATS

SEz=som==

1) Evolution de la croissance et du pH lors de la culture de

la souche M5N1 en présence de différents hydrates de carbone

a. choix du milieu RC

Le milieu de Wright assure une bonne conservation de toutes
les souches de Rhizobium. Par rapport au milieu RC i1 permet une meilleure
croissance des différentes souches excepté celles éu groupe d'inoculation
de la luzerne. Dans ce dernier cas le milieu RC est préféré (Figure 6)

et de plus, sa préparation a partir d'extrait de levure atomisé lui assure

une qualité plus constante,

>

Figure 6

Crodlssance de Rhizobium meliloti (M5NT) surn RC mannité & 1 ¢ (trait plein)

el W mannite a 1.% (en pointille). L'absorbance est Lue a 600 nm.

28
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Nous utiliserons donc le milieu RC pour toute la suite de nos

études de souches en culture, aprés addition d'hydrates de carbone.

- e . - o T o ot o v om i b e e e e e s e o P s e o D e ™ e e Y N GRS e G AP G
.

La détermination du nombre de cellules viables au cours du
temps pour la souche M5NI en culture sur milieu RC glucosé a 1 % ou

fructosé a 1 % permet de constater que la croissance bactérienne est 1égére-

ment plus rapide avec le fructose qu'avec le glucose (Figure 7).

1010 -

viables

bacteries

=]
de s

nombre
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10

5. 1 L ]
6 12 18 poures 24

Figure 7

Counbes de croissance de Rhizobium mefiloti (M5NT) sun milieu RC glucose

(trhait plein) et RC §wctosé (en pointille) a 30°C sous agitation moyenne.
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Malgré cette légére différence, on peut considérer que la

crcissance est pratiquement identique sur les deux substrats carbonés.

Si nous suivons 1'évolution du pH lors des cultures de la souche
M5N1 éur des substrats voisins tels que le glucose, le mannose, le fructose
ou le mannitol, on s'apercoit par contre que 1'on peut classer ces

substances hydrocarbonées en deux catégories :

- celles dont 1'utilisation s'accompagne d'une forte baisse de

pH et qui donnent en fin de manipulation des cultures denses et limpides.

- celles dont 1'utilisation s'accompagne d'un maintien du pH
aux environs de la neutralité et qui donnent en fin de manipulation des

cultures denses et de viscosité importante (Tableau 4).

enTﬁzgies Glucose Mannose Fructose Mannitol
0 7,3 7,4 7,5 7,5

21 7,25 | 7,1 7,5 7,45
43 6,85 6,2 7,45 7.4

50 6,6 4,85 7,45 7,35

120 55 4,5 7,4 7,25

147 5,40 4,4 7,45 6,95
210 5,0 4,4 7,4 6,7

Tableau 4 : Evolutdion du pH Lons de La culture de Rhizobium méfiLoti

(M5NT) sur milieu RC additionné de différentes sources de carbone &

concentration de 1 %.



Pour des raisons de simplicité et aussi parce qu'il est

" démonti s chez_ Rhizobium méliloti que le catabolisme du mannitol rejoint

celui du fructose[ga7] et que chez de nombreuses autres souches bactérien-
nes, le catabolisme du mannose rejoint celui du glucose, nous avons limité
1'étude de 1'ensemble du genre représentant le groupe d'inoculation de

la luzerne & deux oses caractéristiques : glucose et fructose.

2) Evolution de la croissance et du pH des souches de

Rhizobium méliloti cultivées en présence de glucose ou de fructose

L'étude compléte est faite en trois manipulations diffé-

rentes A, B, C. Les résultats sont rapportés dans les Tableaux 5 et 6.

Les variations de densité optique aprés environ 30 h
de culture (manipulation A) peuvent étre expliquées par les différentes
qualités des inoculums.En effet,la phase de latence précédant la phase
exponentielle de croissance des souches ensemencées a partir de tubes de
collection dure un temps variable. C'est ainsi,.qu'aprés 24 h d'agitation
d 30°C, ces précultures ne sont pas comparables du point de-vue densité
cellulaire et état physiologique des individus qui les composent. La
souche M29S (obtenue de la Faculté des Sciences Agronomiques de Gembloux)
donne des valeurs de densité optique en fin de manipulation nettement

-

inférieures a céllesdes autres souches. Elle seule, n'a pas &té entrainée

a croitre sur milieu RC. Malgré cela, sa réponse vis-a-vis des variations

de pH par rapport d la nature de la source de carbone est commune é

celle des autres souches.

D'une facon générale, nous constatons que la croissance des

douze souches étudiées, y compris la M5N1, est pratiquement équivalente_}

quelle que soit Ta nature de la source de carbone du milieu d'incubation :

31
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Quches M5 S M5 SN M1y S M135 M14's M178§ 295
Temps '
en h. DO pH | DO pH Do pH Do pH Do pH | DO pH Do pH
30 0,115{ 7,55 | 0,56 | 7,25| 0,25| #,55 (0,62 | 7,35 | 0,73} #,4 | 0,18} 7,3 [0,16 | 7,0
54 5,9 5,7 6,8 5,0 5,2 5,2 5,6
102 5,5 5,2 6,3 5,1 5,2 4,5 4,9
126 2,35 15,3 |2,32 ) 5,0 2,58 6,0 12,14 |4,9 2,23] 5,3 | 2,05/ 4,2 |0,8 4,5
Souches M3SM "M5N1
Temps en h DO pH Do pH
6,5 6,2 7,8 10,7 7,75
18 78 7,45 104 7,35
22,5 86,7 7,05 125,8 7,0
43 74 4,9 150 5,0
56 80,5 4,75 146,5 4,80
66 177,5 5,1 177 5,0
souches M12s M20S M2011
Temps
en h. pH pH pH
2 7,7 7,6 7,6
21 6,85 6,95 7.5
93 5,85 6,2 5,8
Rt 5,35 6,15 5,6
141 5,4 6,15 5,6
165 5,35 é,1 5,55
189 5,35 6,0 5,7

Tableau 65 :

tvolution de La crodissance et du pH Lons des cultunes

s
L

des souches de Rhizobium melilotdi sur miliew RC glucosé @ 1 p. 100 sous

agitation moyenne & 30°C.




\;;;fﬁﬂfi\‘ M5S M5SN M11s M135 M145 H17S M298§
en h. Do | pH | DO | pH DO | pH DO | pH | DO | pH | DO | pH no pH
30 0,02 | %6 {o,04 | 7,6 | 0,79 7.7 | 0,85 %15} 0,27{ %4 | 0,17] 74 | 0,17 %1
54 111,88 | 7,15 6,8 | 1,64 7,1 | 1,23 6,2 7,1 7
102 6,5 12,26 | 7,2 6,6 | 1,89 7.2 | 1,50 | 5,9 6,8 6,5
126 1,67 | 60 12,60 } 7,0 | 2,37 | 65 | 2,08] 6,9 | 1,56 | 6,0 | 2,38 6,8 | 1,70 6,8
Souches M3SM M5 R1
Temps en h DO pH Do pH
6,5 0,06 7,85 0,09 7,75
18 0,81 7,55 1,10 7,45
22,5 0,92 7,6 1,20 7,35
’ 43 1,10 7,6 1,80 7,45
56 2,35 7,45 2,40 7.1
66 2,72 7,45 2,92 7,15
T souches M12S M20S H20 11
Temps
en h. pH pH pH
2 7,75 7,65 7,6
c21 7,7 7,30 3
93 7,25 7,2 7,2
¢ 117 7 7,2 7,4
1M 6.9 7.1 7.4,
165 6,5 7,0 7,3
189 6,1 6,95 7,3
| N
LILLE

Tableau 6 : Evolution de La croissance et du.pH Lons des cultunres des

“souches de Rhizobium meliloti sur mifiew RC fuctoss a 1 p. 100 sous

agitation moyenne & 30°C.
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glucose ou fructose. Par contre, la variation du pH de ces milieux est

telle qu'en présence de glucose, les valeurs mesurées accusent une nette

-~

diminution par comparaison & celles du pH des milieux fructosés.

3) Evolution du pH des souches de Rhizobium meliloti mises

en condition de non prolifération en présence de glucose ou de fructose

Nous vérifions que ce phénoméne est indépendant de la croissance
des souches aux dépens des facteurs nutritifs azoté@s et carbonés en testant
trois de leurs représentants en condition de non prolifération sur glucose
et fructose (Figure 8).

Dans ces conditions, le phénoméne d'abaissement de pH semble
encore s'accentuer par rapport a celui accompagnant la croissance bactérien-
ne. L'accumulation de produits acides est donc lige & 1'utilisation méta-

bolique du glucose par les différentes souches.
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Figure 8

Evolution du pH Lons d'une incubation & 30°C sous agitation moyenne
de suspensions cellulaires de trois souches de Rhizobium meliloiti

(M 128, 4208, M201T) dans Le systeme tampon RN™ glucoss
al p. 100 (GLe) ou fructost a 1 p. 100 (Fru).
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C— CONCLUSION \

L'utilisation de 1a souche M5N1 nous a permis de définir deux
types de substrats carbonés : ceux acidifiant le milieu au cours de la
croissance et ceux le conservant aux environs de 1a neutralité. Les consé-
quences de la dégradation d'un représentant de chacun de ces deux types,
glucose et fructose, sont observées pour douze souches différentes. I1
s'avére que d'une facon générale, lors de la croissance_bactérienne, la
tendance est a 1'acidification sur glucose et au maintien du pH 3 des
valeurs proches de celles du départ sur fructose. Ce phénoméne est encore
plus marqué pour des suspensions cellulaires jncubées en condition de non
prolifération en présence de glucose.

Ce comportement différentiel en fonction de la source de carbone
du milieu de croissance, d'abord mis a jour sur la souche M 5 N 1, semble
étre commun & toutes les souches représentantes du groupe d'inoculation

de la luzerne, souches de Rhizobium meliloti.
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I11 MISE EN EVIDENCE D'UN CYCLE D E
KREBS ACTTIF CHEZ RHIZOBIUM

MELILOTTI

Les taux de croissance de Rhizobium meliloti cultivé

sur RC glucosé ou fructosé sont pratiquement identiques. Les deux.
substrats sont donc métabolisés mais la variation du pH qui accom-
pagne la dégradation du glucose traduit 1'apparition et 1'accumu-
lation d'un ou de plusieurs produité acides.

Nous pouvons énoncer deux hypothéses d'explication d'une
telle observation

- le glucose est métabolisé par voie fermentative et dans
ce cas, l'acidification doit apparaitre lors de 1'incubation de la
souche en absence d'oxygéne.

-~ le glucose est dégradé selon des voies oxydatives et
pour des raisons qui restent & définir, un dérivé acide du méta-
bolisme intermédiaire s'accumule.

L'incubation en aérobiose de nos cellules bactériennes
en.présence de glucose ou de fructose, la mesure de leur respira-
tion sur différents composants du cycle des acides tricarboxyli-
ques et ]euh croissance sur ces substrats nous permettent de pré-
ciser 1'origine de 1'acidification des milieux réactionnels en
présence de glucose. '

A - MATERIEL ET METHODES

I) Conditions d'aérobiose et d'anaérobiose lors d'incu-

bation en non prolifération

L'étude de 1'existence d'un métabolisme fermehtatif est

réalisée par 1'observation de 1'évolution du pH de suspensions
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cellulaires en milieu RN glucosé a8 I % et en milieu RN~ fructosé
a1 %, @& la fois en aérobiose et en anaérobiose.
Pour cela, nous utilisons des tubes cotonnés contenant
2,7 ml de milieu RN additionné de 1'ose €tudié a la concentration
de I %. Nous ajoutons 0,3 ml d'une suspension de cellules a
DO IO (cf IIA4) pour obtenir finalement une DO de I correspoﬁdant
a uné densité cellulaire de fin de croissance exponentielle sur
milieu complet. L'huile de paraffine stérile est coulée & raison
de I ml pér tube en surface de éhaque tubé destiné ad la respira-
tion anaérobie. |
L'évolution du pH des solutions incubées a 30°C est
contrdolée par immersion de 1'électrode en verre préalablement
passée & 1'éthanol. La densité cellulaire au départ ainsi que
les précautions prises lors de 1la manipu]aﬁion permettent d'évi-

ter toute contamination importante pendant au moins I50 h.

2) Mesure des échanges gazeux respiratoires

a. principes_généraux

La mesure des é&changes gazeux respiratoires est effectuée
par 1'emploi du respirométre de Warburg. Les principes g&néraux
sont ceux énoncés par UMBREIT, BURRIS et STAUFFER [123].

L'étude de la respiration sur différents intermédiaires
du cycle de Krebs nous oblige a mesurer & la fois la quantite
d'oxygéne consommé mais aussi la quantité de dioxyde de carbone
dégagé. En effet la comparaison des valeurs des quotients respi-
ratoires ainsi déterminés fggg et des valeurs théoriques peut

QCo, | |
nous permettre de préciser si la dégradation oxydative du substrat

carboné en dioxyde de carbone et en eau est compléte.
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b. conditions_expérimentales

Rhizobium meliloti est cultivé sur milieu RC glucosé &

1 % durant 16 h & 30°C sous agitation moyenne. Les cellules sont
récupérées par centrifugation, lavées deux fois par le tampon RN
et remises en suspension dans ce méme tampon de fagcon & obtenir
une densité optique égale a 9.

Une manipulation type comprend 5 ensembles fioles + mano-

métres. Les réactifs sont répartis dans les fioles comme suit

Tableau 7.
Ensemble Compartiment Puits central Anse latérale 1| Anse latérale 2
[Fiole + manométre principal
1 3 ml tampon RN - - -
2 2,5m1 susp. cell. | 0,5 ml KOH 20 % |0,5 ml tampon RN -
3 2 ,5m . - 0,5 ml tampon RN| 0,3 ml H,S0, 2 i
4 2,5m1 .o 0,5 ml KOH 20 4 {0,5 ml substrat -
5 2,5m1 * - 0,5 ml substrat | 0,3 ml H,S0, 2 N

Tableau 7 : Modéle de répartition des différents éléments lors

d'une manipulation type en appareil de Warburg.

La manipulation se fait @ 30°C sous agitation douce.
Le temps zéro est compté & partir du moment ol on ajoute le subs-
trat @ la suspension cellulaire, aprés stabilisation des ensembles
durant 30 mn. Les mesures sont faites toutes les 20 mn.

R6le de chacun de ces ensembles '

- ensemble I : thermobarométre. 11 sert & corriger d'é-
ventuelles variations de température ou de pression qui peuvent

se produire au cours de la manipulation. I1 convient de retrancher
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ou d'ajouter la lecture faite sur le thermobarométre des lectures
effectuées.sur les manométres des autres fioles (2-3-4-5).

- ensemble 2 : mesure de la quantité d'oxygéne consommé
lors de la respiration endogéne des cellules.

Les bactéries sont suspendues dans le systéme tampon RN~
sans substrat. Elles respirent donc en dégradant leurs propres
réserves énergétiques endocellulaires. On ne 1it sur le manométre
2 que 1'oxygéne consommé car le dioxyde de carbone dégagé est ab-
sorbé par 0,5 ml de potasse & 20 % imbibant une bande de papier
Whatman 3,roulée, pour augmenter la surface d'échange gaz-liquide
et permettre ainsi une absorption totale du dioxyde de carbone.

- ensemble 3 : mesure de la duantité de dioxyde de carbo-
ne dégagé lors de la respirat}on endogene des cellules.

Une seule lecture est faite en fin de manipulation, 30 mn
aprés 1'addition de 0,3 ml d'une solution aqueuse d'acide sulfuri-
que 2N. En effet, pour éviter toute erreur dahs Ta lecture de la
quantité de dioxyde de carbone produite par les cellules, il est
nécessaire de libérer ce produit final d'oxydation de la phase
lTiquide ol il se trouve en solution sous forme de carbonate de
potassium.

Ces deux premiéres mesures nous permettent de calculer
le quotient respiratoire ,endogéne de la suspension cé]1u1aire.

- ensemble 4 : mesure de la quantité d'oxygéne consommé
en présence d'un substrat donné.

- ensemble 5 : mesure de la quantité de dioxyde de car-
bone dégagé en présence d'un substrat donné. |

La connaissance des valeurs des échanges gazeux de 1la
suspension cellulaire respirant sur le substrat nous permet de

savoir si ce dernier est utilisé totalement ou partiellement

oxydé.‘
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3) Mesure de la croissance bactérienne au biophotométre

Nous utilisons 1'appareil de Bonet-Maury et Jouan.

A partir d'un tube de collection, Rhizobium meliloti est

cultivé 16 h & 37°C sous agitation moyenne sur milieu complet RC
glucosé a I %. Les cellules bactériennes récupéréés.par centrifu-
‘gafion sont suspendues dans le tampon RN . Elles servent d'inocu—'
lum pour les six milieux différents‘préparés
RC (ou R) + pyruvate de sodium & I %
RC (ou R) + &uccinate de sodium a I %
RC (ou R) + citrate de sodium a 1.9

Lors de l1'expérimentation, nous avons testé un milieu mi-
nimal,milieu R, ne contenant pas d'extrait de levure et addi-

tionné de substirats carbonés a I %[26]

Milieu R

MgsSO,, 7 H,0 _ 0,2 g\

K2HPO4 0,5 ¢

NH4N03 0,5 ¢

Biotine 10 pg pH 7,5
Thiamine ' 500 pa

Substrat carboné 10 ¢

Eau distillée 1000 ml /

’

Ces milieux inoculés sont répartis dans de petites cel-
Tules en verre & raison de 7 ml par cellule et placées dans 1'en-
ceinte du biophotométre régulé a 30°C. L'agitation est assurée
par barreau magnétique. Le contréle de la croissance bactérienne
se fait par mesures successives automatiques‘de la transmission
de lumiére. Cééhmesures sont rehortées immédiatement sur papier
enregistreur et les différentes courbes de croissance apparaissent

ainsi simultanément point par point.
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B - RESULTATS

I) Absence d'un métabolisme fermentatif

Nous suivons & la fois en aérobiose et en anaérobiose
1'é@volution du pH au cours du temps d'une suspension cellulaire
incubée en condition de non prolifération, en présence de glucose

ou de fructose. Les résultats sont rapportés sur la figure 9.

t ! i 1
50 100 heures 150

Figure 9

Evolution du pH d'une suspension cellulaire de Rhizobium melilotd

s N

respirant sur :{I RN fructosé d I % en aérobiose

2 RN fructosé a4 I % en anaérobiose

[N

3 RN glucosé a I % en aérobiose

4 RN  glucosé & I % en anaérobiose.

Comme nous 1'avons déja rémqrqué, en préséncé d'oxygéné,
nous observons que sur fructose le milieu devient trés dense avec
maintien du pH aux environs de la neutralité alors que sur glu-
cose, le milieu reste trés limpide et s'acidifie rapidement.

Par contre, en anaérobiose, les suspénsions demeurent

trés limpides & la fois sur glucose et sur fructose et le pH bais-
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se trés peu. Cette diminution est en fait un artefact. En effet
lorsqu'on mesure le pH des suspensions sous paraffine, un film
d'huile re;te & la surface de 1'électrode et ne s'élimine que
trés difficilement. I1 faut attendre quelgques minutes avant d'a-
voir une stabilité du galvanométre. Le pH de 1'huile de paraffine
n'étant que de 5,2, ceci peut expliquer ces valeurs un peu faibles
rencontrées en anaérobiose.

- Malgré cela, les écarts sont suffisamment importants pour

affirmer que Rhizobium meliloti ne posséde pas la faculté d'assurer

la fermentation acide du glucose ou du fructose : il utilise une
voie oxydative de dégradation des oses.

2) Mesures de 1'oxydation du glucose et du fructose en

appareil de Warburg

Les cellules de Rhizobium meliloti sont suspendues dans

le systéme tampon RN additionné de glucose et de fructose & rai-
son de 0,5 mg/fiole. Au cours d'une incubationvde 240 mn & 30°C
sous agitation douce, nous mesurons la guantité d'oxygéne consom-
mépar lecture manométrique directe corrigée par la constante de
fiole ; le dioxyde de carbone dégagé est dans ce cas totalement
absorbé par une solution de potasse a 20 %: Les résultats sont

rapportés dans la figure 1I0.
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Figure I0

Courbes de consommation d'oxygéne par Rhizobium meliloti en pré-
sence de 0,5 mg par fiole de glucose (Gle) ou de fructose (Fru).
RE = Courbe de consommation d'oxygéne en absence de substrat

(respiration endogéne).

Rhizobium meliloti consomme une jmportante quantité d'o-

Xygéne en présence de chacun de ces deux substrats. §i 1'dn con-
sidére que la quantité de gaz absorbé est utilisée a 1'oxydation
totale des hydrates de carbone en dioxyde de carbone et en eau, on
peut préciser qu'au point d'inflexion des courbes, environ 60 %
du fructose est dégradé (aprés 80 mn d'incubation) contre environ
45 % de glucose (aprés 106 mn'd'incubation).

Ces résultats seront précisés et discutés ultérieurement.
(chapitre V)

3) Problémes 1i8s & la respiration endogéne de Rhizobijum

meliloti
Avant d'aborder la respiration des suspensions cellulai-
res en présence de certains intermédiaires du cycle de Krebs, nous

devons signaler quelques particularités de comportement respira-
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toire de Rhizobium meliloti.

Plusieurs faits sont & noter : consommation d'oxygéne
trés importante sans substrat particulier, @volution de cette
consommation en fonction du temps de conservation des cellules et
modification des quotients respiratoires selon les lots de fabri-
cation.

a. consommation d'oxygéne lors_de la respiration_en-

- e rm e = s e g am P e e e e e vm ey me e o Be v e am e e e - o . o e

En mesurant la consommation d'oxygéne de 3 ml de sus-
pension bactérienne & une densité optique de 7,5 (0,5 ml de DO 9
dans 2,5 ml1 de tampon RN ) on s'apercoit que cette absorption
d'oxygéne est constante au cours du temps mais est trés importan-
te alors qu'aucun substrat n'est énergétiquement consommab1é dans

le milieu d'incubation (Tableau 8).

Temps en 30 60 90 120 150 180
minutes

uantité d'o
Q 2 38 76 111 148 181 208
consommé en p1

Tableau 8 : consommation d'oxygéne lors de la respiration endogé-
Jabirdld © ¥g p

ne de Rhizobium melilott.

Deux inconvénients majeurs sont 1iés & ce comportement
les taux trés élevés d'okygéhe consommé dans ces conditions vont
masquer en partie la quantité de'gaz nécessairé a l1'oxydation de
substrats exogénes et risquent de fausser les résultats. De plus
il faudra ramener trés souvent les manomé&tres au point de départ,

manipulation qui peut s'accompagner d'erreurs.
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Pour ces différentes raisons, il est plus aisé-de tra-
vailler avec un matériel biologique dont la respiration endogéne
est la p]u; faible possible. D'autant plus que nous ne pouvons
pas connaitre les modifications intervenant au niveau de cette
respiration lorsque les cellules se trouvent en présence d'un
substrat énergétique exogéne. Plus la respiration endogéne sera
faible, moins ces modifications n'interféreront avec la mesure
des volumes gazeux échangés lors de la dégradation de substances
"exogénes. Comment donc modifier cette respirafion endogéné sachant
qu'elle correspond & 1'é€change des gaz résultant de T'utilisation
de substances de réserves intracytoplasmiques (po1yQHydroxybutyra~
te[ﬂML39]) nécessaires a la survie de la cellule? Compte-tenu de

la facilité de conservation de Rhizobium meliloti sur des milieux

_trés pauvres, il semble que ces souches contiennent ces substances
en grandes quantités. Cette observation nous a permis de minimi-
ser le taux de re;biration endogéne des suspehsions bactériennes
en les incubant avant utilisation & 30°C sur tampon RN en agita-
tion moyenne durant I6 h. Les cellules sont ensuite lavées et
comptées : taux de survie a cette opération 100 %.

La différence des taux de consommation d'oxygéne d'un
méme lot de cellules, 1'un conservé & + 4°C et 1'autre agité 16 h
a 30°C, est importante : ainsi en 165 mn 1es'ce1]u1e§ agitées con-

somment presque 6 fois moins d'oxygéne que les cellules placées a

+ 4°C (Figure II).
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Figure I1I

Consommation d'oxygéne durant la respiration endogéne (RE) de

suspensions de cellules de Rhizobium meliloti

(RE) 4°C ¢ cellules conservées a 4°C aprés culture
(RE) 30°C : cellules agitées a4 30°C durant I6 h.

b. évolution du taux de consommation_d'oxygéne en
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Les temps de conservation des suspensions bactériennes
a 4°C en tampon RN~ étant au moins de 4 jours sans lésions impor-
tantes, nous utilisons les mémes lots de cellules lors de plusieur
manipulations. Nous remarquons que les taux de consommation d'oxy-
géne correspondant a la respiration endogéne augmentent avec Tles
temps de conservation & 4°C (Tableau 9). Cette constatation est
faite pour les cellules préparées aussi bien par culture sur glu-

’

cose (Rhizobium meliloti G) que sur fructose (Rhizobium meliloti F
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Temps de conservation Rm G Rm F
a 4° C (en'jours) QO2 en yl Q02 en P]
I 15,46 41,73

Série I :
16 65,69 109,63
1 67,7 -

Série 2 ‘
15 97,9 -

Tableau 9 : Evolution de la quantité d'oxygéne consommé (Q02) en

I80 mn lors de la respiration endogéne de Rhizobium meliloti G et

(Rm G et Rm F) conservé de I a I6 jours a + 4°C.

Ce phénoméne reste encore inexpliqué.

c. Variabilité des coefficients respiratoires_selon

- e Bm W e R ew ve Em mm W e m e e mw e wm A B S e w am S A e m ke . e b e we me Ao o e —

les_lots_de_fabrication

.Le coefficient respiratoire est fonction de la nature du
ou des subsfrats dégradés. Les conditions de préparation des cel-
lules étant standardisées, on pourrait s'attendre d avoivr des
valeurs de coefficients respiratoires stables. Or celles-ci va-

rient assez largement en fonction des lots de fabrication

(Tableau 10).

Lots de ) QOZ/QCO2
fabrication Rhizobium G Rhizobium F

B 1 1,14 -

2 0,99 0,96

3 0,78 -

4 0,79 1,01

5 0,79 -

6 0,92 ' -

7 0,65 0,81

-Tableau 10: Valeurs des coefficients respiratoires lors de la
respiration endogéne de Rhizobium meliloti G et F en fonetion des

lots de fabrication.
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‘La diversité de ces coefficients est en faveur de 1'exis-
tence de plusieurs substances de réserve en quantité relative va-
riable au sein du cytoplasme des cellules.

4) Respiration de Rhizobium meliloti d& partir de diffé-

rents intermédiaires du cycle de Krebs

a. respiration_sur pyruvate_de_sodium
Les essais sont réalisés sur I mg de pyruvate de sodium
(en équivalent acide) dans les 3 ml du contenu de la fiole
(333pg/m1). On mesure en paralléle la consommétion d'oxyagéne due

da la respiration endogéne et la consommation d'oxygéne en présence

du substrat (Figure 12).

H

[=]

o
1

pyruvate

w
‘oxygéne o - jpg/m!
T

A

quantité 3 4

RE
100t

1 ) )
100 200 minutes 300

Figure 12
Respiration de Rhigzobium meliloti en présence de pyruvate de so-
dium (333ug/ml).

L'acidification du milieu réactionnel en fin de manipu-
lation permet le dégagement de 372y1 de dioxyde de carbone, ce

qui nous donne un quotient respiratoire QR = 0,84.
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Théoriquement, 1'oxydation totale du pyruvate peut s'ex-

primer par la relation

5
CH3-C—~COOH + ; 02 =—*3002 + 2H20
Il
0
Ceci correspond d@ un quotient théorique de 0,83.
QR expérimental = 0,84 QR théorique = 0,83

On peut donc penser que le pyruvate de sodium est tota-
lement oxydé en eau et en dioxyde de carbone. Mais sa vitesse de
dégradation, quoique constante, reste trés faible : 49,4 % seule-
ment du substrat est dégradé en 4 h d'incubation. Plusieurs raisons
peuvent étre invoquées |

- le systéme perméasique d'entrée du pyruvate de sodium
dans la cellule fonctionne mal. |

- 1'utilisation du pyruvate de sodium 1ibére une base
forte qui augmente ie pH du milieu r&actionnel et inhibe certaines
activités enzymatiques.

- le cycle de Krebs tourne lentement & cause d'une arrivée
massive de pyruvate de sodium par rapport aux composés accepteurs
en C4. r

Chacune de ces hypothéses est vérifiée

- lors de la respiration sur I mg de substrat, le pH varie
de 6,95 au départ a 7,6 aprés 240 mn d'incubation.\Ces valeurs
restent trés proches de la neutralité et ne doivent pas influencer
le métabolisme cellulaire global.

- nous avons suivi la consommation d'oxygéne sur 0,5 mg
de pyruvate seul et sur un mélange de 0,5 mg de pyruvate et 0,05mg

de malate de sodium par fiole.

Les résultats sont rapportés dans le tableau 11.
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Temps en mn 20 40 60 80 100 120 140 160

R.E. (QO2 en P]) 14,8 30,2 50,8| 66,3 81,7, 99,8/113,9(130,7

R. sur 0,5 mg de
pyruvate,(Qoz en F]) 25,7 46,5( 66,3 85,1 101,9{117,8/134,6{153,4

R. sur 0,5 mg de pyruvate

et 0,05 mg de malate 27,3| 53,4 80,7|110,4| 128,2|146 161,6|180,4
(QO2 en F1)
Tableau 11 : quantité d'oxygéne consommé par'Rhizobium melilott

sur pyruvate de sodium et sur un mélange pyruvate de sodium-ma-

late de sodium.
Nous constatons
- que sur 0,5 mg de pyruvate la respiration suit exac-

tement celle qui est endogéne. Or Rhizobium meliloti est capable

d'oxyder ce substrat. Donc & cette concentration (I66yg/ml), le
pyruvate de sodium passe mal la barriére membranéire.

- qu'enfprésencé de malate de sodium, une Tégeére diffé-
rence de consommatioﬁ d'oxygéne durant les 80 premiéres minutes
est suivie d'une consommation normale correspondant & la respira-

tion endogéne (Figure I3).
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Fjgure 13

Respiration de Rhizobium meliloti en présence d'un mélange de

pyruvate de sodium (IGQﬂg/mZ} et de malate de sodium (IG,ng/mZ)
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L'oxydation totale de 1'acide malique peut s'écrire

COOH - CHOH - CH2 - COOH + 302———-+-4C02 + 3H20.

ﬂ'oxydation totale de 0,05 mg d'acide malique consom-
merait théoriquement 25,2 pl d'oxygéne. Or, au point d'inflexion
de la courbe de respiration (aprés 80 mn d'incubation), nous
~observons une différence de consommation d'oxygéne de 25,3 P‘
avec celle correspondant a la respiration en présence de pyru-
vate a ce méme temps.

Nous pouvons donc conclure que

- 1'acide pyruvique pénétre mal dans la cellule 3
des concentrations de 166 pyg/m1 (0,5 mg/3 ml de milieu réac-
tionnel) mais le systéme perméasique fonctionne a des conten-
trations de 330 Pg/m].

- le quotient respiratoire'mesuré sur substrat pyru-
vique nous démontre que la molécule est totalement oxydée en
eau et en dioxyde'de carbone.

- de méme la consommation d'oxygéne mesurée en présen-
ce d'acide malique rejdignant exactement la valeur théorique,
nous pouvons affirmer que cet intermédiaire est totalement OXy-
dé.

b. respiration_sur succinate de sodium

Les essais sont tout d'abord réalisés sur I mg de suc-
cinate de sodium (en équivalent acide) dans 1es 3 ml du conte-
nu de la fiole (333 pg/ml). On mesure parallélement la consom-
mation d'oxygéne due a8 la respiration endogéne et la consomma-

tion d'oxygéne en présence du substrat (figure 14).
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Figure I4

Respiration de Rhizobium meliloti en présence de succinate de

sodium ( 333 ug/ml ).

La courbe de consommation d'oxygéne n'est lingaire
qu'entre 60 et I40 mn. Le substrat n'est pas oxydé immédiate-
ment, ce qui est en faveur de 1'induction d'un systéme enzyma-
tique)soit de pénétration dans le cytoplasme (perméases)/soit
de dégradation ou les deux & la fois.

La vitesse d'oxydation réguliérement décroissante a
partir de 140 mn de contact traduit 'une inhibition du systéme
de dégradation. Or le pH du milieu réactionnel, ajusté au dé-
part a 7,1 est passé en 240 mn & 9,2. Nous pouvons donc espé-
rer obtenir une courbe de respiration plus réguliére en Timi-
tant la quantité de substrat carboné a 166 pg/m] et en augmen-
tant le pouvoir tampon du milieu RN .

Nous avons au préalable vérifié que la force ionique
du systéme tampon RN ne modifiait pas trop le métabolisme de
Rhizobium meliloti en utilisant comme source de carbone le

glucose (figure 15).
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Figure I5

Respiration de Rhizobium meliloti sur des quantités identiques

de glucose (I66 pg/ml) en solution dans
A : tampon RN~ ‘
B : tampon RN concentré I,5 fois

C : tampon RN concentré 2 fois.

Nous avons donc pu concentrer deux fois le systénme

tampon RN™ pour 1'étude de la respiration de Rhizobium meliloti

aux dépens-du succinate de sodium. La courbe de consommation

d'oxygéne obtenue est nettement plus réguliére (figure I6).
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Figure I6

Respiration de Rhizobium meliloti sur succinate de sodium

(166 ﬂg/ml) dans le tampon RN concentré deux fois.



Le pH du milieu réactionnel ajusté & 7 au départ n'est
que de- 8,3 'en fin de manipulation. Dans ces conditions la vites-
se d'oxydation reste constante au cours du temps jusqu'au temps
260 mn, aprés lequel elle rejoint presque la respiration endogeé-
ne. Le quotient respiratoire, calculé d'aprés les valeurs d'oxy-
géne consommé et de dioxyde de carbone dégagé est de 0,879.

Théoriquement, 1'oxydation totale de 1'acide succini-
-que peut s'exprimer par la relation

- CH2 - COOH + 7/2 02_——q»4C02 + 3H,0

COOH - CH 5

2

soit un quotient respiratoire théorique de 0,875.

QR expérimental = 0,879 QR théorique = 0,875

Si T'on considére que jusqu'au point d'inflexion de 1la
courbe, tout 1'oxygéne consommé est uti}isé a l'oxydation totale
du substrat, on peut déduire qu'au temps t = 260 mn, 8I % de
1'acide succinique est totalement oxydé.

En conclusion, nous pouvons dire que le succinate est

un bon substrat pour Rhizobium meliloti. Son utilisation aboutit

a son oxydation compléte en dioxyde de carbone et en eau.

c. respiration suroctcéto-glutarate_de sodium

e e e we e e T tm e e e me A e me - hm e e e e e e = mn e

Ce substrat est essayé a une concentration de 333 yg/m].
De la méme fagon que précédemment, on mesure parallélement la
~consommation d'oxygéne due d& Ta respiration endogéne des cellules
en suspension dans le tampon RN et la consommation d'oxygéne

en-présence du substrat (Tableau 12).
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Temps en
20 40 60 80| 100 120} I40 | 160 180 200 | 220 | 240

mn

Respiration 4.
23 32 44 53 62 69 77 86 98 | 1134 120§ 129

endogéne

Respiration sur
16 28 45 53 64 74 83 95| 106 | 115 ] 1241 135

& cétoglutarate

Tableau 12 : quantité d'oxygéne,en ul, consommé par Rhizobium

méliloti en présence d' xcéto-glutarate de sodium (333 pg/ml).

Le pH ajusté a 7,2 au départ est de 7,35 aprés 240 nmn.
Les taux de consommation sont pratiquement identiques en pré-
sence ou en absence de substrat. Pour les mémes raisons que
pour le pyruvate, nous avons testé la reépiration sur «<céto-glu-
tarate de sodium en présence de maiate de sodium en quantité

dix fois moindre que le substrat principal (Tabieau 13).

Temps en :
_ 20 40 60 80 100 120 140 160
mn
R:E 14,8 30,2 50,8 66,3 81,7 99,8 113,9] 130,7
Respiration sur -
) 24,4 44,1 66,11 82,4 97,5( 107,94 121,81 138,I
o< cétoglutarate
Respiration sur :
) 24 48 68,4} 93,6 110,4| 123,6| 140,41 158,4
olceto + malate .

Tableau 13 : quantité d'oxygéne consommé par Rhizobium meliloti

sur ctcéto-glutarate de sodium (333 pg/ml) et d'un mélange
d' o céto~glutarate de sodium (333 pg/ml) et de malate de sodium
(33,3 pg/ml).
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Dans le cas de la respiration en présence d'un compo-

sé en C4'nous avons une consommation d'oxygéne plus importante

Au temps t I60 mn, 1'écart est de 20,3 F]' IT pourrait cor-
respondre & 1'oxydation du malate ajouté.
En conclusion, nous pouvons dire que 1'acidecotcéto-

glutarique n'est pas utilisé par Rhizobium meliloti. Or cette

molécule est décrite comme &tant 1'accepteur[4,71,100]de 1'azote
gazeux préalablement réduit en ammoniac par la nitrogénase[?,
69,70 ] dans les bactérofdes issus' des formes bacillaires. Les
souches de Rhizobium deivent &tre en mesure de synthétiser 3
partir d'autres intermédiaires cet acide xcétonique mais ne pos-
sédant le systéme perméasique adéquat,elles sont incapables de

1'intégrer lorsqu'il est présent dans le milieu ambiant.

Ce substrat est testé & la concentration de 333 pg/mi.
La mesure de la consommation d'oxygéne lors de la respiration
endogéne de la souche et de la consommation d'okygéne lors de
1'oxydation du substrat permet 1'€tablissement des courbes de

la figure 17.
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Figure 17

Respiration de Rhizobium meliloti sur glyoxylate de sodium

(222 s /dmT Y Amn Toa 4o onee TR , . s -
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L'oxydation totale du g]joxy1ate nécessite une molécu-
le d'oxygéne par molécule de substrat

+ H,0

COOH - CHO + 102"———q>2C0 2

2
ce qui donne un quotient respiratoire théorique de 0,5.

Or notre quotient respiratoire expérimental est de 0,72

QR expérimental = 0,72 QR théorique = 0,5

On peut en conclure que le glyoxylate est oxydé pour le

Rhizobium meliloti mais sa dégradation n'est pas compléte pen-

dant les temps d'incubation choisis.

e. conclusion

Rhizobfﬂm meliloti posséde un potentiel enzymatique
suffisant pour oxyder les sels de sodium des acides pyruvique,
malique, succinique et glyoxalique. Nous pouvons conclure que
le cycle de Krebs‘fonctionne trés bien sans pouvoir affirmer

que le by-pass du glyoxylate est complet.

5) Croissance sur différents intermédiaires du cycle

de Krebs : |

Les enregistrements de la qroissance au biophotome-
tre. de Bonet, Maury et Jouan sont exprimés en pourcentage de
}1umiére transmise par les suspensions hactériennes, le 100 % de trans-
mission étant réglé sur chaque mi11eu‘au temps t = 0 de Ta culture.

|

Ces enregistrements permettent de visualiser, plus faj
cilement qu'en densité optique, les phases de latence et les
phases d'accélération précédant les phases exponentielles de

croissance.
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a. croissance_sur_milieu_complet

Nous constatons sur la figure I8 que la phase de 1la-
tence est trés courte en présence de succinate ou de pyruvate de
sodium alors qu'en présence de citrate de sodium, elle dure en-
viron I2 h. Les phases d'accélération sont respectivement plus

rapides sur citrate, succinate et pyruvate.
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Figure 18

Croissance de Rhizcbium meliloti sur milieu RC additionné

d'un substrat carboné 4 la concentration de I %.

On peut se demander si la phase de latence en pré-
sence de citrate de sodium correspond & 1'induction d'une per-
méase ou & 1'induction d'un systéme enzymatique permettant la
dégradation et 1'utilisation des mannanes de 1'extrait de le-
vure contenu.dans le milieu RC. Nous avons donc réalisé la mé-

me expérience sur le milieu minimum R.

b. c¢croissance sur milieu minimum

- v e m Me e e e A e e e e et e A e e e bm o me A em e

Dans ce milieu la source d'azote n'est constituée
que de nitrate d'ammonium. Les résultats sont représentés sur

la figure 19.
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Figure 19

Croissance de Rhizobium meliloti sur milieu minimum R addition-

né d'un substrat carboné 4 la concentration de I %.

Nous obtenons la méme image d'ensemble. La phaée de la-
tence en présence de citrate de sodium correspond donc & 1'induc
tion d'un systéme de pénétration ou de dégradation de cette mo-
lécule.

Les trois substrats, choisis parmi les intermédiaires
du cycle de Krebs peuvent donc étre utilisés pour la ctoissance

de Rhizobium fieliloti.

C - CONCLUSION

Nous constatons que

- d'une part, Rhizobium meliloti est incapable de réa-

liser 1a fermentation acide d'oses simples, tels le glucose et
le fructose. L'acidification des milieux réactionnels lors de
sa culture ou de sa respiration en systemes non proliférants a

partir de glucose est dépendante de la présence d'oxygéne.
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- d'autre part, Rhizobium meliloti posséde tout le

potentiel énzymatique nécessaire & la dégradation des substrats
du métabolisme intermédiaire oxydatif. I1 n'est déficient qu'au
niveéu de certaines perméases.

Le cycle de Krebs peut donc fonctionner normalement

chez Rhizobium meliloti, complété peut-étre par le by-pass du

gTyoxylate.




IV

IDENTIFICATION DE LA FRACTION ACIDE

SACCUMULANT EN PRESENCE DE GLUCOSTE
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Iv IDENTIFICATION DE LA FRACTION
ACIDE S'"ACCUMULANT EN PRESENCE ODE

GLUCOSE

Rhizobium meliloti posséde donc un cycle de Krebs fonctionnel. Or

en présence de glucose, il accumule dans son milieu de suspension un ou plu-
sieurs acides, dont la présence se traduit par une baisse de pH. Celle-ci est
néfaste & 1'activité du complexe enzymatique nécessaire @ la synthése du po-
lyoside [19]. Ainsi le glucose inhiberait la formation du mucus non pas par

. 5a seule présence mais par 1'accumulation d'un de ses produits de dégradation.
IT semble 3 priori que ce ou ces produits soient des intermédiaires se trouvani
en aval du cycle de Krebs, donc du pyruvaté,et dont 1'apparition résulterait
soit de 1'inexistence d'un enzyme sur la chaine métabolique, socit de son mau-

vais fonctionnement.

IT convient donc d'identifier cette fraction acide pour mieux com-

prendre le mécanisme d'utilisation du glucose par Rhizobium meliloti.

A - MATERIEL ET METHODES

h e A o o . Y B o G e b g W SN W Em g

Nous remarquons que le pH descend plus rapidement dans les systémes
cellulaires non proliférants comparés aux cultures sur milieu complet. La 1i-
bération de produits acides y est donc plus rapide, vraisemblablement & cause
de Ta densité importante de cellules dés le début d'incubation.

Nous réalisons donc une culture de Rhizobium meliloti sur deux Titres

de milieu RC glucosé a 1 % durant 16 heures & 30° C sous agitation moyenne.

Les cellules, centrifugées et lavées deux fois dans le tampon RN, sont mises
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d nouveau en suspension dans un litre de milieu RN" glucosé & 1 %. La concen-
tration cellulaire est de 3.109 bactéries/ml. Ces cellules étant incubées a
30° C sous agitation moyenne, nous contrdlons la libération de produits acides

par la mesure réguliére du pH du milieu (tableau 14).

Temps d'incubation bH
en heures
0 7,1
50 5,4
92 4,2
116 | 3,9

TABLEAU 14 : Evolution du pH d'une suspension cellfulaire de 3.109 bacténies/ml

swi milieu RN™ g»ﬁuco@é a1l %, et dncub? & 30° C sous agitation moyenne.

Aprés 116 heures d'incubation, les cellules sont éliminées par cen-
trifugation & 16 300 g pendant 20 minutes. Le surnageant limpide contient

la totalité de la fraction acide.

b. purification de_la_fraction_ acide :

Le surnageant contient alors en solution :

les composants du tampon RN™ : {KHZPO4

le polyoside synth&tisé aux dépens de la source de carbone

le glucose en excés

les produits de catabolisme dont Ja fraction acide.

' E]imination du polyoside
Le polyoside est relargué par 1'addition de 3 volumes d'éthanol et

une pincée d'acétate de sodium. La précipitation est poursuivie une nuit &
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+ 4° C. La majorité des fibres formées est &liminée érla baguette de verre, le
reste 1'étant par filtration sur papier. L'ensemble du précipité est regroupé
et dissout Aans 1'eau distiliee.

. pH eau distillée : 5,7

. pH solution aqueuse polyoside : 5,45

La précipitation alcoolique des polyosides n'a donc pas entrainé de
produits acides.

L'ensemble de la phase 1iquide»est concentré 12 fois & 1'évaporateur
rotatif sous vide, type Bichi & 30° C.

L'alcool éthylique est ainsi totalement &liminé ainsi qu'une partie

. de la phase aqueuse.

Q-Eh'mination des ions phosphates
L'étude de la nature des produits'acides 1ibérés faisant appel a
dés techniques de chromatographie sur papier, la suppression des ions phospha-
tes est nécessaire pour éviter les phénoménes de trainées.
Les 1ons.phosphates sont éliminés de la phase liquide socus forme
de sels ammoniacaux magnésiens qui précipitent & chaud :

100° C
NH4GH

Pour ne pas se trouver en excés d'ions magnésium nous tenons compte
de ceux déja présents dans le milieu au départ. Nous obtenons finalement une
solution purifiée ne contenant plus que le glucose en excés et les produits de

catabolisme.

2) Méthodes d'identification :

L'emploi des techniques de séparations électrophorétique et chroma-
tographique deé composés de cette solution a abouti & 1'identification d'une
substance dont le comportement est identique & celui de 1'acide 2 céto-gluco-

nique. Nous avons vérifié 1'identité de cette substance par la fabrication des



dérivés du type hydrazones, méthylesters et quinoxalinols.

Nous avons utilisé 1'électrophorése de zone & basse tension
(400 Volts) dans un appareil en toit du type DURRUM [33]. Le papier Whatman 3
est choisi pour sa résistance mécanique.

L'identification de la fraction acide s'accumulant lors du mé-
tabolisme intermédiaire est réalisée dans différents systémes tampons :

~ tampon de Michl[96]

Pyridine 3 m1
Acide acétique 10 ml > pH 3,9
Eau distillce 400 ml

- tampon de Haugh et Larsen [51] |

Borate de sodium 0,01 ™ |
(Borax) 2 pH 9,2
CaCl, 0,005 M 5
~ tempen Véronal/EDTA
Véronal de sodium 12,37 ¢
EDTA, sel de sodium 2,6 g pH 8,6

Fau distillée QSP 1 000 ml

Les temps de migration sont variables et sont respectivement
de 15 heures,‘7 heures 30 et 6 heures. ’
Deux types de révélateurs sont employés :

- le vert de bromocrésol dont la zone de virage du jaune au ble:
se situe de pH 3,8 & 5,4. Bien connu des auteurs pour la révélation des acides
[28/87’)97'98] , i1 est solubilisé dans 1'éthanol a 95° & la concentration
de 0,1 %. Sa pulvérisation sur les électrophorégrammes séchés a la température

ambiante sous hotte ventilée'1aisse apparaitre les acides en jaune sur fond
vert. Le contraste peut &tre amélioré selon BRYANT et OVERELL [14] en ajoutant

au réactif un peu d'ammoniaque concentrée. Nous avons préféré comme LATURAZE

[B1]p1acer nos feuilles quelques secondes dans les vapeurs d'ammoniac. Les
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acides apparaissent aiors Jjaune sur fond bleu intense.

- 1'oxalate d'aniline Do7]p6ur mettre en €vidence les acides
2 céto-gluconique et 5'céto-g1uconique. Aprés pulvérisation du réactif, le
passage de la feuille & 1'étuve & 105° C duranf 20 mn les fait apparaitre
respectivement rose et jaune sur fond blanc. Pour cette révélation, 1'élimi-
nation des ions boratés du tampon de Haugh et Larsen [51]est nécessaire ;

elle est effectuée par pulvérisation de méthanol acétique [99].

o wih g et A T A R = L

Nous faisons appel & deux types de séparation chromatographique
- chromatographie de partage descendante sur papier

- chromatographie d'adsorption ascendante sur gel de silice.

(- 1a chromatographie de partage sur peapier
Notre choix du papier Whatman n® 3 est basé sur la qualité de
sa texture, granuleuse et & fibres peu serrées, qui permet une vitesse rapide
d'écoulement du solvant tout en conservant un taux de résolution suffisant.
| Trois systémes solvants organiques acides sont employés :
[t07] (1) - Butanol / Acide Acétique / Eau 4/1/5 v/
[81] (2) - Butanol / Acide Formique / Eau 7/3/12 v/
[92] (3) - Propanol / Methyl benzoate / Acide formique / Eau 7/3/2/5 v/
La préparation des solvants se fait dans une ampoule de
décantation. Vingt quatre heures de repos aux mélanges (1) et (2) sont nécessai
res & la séparation nette des phases aqueuses inférieures servant a saturer
1'atmosphére de la cuve et des phases ofganiques supéfieures utilisées & la
séparation des constituants de notre solution purifiée. Pour Te mélange (3) il
faut attendre au minimum 4 jours pour avoir une séparation nette des deux
phases. ,
| ﬁﬁtes migrations se poursuivent respectivement durant 15 heures

17 heures et 15 heures. Les révélations se font par 1'oxalate d'aniline sur les

feuilles . préalablement séchées sous hotte ventilée. Nous remarquons & ce



67

propos que 1'@limination de 1'acide formique est plus aisée que celle de
1'acide acétique.
ghja chromatographie d'adsorption sur gel de si}ice

Le gel de silice est coulé en couche mince (0,25 mm d'épais-
seur) sur plaque de verre 20 x 20 cm.

La séparation se réalise en chambre saturée durant 4 heures 3
au cours de la migration du solvant préconisé par CHEFTEL et co11.[1 8]

Ethanol / Ammoniaque / Eau 80/5/15 v/v

La révélation est faite par 1'oxalate d'aniline aprés séchage

de la plaque sous courant d'air froid.

L A R L e e e e e L

Les méthodes précédentes nous laissent supposer la présence
d'acide carboxylique o -cétonique dans notre sclution purifiée. Or la caracté-
risation des composés carbonylés, aldéhydes ou cétones, peut étre résolue par

1'identification des hydrazones qui leur correspondent.

. ' NO NO
b 0 : e R0
_C=0+N0, VNH-NHZ ———————-—-—-—/—--Q-.2+HZOF
2,4 dinitrophénylhydrazine 2,4 dinitrophénylhydrazone

= 2,4 DNPH

. - Nous avons utilisé la 2,4 dinitrophénylhydrazine en solution
dans 1'acide chlorhydrique comme le conseille ALLEN [1].

La technique classique de condensation @ chaud ne peut pas étre
employée afin d'éviter 1'oxydation éventuelle des « -hydroxycétones. De ce
fait nous avons préféré la méthode & froid décrite par SELIGSON et SHAPIRO[114]
pour 1'identification des acides ot -cétoniques dans les liquides biclogiques :
urine et sang.

Lé condensation du rééctif et du substrat se fait par contact &

Ta température ambiante durant 30 mn. Le dérivé 2-4 dinitrophénylhydrazone

formé est purifié par extractions successives dans les solutions chloroforme /
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Ethanol (CZHSOH d 20 % dans CHClg) et carbonate de sodium (solution aqueuse
Na2C03 I,ON). I1 est obtenu finalement sous forme de précipité aprés avoir été
séché en courant d'air sec filtré.

Dissout a nouveau dans un tampon glycocolle / NaOH 0,IM & pH 7,4,
il est chromatographié sur papier Whatman 3 traité au préalable par ce méme
tampon pulvérisé. Le systéme solvant de CAVELLINI[17]donne des spots qui ne
sont pas toujours nets. Aussi nous lui préférons le systéme de HARWARY et
THOMPSON[:SQ]: Butanol / Ethanol / Ammoniaque 0,5N 7/1/2 v/Vv.

Nous avons traité de cette maniére 1'acide pyruvique, 1'acide 2
céto-gluconique, 1'acide 5 céto-gluconique, 1'acide x-cétoglutarique et notre

solution purifiée.

- v e At b M S e W o e o B¢t don n W O e o ma b

L'estérification des fonctions hydroxy- par un groupement méthyi
est 1'un des moyens utilisés pour stabiliser les molécules d'acides organigues
hydroxylés et permet ainsi la mesure de leurs points de fusion. Nous en devons
le mode opératoire & FOURNET.®

Le réactif d'estérification est le méthanol anhydre (récemment distil
1€) dans lequel on fait buller 1'acide chlorhydrique gazeux jusqu'a la concen-
tration finale de 0,5N.

La réaction se fait en tube fermé hermétiquement & 80° C durant
2 heures, a raison de 10 mg de produit a méthyler-pour 5 m1 de méthanol chlorhy
drique. La solution est ensuite &vaporée & sec sous courant d'air filtré.

Le résidu est lavé par 5 ml d'un mélange méthanol / acétone 50/50
et & nouveau séché. La cristallisation se poursuit pendant 48 heures & partir
du dioxanne [110].

La réaction est faite sur un témoin 2 cétogluconate de calcium et sur

Nous remencions vivement M. FOURNET, Maltre de Congérences, Labonra-

Zoine de’ Chimie Biologique de L'Univers{te des Sciences et des Techniques de

LTILLE 1.
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la fraction acide, préparée & partir de notre solution purifiée par &lectropho
rése préparative en tampon de MICHL. La bande de papier correspondant a la fra

tion acide est @luée par 1'eau distillée et concentrée par évaporation sous vid

e. formation de dérivés guinoxalinols :

L'orthophényléne diamine (1,2 diamino benzéne) réagit avec les

acides ¢ ~cétoniques pour former des quinoxalinols [54,55,101315]:

NH 0 OH N OH
QT X
NN 0”7 < YAy

2
ortho-phényléne acide 2 hydroxyquinoxaline
diamine cétonique = quinoxalinol

Les avantages de ces dérivés combarés a ceux des 2,4 dinftrophé—
nylhydrazones sont leur plus haute spécificité pour la fonction o -cétonique
et leur stabilité plus grande.

Nous avons utilisé la méthode décrite par LANNING et COHEN [s0]
pour la détection et le dosage des acides 2 céto-hexoniques :

- 1 ml d'orthophényiéne-diamine, préparée extemporanément &
raison de 15 mg/ml en solution aqueuse d'HC1 0,25 N, est ajoutée & une solu-
tion contenant de 10 & 100 j19 d'acide 2 céto-hexonique.

- porté au bain-marie bouillant durant 30 minutes, le mé&lange
est refroidi lentement & la température du laboratoire.

- la densité optique est mesurée en cuve de quartz dans 1'U.V
proche : 330 et 360 nm.

Le rapport de la densité optique a@ 330 nm et de celle lue a
360 nm est de 1,51 : 0,07 pour les solutions contenant des acides 2 céto-
hexoniques [80].

Les spectres d'absorption de 1'orthophényléne diamine et des

dérivés quinoxalinols sont vérifiés sur spectrophotométre U.V. Unicam SP 800

4 défilement automatique des longueurs d'onde.
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Comme pour la fabrication des dérivés méthyls-esters la réaction
est faite sur un échantillon d'acide 2 céto-gluconique commercial et sur
notre fraction acide préparée comme i1 est décrit précédemment pour la fa-

brication des dérivés méthyl-esters.

B - RESULTATS

1) Mise en @vidence d'une substance a comportement électrophorétique

et chromotographique identique & celui de 1'acide 2 céto~gluconique

a. electrophoréses:

Nous avons tout d'abord comparé, dans le tampon de MICHL, la
mobilité des constituants séparés a partir de notre solution purifiée par
rapport a toute une série d'acides du métabolisme intermédiaire. Les coaffi-
cients de migration de chacun d'entre eux sont calculés pour chague systéme

de séparation en fonction de la substance la plus mobile dans le systéme

(tableau 15).

Intermédiaires témoins Coefficients de migration
Ac. pyruvique 1
Ac. Ak céto-glutarique 0,88
Ac. glyoxalique 0,85
Ac. citrique 0,74
Ac. 2 céto~-gluconique 0,66
Ac. 5 céto-gluconique - 0,60
Ac. gluconique 0,56
Ac. succinique 0,54
Ac. ascorbique 0,45
Glucose 0,28

TABLEAU 15 : Coefficients de migration de differents intermédiaines Lons de
L'électrophonese en tampon de MICHL (400 Volts, 15 heures).
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La solution purifiée se sépare en deux constituants seulement :
- = 1'un posséde un coefficient de migration de 0,28, identique a

celui du glucose témoin et qui ne se révéle qu'a 1'oxalate d'aniline. Il
s'agit du glucose en excés dans le mi1ieu de non prolifération que nous
retrouverons a chaque fois.

- T1'autre beaucoup plus acide posséde un coefficient de migration
par rapport a 1'acide pyruvique de 0,66, coefficient correspondant & 1'aci-
de 2 céto-gluconique. Ce constituant est appelé fraction acide (F.A.) de

notre solution purifiée et ce pour toute la suite de nos manipulations.

Nous avons voulu vérifier 1'identité des coefficients de migration
de 1'acide 2 céto-gluconique témoin et de notre fraction acide dans deux
systémes tampons basiques dont 1'un & base de borate de sodium, peut modi-
‘fier considérablement les caractéres de mobilité des constituants possédant

des fonctions hydroxy en ¢X (tableau 16).

|
’ Coefficients de migration en
Substrats -
tampon pH 8,6 tampon pH 9,2

Ac. 2 céto~gluconi- 1 0,82

que
Ac. 5 céto-gluconi-

que 0,97 . 1
Glucose 0,46 0,43
Fraction acide 1 0,82

TABLEAU 16 :  Valewws des coefficients de mighation de La fraction aclide et
de differents timoins Lors d'électrophoreses dans :
- Le tampon de HAUGH et LARSEN pH 9,2 : 400 V 7,5 h
- Le tampon Vénonal/EDTA pH 8,6 : 400 V 6 h



Lors de 1'utilisation du glucose par Rhizobium meliloti, la frac-

tion acide qui s'accumule ne semble &tre constituée que d'un seul produit
dont la mobilité dans un champ &lectrique est identique a celle de 1'aci-

de 2 céto-gluconique.

DR R R LR g

La présence soupgonnée d'acides organiques dans notre solu-
tion purifi€e & analyser nous a amenés & éviter 1'emploi de solvants organi-
ques neutres. En effet, les acides organiques sont plus ou moins ionisés en
fonction du pH. Dans les solvants neutres, ils sé chromatographient mal car
la forme ionisée 5 un Rf supérieur & celui de la molécule non dissociée. |

L'emploi de tels systémes solvants fait migrer les acides sous forme de

trainées, trés génantes, ainsi que 1'ont montré LUGG et OVERELL[86].

Nous avons donc utilisé des solvants organiques acides qui
permettent non seulement la migration réguliére des constituants acides mais
aussi suppriment les effets d'adsorption sur le papier. Pour la chromatogra-

phie sur couche mince nous avons choisi un systéme solvant basique (tahleau 17)

Systémes solvants
Substrats BuOH | BuCH EtOH
1 AcOH 2 HECCH 3 NH4OH
Eau Lau Eau

Ac. 2 céto- |
gluconique 0,28 0,49 0,64
Ac. 5 céto- .
gluconique 1 1 < 0,5 (trainée)
Glucose 0,70 0,34 1
Fraction
acide 0,28 0,49 0,64

TABLEAU 17 : Valewrs des coefficients de migration relative Lons des chnro-
matographies descendante surn papien (1,2) et ascendante sur
couche mince (3)
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La chfomatographie confirme 1'identité de comportement de
notre fraction acide avec - le témoin 2 céto?gluconique. Or MACEK et co]1.[92]
ont publié la valeur des coefficients de migration d'un grand nombre d'aci-
des organiques cétoniques obtenus lors de la séparation chromatographique
sur papier dans le systéme solvant suivant :

Propanol /  Methyl benzoate / Acide Formique / Eau
7/3/2/5 v/ v.

Nous avons renouvelé 1'expérience et avons voulu comparer

les valeurs des coefficients de migration de nos substances avec celles

déja connues (tableau 18).

Coefficients de migration
Substrats publiés expérimentaux
Ménip. 1 Manip. 2
2§&cgn§2§§_ | 1 ' 1 1
g%cgnggﬁg“ 0,66 0,77 0,79
Fraction Acide - 0,78 0,79

TABLEAUﬂjﬁ : Valeuns des coefficdents de migration d'acides cétoniques Kdna
de Leun chromatographie sun Whatman 3 dans Le systéme sofvant
de MACEK et TADRA.

Nous remarquons que dans- cet autre systéme solvant, notre
fraction acide s'identifie & nouveau & 1'acide 2 céto-gluconique mais les
coefficients de migration mesurés ne correspondent pas & ceux précédemment
décrits par MACEK et TADRA. Comment peut-on expliquer cet écart ? I1 faut
rappeler que loyrs de la préparation du syStéme solvant en fiole a décanter,
il faut attendre au minimum 4 jours pour avoir une séparation nette des deux
phases. De plus la phase organique de migration se sépare trés facilement. La

température doit influer considérablement sur la composition respective des
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phases aqueuse et organique. I1 est fort probable que nous n'avons pas tra-
vaillé dans les mémes conditions que MACEK et TADRA, ce qui explique cette

1égére différence dans les résultats.

En conclusion, 1'analyse de 1a mobilité de notre fraction
acide dans différentes conditions de séparations chromatographique ou é&lec-
trophorétique permet de 1'identifier & celle de 1'acide 2 céto-gluconique.”
Sa nature chimique ne peut étre confirmée qu'en utilisant d'autres moyens
d'identification beaucoup plus spécifiques choisis en fonction des propriétés

de Ta molécule.

2) Identification de la 2-4 dinitrophénylhydrazone de 1'acide

2 céto-gluconique

L'application de la technique de formation des 2-4 dinitrophénylhy-
drazones de SELIGSON et SHAPIRO & nos témoins céto-acides et & nofre soiu-
~ tion purifiée nous conduit & 1'obtention de quantités plus ou moins impor-
tantes de résidus secs qui repris par un tampon glycocolle / NaOH sont chro-

matographiés dans 1e systéme de HARKARY et THOMPSON (tableau 19).

2-4 dinitrophénylhydrazones Systémes solvants
des témoins 1 2
Ac. pyruvigue 0,50 0,21
Ac. « céto-glutarique : 0,11 0,05

TABLEAU 19 : R{§ des denivés 2-4 Dinitrnophénylhydrnazones dans Les systemes
solvants de :
1 - HARWARY et THOMPSON [50]: valeuns expérimentales.
2 - CAVALLINI et cofl. [17] : valeurs publiZes.

Le systéme solvant de CAVALLINI est trés voisin dans sa composition
de celui que nous avons utilisé. Nous constatons que le rapport des valeurs

Rf des dérivés de 1'acide pyruvique et de 1'acide otcétoglutarique est du
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méme ordre que celui des Rf publiés par CAVALLINI.

Par contre 1'observation directe de notre chromatogramme ne révéle
pas 1'existenc§ de 2-4 dinitrophénylhydrazones des acides 2 et 5-céto-g1uconiq
témoins et de la solution purifiée. Certains auteurs conseillent la pulvérisa-
tion directe sur le papier de soude normale qui donne aux téches de 2-4 DN
P-hydrazones une coloration rouge fugace. L'utilisation d'un tel procédé n'a
pas donné de meilleurs résultats.

Or la structuré méme des molécules d'acide céto-gluconique nous assu-
re de la possibilité de formation de dérivés 2-4 DN P-hydrazones. Nous pouvons
penser que ceux-ci se forment lors du contact avec le réactif mais ne sont pas
extraits par 1'utilisation successive des solutions chloroforme / éthanol et
carbonate de sodium. Le caractére hydrophile qui leur est donné par 1'exis-
tence de nombreuses fonctions hydroxy- ne permet peut-&tre pas leur passage
dans la phase organique. |

Nous avons donc essayé de préparer nos dérivés de condensation en
suivant la méme méthode mais en augmentant le temps de contact avec ie réac-
tif (24 heures). Nous avons supprimé les étapes de purification en traitant
directement le milieu réactionnel en chromatographie sur papier. Nous avons
au préalable éliminé 1'acide chlorhydrique qu'il contenait par sa distilla-
tion sous cloche & vide en présence de pastilles de soude puis décanté la
phase solide constituée de réactif cristallisé.

Nous avons appliqué ce traitement non seulement & notre solution
purifiée contenant encore des résidus de glucose non dégradés lors de 1'in-
cubation des cellules mais aussi & une solution d'acide 2 céto-gluconique
témoin et & une solution de glucose témoin,

| Si 1'on prend arbitrairement égal & 1 le coefficient de migration
de Ta substance la plus mobile dans le systéme (2-4 DNPH) , on peut calculer

les valeurs des coefficients de migration des autres dérivés (tableau 20).



Substances témoins Coefficients de migration
2-4 DNPH (2 spots) 1 :
0,89

2-4 DNP-hydrazone du
glucose

2-4 DNP-hydrazone de
Ac. 2 céto-gluconique

0,57

0,25

TABLEAU 20 : Valeurs des coefficients de‘mignation de La 2-4 DNPH et des
differentes 2-4 DNP hydrnazones dans Le systeme solvant de
HARWARY et THOMPSON.
La chromatographie de la solution purifiée traitée avec la 2-4
DNPH donne lieu @ la séparation de quatre téches :
- deux correspondant & la 2-4 DNPH en excés.
- une dont le coefficient de migration de 0,57 1'identifie & la
2-4 DNPH du glucose.
- une autre dont le coefficient de migration de 0,26 1'identifie

d la 2-4 DNPH de 1'acide 2 céto-gluconique.

3) Points de fusion des dérivés méthyl-esters de 1'acide 2 céto-~

gluconique et de notre fraction acide

La fabrication des dérivés méthyl-esters-a partir du 2 céto-gluco-
nate de calcium (MERCK) aboutit & la formation de petits cristaux blancs
alors que pour notre fraction acide nous obtenons un résidu vefdétre.

Les points de fusion mesurés dans un tube capillaire immergé dans

un bain d'huile thermorégulé (BUCHI) sont rapportés dans le tableau 21.
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Dériveés méthyl-esters de [Valeur théorique } Valeurs expérimentales

Ac. 2 céto-gluconique 175-6 143-5
Fraction acide 162-5

TABLEAU 21 : Valeuns des points de fusion, en degré celsius, mesurls en
tube capillaine immenge dans un bain d'huile themmontgulé.

~Plusieurs observations sonf a faire & propos de cette manipulation :

- la cristallisation & partir du dioxanne est difficile. Les rési-
dus obtenus n'ont pas une structure réguliére. Pour notre fraction acide, la
couleur verdatre traduit peut;étre une décomposition partie]]e'de la molécule.
IT faut signaler que déja au départ 1'élution de 1a fraction acide a partir
de 1'@lectrophorése préparative, concentréesous vide, donne 1'apparence d'un

sirop brundtre.

- les valeurs des points de fusion indiqués dans le tableau corres-
pondent non pas a une'11quéfaction rapide des résidus mais a@ leur changement
d'état : en effet, dans les zones de température rapportées, nons observons
un moussage du produit,dd peut-étre & une ébullition, et un passage rapide
da la couleur brune intense)dﬂ peut-étre a une cuisson.

I1 ne semble donc pas que 1'acide 2 céto-gluconique soit suffisam-
ment stable pour subir un tel traitement. I1 faut.souligner que REGNA etv
CALDWELL [110] ont mesuré Te point de fusion du dérivé méthy1~eéter de 1'acide
2 cétb-g1ucon1que aprés 1'avoir fabriqué par déshydrogénation chimique de

la D g]ucono-’ﬁ lactone en présence de méthanol et d'acide phosphorique.

Cette méthode basée sur la mesure des points de fusion des dérivés
méthyl - esters n'est donc pas utilisable pour identifier notre fraction aci-

de.

4) Formation des quinoxalinols :




Nous avons d'abord vérifié les spectres d'adsorption de 1'orthophé-
nyléne diamine dihydrochlorée et de son produit de condensation avec 1'acide
2 céto-gluconique, sous forme de sel de calcium : le 2-—hydroxy,3—tétrahydro-

xybutyl quinoxaline.

?OOH .
(::ITNHZ OH - E- ﬁ H (ii:I:NZZE: o
‘ + y - N CHOH
~ N H-C- OH 100° ¢ CHOH
H-C- OH | CHOH
- CHOH CH,OH
orthophényléne Acide 2 céto Z—hydroxy/3~tetrahydroxybuty1
diamine gluconique quinoxaline

N
H

absorbance

~ »
~
\\
~ ”,
e o e 2
i 1 i

300 350 nanometres 400

FIGURE 20
Spectres d'adsonption de L'onthophénylene diamine dihydrochlorie (A) et de
son prodult de condensation avec L'acide 2 céfo-gluconique (B)
Le maximum d'adsorption du réactif se situe & 280 nm alors que
pour les quinoxalinols i1 est déplacé & 330 nm quelque soit la nature du
résidu carboné substitué sur le noyau aromatique[80]. Ces résultats ont déja

€té rapportés par KUHN et BAR[77].
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Les spectres ne se recouvrant nullement, il est donc possible de
mesurer 1'apparition du quinoxalinol & 330 nm en présence d'un excés d'ortho-
phényléne diamfne sans recourir au préalable d leur séparation.

Les mesures d'adsorption & 330 nm et & 360 nm sont réalisées en
méme temps sur un échantillon de 2 céto-gluconate de calcium commercial et
sur un &chantillon de notre fraction acide traités tous deux par 1bhrthophény-

léne diamine (tableau 22).

Densité op- Quinoxalines de
tique (D0) Acide 2 céto-gluconique témoin Fraction acide
DO & 330 nm 0,425 : 0,557
DO & 360 nm 0,295 o 0,380
DO 330 '
50360 1,44 1,465

TABLEAU 22 : Densités optiques & 330 nm et 360 nm des dénivés de condensation
de L'onthophénylene diamine avec L'acide 2 céito-gluconique
k(50}4g/m£) et La fraction acide.

Les rapports d'absorbance & 330 nm et 360 nm correspondent & la
fourchette de 1,51 t 0,07 pfécisée par LANNING e£ COHEN. Notre fraction
acide est donc un représentant des acides & céto-hexoniques.

IT faut remarquer lors du passage au bain-marie bouillant de nos
tubes réactionnels 1'apparition d'une coloration jaundtre s'accompagnant
d'un précipité brun en présence d'un excés de substrat. Le$ spectres d'ab-
sorption obtenus par défilement des longueurs d'onde de 225 & 600 ﬁm des
quinoxalinols de 1'acide 2 céto-gluconique et de la fraction acide sont

directement superposables (figure 21).
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FIGURE 21

Spectres d'absornption dans L'ultrna violet et Le visible des quinoxalinols

de L'acide 2 céto-gluconique (A) et de La fraction acide (B).

L'apparition de la coloration jaundtre, non signalée par LANNING
et COHEN pourrait correspondre & des produits de dégradations. Son maximum
d'absorption & 450 nm ne géne en rien nos mesures .de rapports d'absorbance
d 330 nm et 360 nm. Par contre la formation de ces dérivés secondaires pour-

rait interférer lors d'un usage quantitatif de 1a méthode.

C - CONCLUSION

Les méthodes de séparationschromatographiques et eélectrophorétiques

permettent de dire que la fraction acide responsable de 1'abaissement du pH
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lors de 1'incubation de Rhizobijum meliloti sur glucose n'est composée que

d'une seule substance dont le comportement est identique & celui de 1'acide

2 céto-gluconique.

L'emploi des méthodes d'identification spécifiques de ce type de
molécule par 1'intermédiaire de la 2-4 dinitrophénylhydrazine et de 1'ortho-

phényléne-diamine confirme la nature chimique de cet intermédiaire.



ASPECTS PARTICULIERS DE L'UTILISATTION
DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE CHEZ

RHIZOBIUM MELILOTI
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v ASPECTS PARTICULIERS DE L'UTILI-

SATION DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE CHEZ

RHIZOBIUM MELILOTI

Comme nous 1'avons vu précédemment Rhizobium méliloti posséde le

potentiel enzymatique nécessaire au bon fonctionnement du cycle de Krebs.
Sa croissance en présence de glucose et de fructose est comparable. I1 est
donc capable d'assimiler ces deux hydrates de carbone pour en tirer 1'éner-
gie nécessaire d la division cellulaire.

Or nous constatons, en présence de glucose, une accumulation d'aci-
de 2 céto-gluconique. I1 semble donc que glucose et fructose n'empruntent
pas exactement les mémes voies de dégradation.

Afin de mieux comprendre 1'utilisation particuliére de ces deux

oses par Rhizobium meliloti, nous avons, dans un premier temps, comparé sa

croissance et 1‘éVo1ution du pH des milieux de cultures en présence de con-
centration variable en hydrates de carbone. Dans un deuxiéme temps, la mesure
de 1a quantité d'oxygéne consommé, et de la vitesse d'oxydation des deux subs-
trats nous a confirmé 1'existence de deux modes différents de dégradation
du glucose et du fructose.
Ensuite, nous avons tracé les courbes de disparition du glucose en
fonction de sa concentration initiale efd'apparitionde]'acide 2 céto-gluconiqu
Enfin nous avons cherché & mettre en évidence une activité glucose-
deshydrogénase et gluconate-deshydrogénase pouvant conduire & 1'acide 2-céto-

gluconique.
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A - MATERIEL ET METHODES

1) .Utilisation des radioisotopes lors du bilan de la respiration en

présence d'oses

Lors des bilans réalisés en appareil de Warburg sur 1'utilisation du
glucose et du fructose, nous avons employé des traceurs radiomarqués :

. glucose 14

C, U. (C.E.A.) [act.spécif.:190pCl/pM] 5pCl pour 500 g dose fro
. fructose 14C, U. (N.E.N.)[act.spécif.:196pCII/PM] TpCl pour 500pg dose fro
Aprés 4 heures d'incubation,en fin de manipulation, les cellules bac-
tériennes sont &liminées par centrifugation 10 mn & 16 300 g. Le surnageant est
passé en gel-filtration (Sephadex G 25) de fagon & séparer le polycside syn-
thétisé des molécules simples non polymérisées.[19].Les partjes aliquotes
radioactives des fractions sont diluées a 20 % V/V'dans le Tiquide scintillant

au dioxanne.[19].La radioactivité est mesurée dans le spectrométre & scintil-

“lation liquide intertechnique Abac S.L. 40.

2) Dosage duv§1ucose par la glucose oxydase

Nous avons utilisé une technique basée sur les principes énoncés

par BERGMEYER et BERNT.[12].

3) Dosage de 1'acide 2 céto-gluconique

La méthode de WURTZ et JEHL [133]modifiée par BRISOU [13]est emplo-
yée. Chaque valeur annoncée est corrigée de 1'interférence donnée par le

glucose.

4) Recherche d'activités enzymatiques.

LR NSt P e e L e i R P

Rhizobium meliloti est d'abord cultivé sur milieu éomplet RC

glucosé a 1 % & 30° C sous agitation moyenne durant 15 heures. Toutes les opé-
rations suivantes sont réalisées a 4° C. Les cellules récupérées par centrifu-

gation sont lavées deux fois dans le tampon RN . Elles sont ensuite broyges &
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1'alumine neutre dans un mortier, & raison de 2 g d'alumine par gramme de
cellules en poids humide. L'ensemble est répris par 10 ml1 de tampon approprié
et centrifugé 20 mn @ 16 300 g. Le culot est @liminé et le surnageant conser-

vé a + 4° C.

- o B o o o o o mm e o e e -

Le dosage est fait par la méthode de LOWRY avec comme étalon

la sérumalbumine bovine & différentes concentrations.

La recherche des activités élucose—deshydrogénase et gluconate-
deshydrogénase est basée sur la mesure spectrophotom@trique a 340 nm de la
vitesse de réduction des NAD® ou NADPY en présence des substrats.

x.recherche de 1a‘g1ucose deshydrogénase :

Nous utilisors la méthode décrite par SADOFF[}12]pour la mise

en évidence de 1'enzyme soluble de Bacillus cereus. Nous suivons le protocole

expérimental préconisé par 1'auteur, mis & part que 1'extrait cellulaire n'est
pas repris dans un tampon acétate 0,05 M pH 5 mais dans un tampon Tris/HCI
0,2 M pH 7.

K%.recherche de Ta gluconate deshydrogénase :

Nous utilisons la méthode décrite par DE LEY [27]avec les modi-
ficationslsuivantes :

= nous travaillons en présence de 400}4M de NADP+
- T'extrait cellulaire est en solution dans un tampon glycocol-

le/NaOH 0,5 M & pH 7.

B - RESULTATS

1) Mesure de 1a croissance de Rhizobium meliloti en présence de glu-

cose ou de fructose

B e e T T e e S e e L e e e R I e

e e A I g e g



L'appareil utilisé est celui de Bonet-Maury et Jouan (Cf III
A 3), les conditions expérimentales restent inchangées. Sur milieu RC addition-
né de 1'ose a 1a concentration de 1 % les enregistrements obtenus sont &
rapprocher des courbes établies par numération directe des cellules viables

(figure 22)

(@)
1

O % transmission

(&)

100

10 heures 20

FICURE 22

Courbes d'enregistrement au biophotometre de La croissance de Rhizobium melilci

[/}

Ancubé & 30° C dans Le milieu RC additionné de fructose ou de gkuco&e al %.

Nous constatons & nouveau le 1éger retard de croissance de

Rhizobium meliloti en présence de glucose par comparaison au milieu fructosé.

Inquiets du rdole mal connu de 1'extrait de levure nous avons renouvelé 1'ex-
périence sur le milieu minimum R dont la source d'azote est plus simple :

Te nitrate d'ammonium (figure 23).
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FIGURE 23~

Counbes d'enregistrement au biophotométrne de La croissance de Rhizobium
meLiLoti incubt a 30° C dans Le milieu R additionné de §ructose ou de glu-

cose al %.

L'allure des courbes comparées 1'une & 1'autre reste la méme :
il ne faut pas tenir compte des pourcentages de transmissién finaux, les
écarts obtenus entre les milieux RC et R n'étant dus qu'd un réglage différent
du seuil de sensibilité de 1'appareil. De 1a méme fagon, & partir d'un certain
temps d'incubation la courbe devient paralléle & 1'axe des abscisses ; elle
ne cbrrespond pas & la fin de la phase exponentielle de croissance mais & la
limite supérieure de Ta sensibilité de 1'appareil.

IT semble donc que le léger décalage dans le temps de la crois-

sance de Rhizobium meliloti soit bien 1ié & la nature de la source de carbone

du milieu d'incubation.
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Pour Tes mémes raisons que précédemment, nous avons choisi le
milieu R préférentiellement au milieu RC. Glucosé de 0,05 a 1 % et inoculé

| par Rhizobium meliloti, i1 est mis & incuber & 30° C en agitation moyenne. L'é-

volution de la croissance et la variation du pH des milieux sont rapportées

dans le tableau 2 3.

Qen
\eivco]  0-05 0,1 0,2 0,3 0,8 0,5 1
Temps 551 D0 | pH 00 | pH 00 | pH DO pH | DO pH B0 [pH | DO i pH
en h \y ' !
4 -l72 | - |75} - 7,25 - 7,251 - 7,2 N - 7.2
20 {15 | 6,77 {16,5 | 7 24,516,8 17,5 {6,8 |28 |6,7 {28 6,55 27 | 5,8
44 130 {65 {32 |66 | a7 {6 345 16,35 | a4 {6,1 {45 |55 45,5 5,4
78 | 33,2/6,5 |44 5,0 | 55 |5,35 |42 5,65 [ 46 5,3 |45 5,3 ] 46 5,3
91 |41 |e6,2 |47 5,4 | 57 |5,1 |47 5,6 {46 15,3 | 47,56/|5,05] 46 5,3

TABLEAU 23: Evolution de La choissance et du pH swr des milieux R glucosis

de 0,05 a 1 % inocukés par Rhizobium meliloti et incub@s a 30° C sous agita-

Llon moyenne.

Nous constatons que

- les taux de croissance de la souche sont pratiquement identi-
ques quelles que soient les concentrations en hydrates de carbone du milieu
sauf & la concentration égale & 0,2 % en glucose ol 1'on observe un maximum de
densité cellulaire.

- les pH ont tous une nette tendance & 1'acidification sauf pour

la concentration de glucose égale & 0,05 % ol le pH reste trés voisin de celui
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de départ. Cette concéntration est proche de la concentration limitante en

source de carbone.

2) Mesure de la respiration de Rhizobium meliloti en présence de

glucose, fructose, gluconate et 2 céto-gluconate

Nous avons vu que le fructose favorise un démarrage immédiat de la
croissance bactérienne, donc favorise la division cellulaire. La dégradation
du fructose est peut-étre plus rapidement énergétique que celle du glucose.

IT devient donc intéressant de mesurer les consommations d'oxygéne et les
vitesses d'oxydation de chacun de ces deuk substrats.

~ D'une fagon générale nous appelons Rhizobium G les cellules préparées
en présence de glucose et Rhizobium F Tes cellules préparées en présence de

fructose.
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La mesure réguliére de la consommation d'oxygéne en présence
de 166 ;ﬁ/ml de glucose ou de fructose est réalisée dans les conditions déja

décrites (Cf III A 2 b). Les résultats sont rapportés dans la figure 24.
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: FIGURE 24
Courbes de consommation d'oxygeéne par Rhizobium melifoti G en présence de 166

Ma/m? de clucose ouw de fructose.
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Plusieurs remarques peuvent étre faites :

- malgré 1'agitation préalable des cellules durant 16 heures a
30° C, leur respiration endogéne (RE) reste importante. |

- 1'allure générale des courbes de consommation d'oxygéne en
présence de glucose ou de fructose est trés différente :

. pour le fructose, nous observons une consommation réguliére
d'oxygéne jusqu'a 100 mn, buis la pente de la courbe devient paralléle a celle
de Ta respiration endogéne, témoin de 1'épuisement du substrat. A ce point
d'inflexion, si 1'on considére que la totalité de 1'oxygéne consommé est utili-
sée & 1'oxydation compléte du fructose en dioxyde de carbone et en eau, nous
constatons que 62 % seulement du substrat serait oxydé. La mesure du dioxyde
de carbone dégagé nous permet de calculer le quotient respiratoire : QR

Q0 ,

QR = ——=— = 1,08
Q002

. pour le glucose, la pente de la courbe n'est pas réguiiére,
Ta vitesse d'oxydation diminue au cours du temps jusqu'd rejoindre dés 60 mn
celle de Ta respiration endogéne. Cette baisse réguliére de la consommation
d'oxygéne pourrait résulter de 1'inhibition progressive d'un systéme enzymati-
que par acidification lente du mi]ieu réactionnel. La cause n'est cependant
" pas a ce niveau : en effet le pH passe de 7,2 au départ & 7 aprés 240 mn d'in-
cubation. Si 1'on suit le méme raisonnement que pour le fructose, on s'apercoit
qu'aprés 60 mn 45 % seulement du substrat serait dégradé. La mesure du dioxyde
de carbone dégagé nous permet de calculer le quotient respiratoire : QR

0 ,

R = —5—r = 1,02
qeo,,

- 1'oxydation du fructose démarre avec un 1&ger retard de 1'ordre
de 20 mn. Or les cellules employées ont été préparées sur glucose. En présence
d'un autre substrat, peut-&tre y-a-t-i1 induction soit d'un systéme perméasique

~

spécifique, soit d'enzymes nécessaires & sa dégradation ?



90

Pour répondre a cette question, nous avons préparé simultané-

ment des cellules de Rhizobium meliloti par croissance d'une part sur milieu

glucosé et d'autre part sur milieu fructosé. Chacun des types de cellules récu-
pérées est mis en contact en présence de glucose ou de fructose. Les courbes
de respiration &tablies dans ces conditions sont rapportées dans les figures

25 et 26.
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FIGURE 25

Counbes de consommation d'oxygéne por Rhlzobium melilcti G en presence de 333
/m/mﬁ de glucose ou de fructose.
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FIGURE 26
Courbes de consommation d'oxygine par Rhizobium melilotd F en présence de 333
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Nous constatons que le 1éger retard d'oxydation d'un substrat
s'annule lorsque les cellules utilisées ont &té préparées éﬁr ce méme substrat.
Ce temps de Tatence correspond bien @ une induction enzymatique.

Lors de cette manipulation, nous utilisons une concentration de
substrats carbonés de 333}yg/m1, soit le doub1é de 1'expérimentation précédenté
Nous pouvons faire les mémes calculs pour obtenir les valeurs des différents
quotients respiratoires et exprimer la consommation en oxygéne en équivalent

de substrats totalement oxydés en eau et dioxyde de carbone (tableau 24).

Types de cellules QR sur glucose QR sur fructose
Rhizobium & 1,27 | 1,16
Rhizobium F 1,23 1.14

TABLEAU 24 : Valeuwrs des quotients nespinatoines (QR) de Rhlzobdlum meliloXd

en prisence de glucose el fructese.

Nous notons une identité des QR calculés en présence de glucose

et fructose quelle que soit 1'origine des cellules de Rhizobium meliloti uti-

lisées. Par comparaison avec les valeurs calculées en présence de 166 F@/m] de
substrat, on remarque une augmentation des QR plus importante sur glucose que
sur fructose. On peut penser qu'a partirAd’une certaine concentration en glu-
cose, une partie est dégradée totalement en eau et dioxyde de carbone, 1'autre

- n'étant oxydée que partiellement (tableau 25).
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Consommation d'oxygéne rapportée en pour-
centage de dégradation totale de

Types de cellules

Glucose Fructose
Rhizobium G 33,54 50
Rhizobium F 33,67 53

TABLEAU 25 : Valewws de La consommation en oxygene aapportiées en pourcentage

de dégradation totale de glucose ef de fructose par Rhizobium melilotdi.

Aprés 240 mn d'incubation, nous n'obéervons pas encore de
point d'inflexion sur les courbes correspondant a la consommation d'oxygéne
en présenée de 333‘yg/m1 de fructose. Les valeurs exprimées dans le tableau
sont données dans ce cas par défaut.

En présence de glucose, la consommation d'oxygene calculée
en équivalent de glucose oxydé est identique & la fois pour Rhizobium G
et Rhizobium F. Elle n'est que de 33 % environ pour 333Aﬂg/m] contre 45 % en
présence de 166 ;@le. I1 semble donc que la consommation d'oxygéne ne soit
pas proportionnelle & la quantité de glucose mis & la disposition des cellu-
les. Nous avons vérifié ce phénoméne en mesurant la consommation d'oxygeéne
en présence de quantités variables de glucose : 666, 333, 166, 83 et 41,5

}@/m] ou de fructose : 333, 166 et 41;5}@/m1 (figure 27).

100

dégradé

2]
Q

—e Glc

substrat

%

[} J
333 substrat  pg/ml 666

FIGURE 27

Taux d'oxygene consommé, hrapportée en pourcentage de glucose ou de fructose
dégradé par Rhizoblum meliloti en fonction de La quantité d'ose initiake.
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La quantité d'oxygéne consommée est toujours plus importante
sur fructose que sur glucose mais n'est pas proportionnelle & la quantité
de substrat mis & la disposition des cellules. I1T faut se souvenir que

Rhizobium meliloti peut synthétiser des polyosides en présence de ces deux

oses. On peut se demander si la quantité d'hydrates de carbone non dégradés
en dioxyde de carbone et en eau ne se retrouvent pas dans le milieu sous for-

me de biopolyméres.

B e el L e e L LT = apui P R . v gnipiphey

Nous utilisons des quantités de SOO‘f@ de fructcse ou de glu-
cose par fiole expérimentale (soit 166 }@/nﬂ) avec des traceurs marqués au
14C. Ce choix est basé sur les résultats précédemment décrits : en effet,
dans ces conditions, le quotient respiratofré est €gal @ 1 et la totalité de
1'oxygéne consommée doit étre utilisée a 1'oxydation compléte du substrat.

En fin de manipulation nous passons les échantillons débarrassés des cellules
bactériennes sur Sephadex G 25. Chaque fraction est additionnée de 1iquide

scintillant et est analysée au compteur & scintiliation. Les bilans ainsi

réalisés sont rapportés dans le tableau 26.

Glucose Fructose
Equivalent dégagé en Co, 210 300
Polyoside formé 0,63 1,17
Substrat + équivalents 285 26
% recouvrement 99,12 65,4

TABLEAU 26 : Bilan de La respiration de Rhizobium meliloXi en présence de

500 Jig de glucose ou de fructose.
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Plusieurs raisons peuvent expliquer le peu de synthése de
polyosides : les temps de contact sont trés brefs et la quantité de source
de carbone (166'}@/m1) est de beaucoup plus faible que cé]]e réguliérement
employée pour la synthése (10 000 }Jg/ml).

Sur fructose, le taux de recouvrement n'est que de 65,4 %

Le complément & 100 se retrouve donc dans le cytoplasme cellulaire, peut-étre
sous la forme de "précurseurs" de polyosides non encore 1ibérés dans le milieu
extéfieur.

Sur glucose, le -taux de recouvrement est de 100 %. Nous re-
trouvons la totalité du substrat qui n'est pas totalement oxydé en eau et
dioxyde de carbone dans les fractions passant en méme temps que le glucose
lors de la séparation en gel-filtration. Le dosage par la glucose-oxydase en
fin de manipulation détecte seulement 235 )@ de glucose, il reste donc 50)&g
dont la nature n'a pas été &tudiée mais quilbourrait correspondre a 1'acide
2 céto-gluconique.

I1 devient donc intéressant de mesurer la consommation d'oxy-

géne de Rhizobium meliloti en présence a la fois d'acide gluconique et d'aci-

de 2 céto~-gluconique.

e xS e e 0 1 B e T Bt €5 O b e e v o (n 2 St e b T o ot de A G O 0 ML e Wm e M B N S A4 e
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Les cellules de Rhizobium meliloti préalablement cultivées

en présence de glucose sont mises & respirer sur 333‘fg/m1 d'équivalent acide
de gluconate de sodium ou de 2 céto-gluconate de calcium. Les courbes obtenues

sont représentées sur la figure 28.
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- Counbes de consommation d'oxygene par Rhilzobium melilotl G en présence de

333/Mg/m£ de gluconate de sodium (1) et de 2 céto-gluconate de calelum (2).

Le taux de consommation d'oxygéne en présence de ces deux
substrats est extrémement faible par rapport & celui de la respiration en
présence de glucose.

Nous avons réalisé a nouveau la méme expérience avec des
cellules cultivées en présence de gluconate de sodiumf Les résultats sont
identiques.

| Gluconate et 2 céto-gluconate pénétrent donc mal dans la

cellule ou sont mal utilisés par Rhizobium meliloti.

3) Courbes de disparition du glucose en fonction de sa concentration

initiale

Nous avons étudié la disparition du glucose dans les milieux d'incuba-
tion contenant des concentrations d'oses de 1'ordre de celles employées lors
de la respiration en Warburg. Nous avons dosé en méme temps 1'acide 2 céto-
gluconique dans Tes milieux réactionnels. Les résultats obtenus lors d'incuba-

+ion 3 30° € <cyc agitation movenna cont raprportdcs dans la fiaure 29.
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Courbes de disparnition du glucose (en trait plein, échelle variable) et
d'apparition de L'acide 2 céto-gluconique {en pointills) Lois de L'incubation

de Rhizobium meliloti en présence de différentes concentrations initiales

de glucose
A 33/!Ag/m£ C 333 /AQ/mfz B 166 }.lg/mﬁ D 500 ﬂg/’mz



Pour les conéentrations faibles de 0 & 166 Fg/m], le glucose dis-
parait totalement en 54 heures d'incubatioﬁ. Par contre pour les concentra-
tions supérieures, il reste mal utilisé au-deld de ce méme temps.

L'acide 2 céto-gluconique apparait dans chacun des cas a des temps
différents. Mais alors qu'il disparait ensuite pour les faib]es concentrations,
il s'accumule dans les autres cas.

La méme expérience répétée dans des conditions d'incubation sous agi-
tation trés forte, donc dans de meilleures conditiors d'oxygénation, aboutit aux
mémes résultats. L'acide 2 céto—g]uconique~ne s'accumule pas pour autant en
quantité plus importante.

Nous pouvons comprendre facilement que dans les conditions utilisées
habituellement pour la culture de nos souches (10 000 Fg/m1), 1'acide 2 céto-

gluconique s'accumule.

4) Etude de Ta formation de 1'acide 2 céto-gluconique en fonction

du pH initial des milieux réactionnels

L'accumulation de 1'acide 2 céto-gluconique dans les milieux tam-
ponnés au départ aux environs de la neutralité a pour conséquence une acidi-
fication des milieux. On peut se demander si ce phénoméne ne favorise pas
la formation de 1'acide 2 céto-gluconique aux détriments d'autres voies de
catabolisme. Nous avons donc utilisé un systéme de non prolifération RN,

deux fois concentré, ajusté aux pH 3,5 - 4 - 5 -6 - 7 et glucosé & 1%. On

y suspend des cellules de Rhizobium meliloti jusqu'a absorbance de 1. Le do-

sage de 1'acide 2 céto-gluconique se fait par la méthode de BRISOU[13]
avec correction de 1'interférence du glucose dosé dans chaque échantillon

par la glucose-oxydase (figure 30).
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FIGURE 30

Synthise d'acide 2 céte-gluconique par Rhizobium meliloti en suspension dans

Le systeme tampon RN deux fois concentré et ajusté a des pH initiaux dif-

fernents.

5) Recherche d'activités enzymatiques spécifiques de la voie du

2 céto-gluconique

Rhizobium meliloti est donc capable de produire de 1'acide 2 céto-

gluconique & partir du glucose. 11 est fort probable que la réaction passe

par 1'intermédiaire de 1'acide gluconique et se décompose comine suit :

glucose —————p= acide gluconique —————» acide 2 céto-gluconique

. . et oy e S - O3 e S e S G A W G P b M0

Le coenzyme de la glucose-deshydrogénase peut &tre soit une
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) ou une nicotinamide adénine dinucléo-
tide phosphate (NADP+). Les essais d'oxydation du glucose en acide gluconique

sont réalisés par 1'utilisation de chacun de ces deux coenzymes (figure 31).



99

o
[+]
]

]
c NAD?
[
2
o
[72]
o
[+
g3
NADP*+
! 1
10 -minutes 20
&
UQE

FICURE 31

Vitesse de ntduction de NAD® ot NADPT par un extrait cellulaire de Rhizobium

melilLoitl en présence de 0,2 ml de glucose M, dans un Lampon Tris-HCEL pH §

Les deux coenzymes fonctionnent mais la NAGY est réduite
deux'fois plus vite que la NADPY . Comparée aux vitesses de réaction décrites
dans la littérature, la réaction n'est pas rapide : IIMM d'NAD" réduite (mn).
On peut se demander s'il n'existe pas une réaction réverse. Pour le vérifier,
nous ajoutons au cours de la réaction de petites quantités de NADH H*

(figure 32).
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FIGURE 32
Effet de L'addition de NADH H" au cowns de La ngduction de NAD® parn des

extradits cellfulaines de Rhizoblum meliloti en présence d'un excis de gluccse.

L'addition de NADH H" en cours de réaction modifie 1a pente de
la courbe jusqu'd 1'inverser. Nous sommes donc en présence d'une activité ré-
verse NADH H* oxydase (gluconate réductase) et Ta vitesse d'oxydation du glu-

cose lue dans nos conditions n'est que la résultante de ces deux réactions :

glucose deshydrogénase

acide gluconique

-

Glucose " t}r
naD* NADH HY
— L el

gluconate réductase

Nous avons recherché le pH d'activité maximale de 1a glucose-

deshydrogénase {figure 33).
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FIGURE 33
Recherche du pH de £'activité maximale de La glucose-deshydrogénase chez

Rhizobium meliloti.

Nous obtenons une courbe en cloche classique avec un maximum

- a-8,35.

e ek L LR R PR AT P AP AP R WY = - Retpupnd A ey S e ¥ ep S

De la méme fagon que pour la glucose-deshydrogénase, nous fai-
sons 1'essai avec les deux coenzymes différents dans les conditions décrites

précédemment. Les résultats sont reportés sur la figure 34.
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FIGURE 34
Vitesse de néduction de NAD® et NADP' par un extrait cellubaire de Rhizobium
meliloti en prisence de SO/uM de gluconate, dans un fempon glycocollLe-NAOH pH

I¢
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La NAD ne fonctionne pas, la gluconate deshydrogénase est un
enzyme a NADP+[ Dans nos conditions expérimentales, nous observons aprés 30 mn
d'incubation un plateau de saturation de 1a réaction.

Le dosage des protéines tota1es dans les extraits cellulaires

nous permet de calculer 1'activité spécifique de gluconate deshydrogénase de

Rhizobium meliloti : elle varie de 2 & 2,8 ﬁM d'NADPY reduite / mn / mg de
protéines.
Nous avons recherché le pH d'activité maximale de cet enzyme

(figure 35).

(@]

~,
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L absorbance

10 pH it

FIGURE 35

Rechenche du pH d'activité maximale de La gluconate deshydroginase chez
Riizoblum meliLoti

Le pH d'activité maximaleest de 9,W5.
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C - DISCUSSION ET CONCLUSION

Nous avons confirmé que glucose et fructose sont tous deux des

substrats carbonés assurant a Rhizobium meliloti une croissance comparable.

Mais 1'@tude de la respiration d'une suspension de cellules en présence de
chacun d'eux fait apparaitre un mode différent d'oxydation de chaque molécule :

- le fructose est dégradé en dioxyde de carbone et en eau jusqu'a
€puisement. En effet, bien que d'aprés les calculs réalisés a partir des don-
nées de UMBREIT, BURRIS et STAUFFER{123], séu]ement 62 % de la quantité ini-
tiale ne sont oxydés totalement, on ne détecte plus de substrat dans les
milieux réactionnels. Le complément reste & 1'intérieur des cellules et est
dirigé vraisemblablement vers des voies de métabolisme particuliéres, péut—étre
sous forme de "précurseurs" de biopoiyméres : polyosides et poTth_ydroxybuty—
rate.

- le glucose est oxydé dans les premiéres minutes de contact a une
vitesse voisine de celle de 1'oxydation du fructose. Mais cette vitesse décroit
réguliérement jusqu'a se stabiliser & une valeur 1égérement supérieure a celle
de la respiration endogéne. Tout se passe comme si le systéme enzymatique
mis & contribution se saturait peu & peu & un endroit donné de T1a chaine mé-
tabolique.

L'aéide 2 céto-gluconique pourrait étre le maillon de 1a chaine en
aval duquel la déficience ou 1'absence d'un enzyme en favoriserait 1'accumula-
tion.

La mise en évidence des activités glucose-deshydrogénase et gluco-
nate-deshydrogénase confirme 1'existence de cette voie conduisant a 1'acide
2 céto-gluconique.

Cependant ce produit,qui apparait dans tous les cas dbServés lors
de nos expérimentations,disparait au cours du temps pour les faib]és concen-

trations en glucose (0 a 166 f@/m]) mais s'accumule dans les concentrations su-
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périeures. 11 n'est donc pas un produit final de métabolisme, il peut rejoin-
dre le cycle de Krebs.

Par ailleurs, 1'@tude de Ta respiration d'une suspension cellu-
laire en présence de gluconate et de 2 cétc-gluconate démontre que les deux
substrats bien que mal utilisés sont oxydés de la méme fagon ; leur oxydation
se poursuit donc au;dela de 1'acide 2 céto-gluconique. Ceci confirme le rdle
d'intermédiaire de cet acide.

Enfin, la valeur des quotients respiratoires calculés en présen-
ce de faibles concentrations de glucose nous indique son passage par le cycle
des acides tricarboxyliques.

Nous pouvons donc proposer un schéma d'utilisation du glucese

par Rhizobium meliloti.

éiuconate deshydrocénase

lucose deshydrogénase
S ‘ nabpt_nappHHY

+ + .
61 NADP\\, ﬁéPPH H‘A_ acide gluconique M Pacide 2 céts-
ucose ' e txr . g]ucgﬁ;que
NAD" NADH HT
. o~ .
gluconate réductase C.K.

Nous avons démontré aussi que 1'activité maximale des enzymes
de la voie du 2 cétogluconique se situe dans des zones de pH alcalins. Or,
in vivo, nous avons constaté que les pH acides favorisaient 1'accumulation de

cet intermédiaire. Nous n'avons pu trouver d'explication & cette contradiction.
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Par nos travaux, nous avons démontré que Rhizobium meliloti utilise

différemment Te fructose et le glucose. En effet, 1'observation faite par
COURTOIS [19]sur une souche du groupe d'inoculation de la luzerne est étendue &
la totalité de 1'espéce :

- le fructose donne une synthése de polyosides convenable et Tors de
sa dégradation le pH des milieux d'incubation se maintient aux environs de 1la
neutralité.

- le catabolisme du Q]ucose, par contre, s'accompagne d'une diminutio
forte du pH sur des milieux réactionnels, incompatible avec la synthése des
polyosides. En absence d'oxygéne tout métabolisme acide est inﬁibé.

La fraction acide qui s'accumule en aérobiose lors de 1'incubation’

de Rhizobium meliloti en présence de glucose est étudiée en électrophorése et

_en chromatographie. Elle ne semble constituée que d'un composant dont les coef-
ficients de migration dans les différents systémes s'identifient a ceux de 1'ac
de 2 céto-gluconique. La nature chimique de cette fraction acide est confirmée
par 1'@tude de la 2-4 dinitrophénylhydrazone qui en dérive et du quinoxalinol
qui Tui correspond.

La mesure de la respiration des cellules bactériennes en présence
du pyruvate, succinate et malate de sodium ainsi que Teur croissance & partir d
ces intermédiaires et du citrate de sodium nous permettent d'affirmer que le

cycle de Krebs de Rhizobium meliloti est fonctionnel. Nous avons montré de plus

en accord avec PEDROSA et coll.[10oglet JOHNSON et coll.[60]qu'il peut &tre com-
plété par le by-pass de 1'acide glyoxylique.

L'accumulation de 1'acide 2 céto-gluconique lors de 1fut11isation
du glucose est fonction de la concentration de cet hydrate de carbone dans les
milieux d'incubation :

- en présence de peu de glucose (moins de 166 Mg/m1), le quofient res-
piratoire mesuré est preche de 1. De plus 1'acide 2 céto-gluconique qui apparait

en cours d'incubation disparait totalement par la suite. Cet intermédiaire peut
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donc rejoindre le cycle des acides tricarboxy]iqués.'

- en présence de fortes concentrations en glucose ( plus de 166
rkVnﬂ) le quotient respiratoire mesuré est supérieur @ 1, et 1'acide 2 céto-
gluconique s'accumule.

I1 existe-cdonc chez Rhizcbium meliloti une voie de dégrédation du

glucose aboutissant au cycle de Krebs, voie se saturant rapidement au niveau

de 1'acide 2 céto-gluconique qui ne s'écoule que lentement.

La mise en évidence des activités de NAD™ /NADP+ glucose deshydrogé-

nase et NADPY gluconate deshydrogénase confirme ces résultats.

En présence de fructose, i1 n'apparait jamais d'acide 2 céto-gluco-

nique. Rhizobium meliloti oxyde totalement en dioxyde de carbone et en eau

une partie de ce substrat, le complément &tant dirigé vers des voies de bio-

synthése.

Nous pouvons donc proposer le schéma suivant d'utilisation du gluco-

se et du fructose par Rhizobium meliloti (Figure 36).

Ty

:.\
4
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3

\ glucose ceshydrogénase

O+ >,
NADP NADPH H

qlucose deshydrogénase

glucose Acide gluconique
NAF\( N?DT! Kt NADPY
i ’ Tuconate
g P _Z ;D gezhyd:ogénase
%\»\ qluconate réductase NADPH H
; L
— —{._Mﬁ"‘""”"’“”"““w*'mwﬂa’ Acide 2 céto-gluconique
- N { > »....W_.._QE‘___ .
<N *\-: S
ok N g
3; SN
a, INCED N :
THMP AN
NN
| \'\ \\
| NN
] \
b . \\\
fructose .l EMP . . —_

Voies de biosynthése Cycle de Krebs

FIGURE 36

Voies de dégradation du glucose et du gructose par Rhizobium meliloti.
- en talt plein : d'apres nos trhavaux,

- on Anaid vointilbls o d'aonids La bibPliocrhaphlic.
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L'accumulation d'acide 2 céto-gluconique par Rhizobium meliloti

en présence de glucose n'a &té & notre connaissance décrite par aucun auteur.

Par contre, le phénoméne est observé chez Acetobacter suboxydans[?B]i

Acetobacter melagenum [ 24,64 ] et trés récemment chez Pseudomonas fluo-

rescens [89,90]. I1 existe donc une analogie certaine entre les voies de
dégradation du glucose chez ces trois genres bactériens : Acetobacter,

Pseudomonas et Rhizobium. La classification actuelle ne permet cependant pas

d'assurer leurs relations phylogéniques que seule la taxanomie numérique pour-

rait préciser.

Nous avons ainsi mis & jour une voie de 1'acide 2 céto-gluconique
venant compléter d'autres voies de dégradation du glucose et du fructose chez

Rhizobium meliloti. Cette étude doit maintenant &tre poursuivie par la recher-

che de 1'ensemble des enzymes resbonsab]es de ce métabolisme, de leur taux

d'activité et de leur régulation.
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glucose

Hexokinase

ATP
ADP

glucose 6 - phosphate

glucose phosphate Lsomérase

Phospho §ructokinase

erctose 6 -phosphate

4<§IEADP

fructose 1-6 di phosphate

/\
Fructose diphosphate aldolase

3 phosphoglycéraldéhyde J

Pim\o+
glycenaldehyde phosphate

deshydrogénase

™ phosphodi tydroxyacétone

triose phosphate

Lsomdrase

NADH HY

1-3-di phosphoglycérate

Phosphoglycerate kinase

ADP

<ATP

3 phosphoglycérate

Phosphoglucomutase

2 phosphoglycérate

Phospho-énol-pyruvate hydratase

xHZO

phosphoénol pyruvate

pyruvate kinase

ADP
ATP

pyruvate

ANNEXE 1

Métabolisme du gldcose par lsrvoie-de Embden - Meyerhoff - Parnas (EMP)
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1

Fructose 1-6 diphosphate aldolase
Trhansaldofase (E.C. 2.2.1.2.).
Hexose diphosphatase
Glucose phosphate isomerase
Transcétolase '

Fructose 6 phosphate

Glucose 6 phosphate

Aglucose
ATP

DP
glucose 6 phosphate

+
glucose 6 phosphate deshydro- [N
génase ADH+H

D glucono$lactone 6 phosphate
gluconolactonase

6 phosphogluconate
NADP*

hosphogluconate deshydrogénase
o Bk ADPH + H*

ribulose 5 phosphate

nibulose phosphate 3 Epimerase ‘-\\\Eff:fe phosphate isomérase
D-xylulose 5 phosphate D-ribose 5 phosphate
transcétolase

uiose phoég@%gw "
Dihydroxyacétone ®=———— glyceraldéhyde 3 phosphate

phosphate \
\ S
1

Fructose 1-6 diphosphate Fructose 6 phosphate erythrose 4 phosphate
3

Glucose 6 phosphate

4 4

Glucose 6 phosphate

ANNEXE 1Ay

Sedoheptulose 7 phosphate

xylulose 5
phosphate

Fructose 6 phosphate 3 phosphogly-
céraldényde

| er

i

pyruvate

- Métabolisme du glucose par la voie de Dickens Horecker (DH) ou voie des pentoses

~ou voie des hexoses monophosphates (HMP).

1-2-3-4-5 : Enzymes (voir nomenclature page ci-contre).
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glucose

Hexokinase

ATP
-

\
glucose 6 Phosphate

glucose 6 phosphate deshydrogénase

.

gluconolactonase

\
6 phos

pthphogzuconate déhydratase

i

NaDPt
NADH H

gluconof 1actone 6 phosphate.

phogluconate

2 céto 3 déoxy 6 phosphogluconate
6 phospho 2 céto 3 deoxygluconate aldolase

glycéraldéhyde 3 phosphate : pyruvate

EMB

ANNEXE 3

Métabolisme du glucose par la voie d'Entner-Doudoroff (ED)




