
50 3% 
\Q 't-6 

1s + 
No d'ordre : 608 

THESE 
Présentée à 

L'UNIVERSITE D'ES SCIENCES ET TECHNIQUES DE L ILLE  

pour obtenir le titre de 

DOCTEUR DE TROISIEME CYCLE 

Par 

Jean-Pierre HORNEZ 

ETUDE DES VOIES DE DEGRADATION DU GLUCOSE 
ET DU FRUCTOSE CHEZ RHIZOBIUM MELILOTI 

Soutenue le 25 Octobre 1976, devant la COMMISSION D'EXAMEN 

MM. J.B. GUILLAUME Président 

J.C. DERIEUX Rapporteur 

B. FOURNET t Examinateurs 
J. KREMBEL 



Ce t r a v a i l  a  é t é  e f f e c t u é  au l a b o r a t o i r e  de Mic rob i -  

o l o g i e  de l ' u n i v e r s i t é  des S c i e n c e s  e t  Techniques de LILLE 

s o u s  l a  d i r e c t i o n  de Mess ieurs  l e s  P r o f e s s e u r s  GUILLAUME e t  

DERIEUX. 

Leurs  p r é c i e u x  conse i  1s o n t  permis 1  ' o r i e n t a t i o n  e t  

l a  r é a l i s a t i o n  de ce  t r a v a i l .  Nous l e u r  exprimons n o t r e  p r o -  

fonde  g r a t i t u d e .  

Nous avons t o u j o u r s  t r o u v é  a u p r è s  de Monsieur F O U R N E T  

t o u t e  a i d e  e t  d i s p o n i b i l i t é  s a n s  l i m i t e s  malgré l e s  nombreuses 

o c c u p a t i o n s  q u i  1  ' a s s a i l l e n t .  Nous l e  remerc ions  vivement  d ' a -  

v o i r  voulu j u g e r  c e t t e  t h è s e .  

Nous a d r e s s o n s  nos p l u s  v i f s  remerc iements  à Monsieur 

K R E M B E L  pour  1 ' a m a b i l i t é  avec l a q u e l l e  i l  a  a c c e p t é  de p a r t i -  

c i p e r  à ce j u r y .  

E n f i n  nous a d r e s s o n s  t o u t e  n o t r e  r e c o n n a i s a n c e  à t o u s  

c e u x ,  c o l l è g u e s  e t  a m i s ,  q u i ,  à d ive r s  t i t r e s ,  ! n o u s  o n t  

a p p o r t é  r é g u l i è r e m e n t  a i d e  e t  sympa th ie .  

Que p lus  p a r t i c u l i è r e m e n t ,  Monsieur COURTOIS s o i t  

r e m e r c i é .  Sa c o l l a b o r a t i o n  s c i e n t i f i q u e  e t  s e s  q u a l i t é s  

humaines f a v o r i s e n t  1  ' e s p r i t  d ' é q u i p e .  



S O M M A I R E  

AVANT- PROPOS 

1 - INTRODUCTION 

A - LE METABOLISME DES HYDRATES DE CARBONE CHEZ RHIZOBIUM ..................................................... ..................................................... 

1) Nature des sources de carbone u t i l i s é e s  p a r  Rhizobium 

2) Les voies de dégradation des hydrates de carbone su iv ies  

p a r  Rhizobium 

4) Nature des polymères carbonés synthét isés pa r  Rhizobium 

B - LE PROBLEME POSE PAR LE METABOLISME DU GLUCOSE CHEZ RHIZOBIUM ............................................................. ............................................................. 
MELILOTI -------- -------- 

1) La composition chimique de l 'exopo lyos ide de Rhizobium 

me1 i 1 o t i  

2) La product ion d'exopolyosides pa r  Rhizobium me1 i l o t i  , en 

f o n c t i o n  de l a  source de carbone 

E .  product ion  -____________ de eolyosides _ _  .................................. l o r s  de l a  croissance de l a  

souche 
c-..--- 

&.sur m i l i e u  s o l i d e  

p.sur  m i l i e u  l i q u i d e  

b. product ion de eolyosides ear  des ce1 l u l e s  mises en con- ------------- -- ------- ............................ 
d i  t i o n s  de non Er01 i f é r a t i  on -- ------------- ------------ 

C - CONCLUSION ET PLAN DU TRAVAIL ............................. 
------------------Id--------- 



I I  - ETUDE METABOLIQUE DE RHIZOBIUM MELILOTI EN PRESENCE DE DIFFERENTS 
SUBSTRATS CARBONES 2 3 

A - MATERIEL ET METHODES .................... 
--a----------------- 

1) Les mi 1 ieux de cul ture 

l e  milieu de WrigSt ---------------- 
b. l e  milieu RC ------------ 
c. l e  ---m..- tampon ----- RN- 

2) Les souches u t i l i s ées  

Les conditions de culture e t  les  contrôles physiques 

4) Les conditions d'incubation en non prol i férat ion 

B - RESULTATS --------- --------- 

1) Evolution de l a  croissance e t  du pH lo r s  de l a  culture de l a  
souche MSN1 en présence de différents  hydrates ae carbone 

c. évolution du EH l o r s  de l a  croissance en présence de qluco- 30 ..-"---------- ........................... ----------- ---- 
se mannose - -2 - - - - - , - -2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  fructose ou manni tol  

2) Evolution de l a  croissance e t  du pH des souches de Rhizobium 
meliloti cultivées en présence de glucose ou de fructose 

3) Evolution du pH des souches de Rhizobium meliloti  mises en 
conditions de non prol i férat ion en présence de glucose ou de - 
fructose 

C - CONCLUSION ---------- ---------- 

I I I  - MISE EN EVIDENCE D ' U N  CYCLE DE KREBS ACTIF CHEZ RHIZOBIUM 
MELILOTI 



A - MATERIEL ET METHODES 
.................... 
1) Conditions d'aérobiose e t  d'anaérobiose l o r s  d ' incubation en 

37 

non ~ r o l  i fé ra t ion  

2) Mesures des échanses qazeux r e s ~ i  ra to i  res  

a.  pr inciees  généraux ----- --- ------- 38 

b. ------------- conditions exeérimentales ----------- 39 

3) Mesure de l a  croissance bactérienne au biophotomètre 

B - RESULTATS --------- --------- 
1) Absence d ' u n  métabolisme fermentati f 

2)  Mesures de 1 'oxydation du glucose e t  du fructose en apparei 1 43 
de Warburg 

3)  Problèmes l i é s  à l a  respira t ion endogène de Rhizobium me l i l o t i  44 

b. évolution du taux de consommation d'oxygène en fonction du 47 --- ................................... ----- ---- ---- ----- 
terne?-de-conser~atlon-des-ssIIuIes 

c. yarjabil~~e,ggs,,cgeffTclgnts-rgspjrgtgirgs-sgjgn-~s-lg;s-jg 
fabr icat ion 
----mm----- 

48 

4) Respiration de Rhizobium mel i lo t i  à p a r t i r  de d i f fé ren t s  i n t e r -  49 
médiaires du cycle de Krebs 

a .  r ese i ra t ion  _-_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  s u r  eyruvate _-____-_____..___ de sodium 

b. respira t ion sur  succinate de sodium --- ............................... 
c e  rerelration-~ur-~c~t0~91!,ta1a,te-de-s~di!~ 
d. resei  _-- ---_-_---__- ra t ion sur g]ymyl4tg-k-sgbtg1 

5) Croissance s u r  d i f f é r en t s  intermédiaires du cycle de Krebs 

a .  croissance sur milieu comelet ......................... --- 
b. _L_____ -______ I_ -__ - - - - - - - - - ~  croissance s u r  milieu minimum 

C - CONCLUSION ---- ------ ---- ------ 



IV  - IDENTIFICATION'DE L A  FRACTION ACIDE S ~ A C C U M U L A N T  E N  PRESENCE DE 

GLUCOSE 

A - MATERIEL ET METHODES 
me- - - - - - - - - - - - - - - - - -  --------------- ---- - 

11 Préparation e t  pur i f i ca t ion  de l a  f ract ion acide 

b. euri f i c a t i on  de l a  f rac t ion  acide ................................ 
oc. élimination du polyoside 
p.él imination des ions phosphates 

2) Méthodes d ' i den t i f i c a t i on  

séparation chromat.ographi gue -- m m - - - - - - - - - - - - - -  -- -- -- 
CA. chromatographie de partage sur papier 
p. chromatographie d'adsorption sur gel de s i 1  i ce 

c. fabr ics t ion  des dérivés 2-4 di n i  troehényl hydrazones ................................... --- -- _-_----- 

fabr ica t ion  des dérivés g v i  noxalinol s ........................ - - - - - - - - - - m e  

B - RESULTATS --------- --------- 
1) Mi s e  en évidence d'une substance à comportement électrophoré- 

t i que  e t  chromatographique identique à celui  de 1 'acide 2 cétc- 
gl uconique 

a. électrophorèses ------- ------- 

2) i ldentif ication de l a  2-4 dinitrophényl hydrazone de 1 'ac ide  2 

céto-al uconi aue 

3) Points  de fusion des dérivés méthyl -es te r s  de 1 'acide 2 céto- 
jluconique e t  de notre f rac t ion  acide 

4)  Ident i  f i  ca t i  on du 3 tétrahydroxybutylqui noxal i no1 
-' 

C - CONCLUSION 
us======== 



V - ASPECTS PARTICULIERS DE L'UTILISATION DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE 82 
CHEZ RHIZOBIUM MELILOTI 

A - MATERIEL ET METHODES 

1) Utilisation des radioisotopes lors du bilan de 1 a respiration 
en présence d'oses 83 

21 Dosaae du al ucose Dar 1 a al ucose oxvdase 

3) Dosage de 1 'acide 2 céto-gluconique 83 

4) Recherche d l  acti vi tés  enzymatiques 

a .  preeg~a$l~n_d'gxgraigssggj~~]~~rgs 
b. dosage-bes-ecoi~!nes-tota~es 
c. ............................ recherche des activités deshydrogénases --- ------ 

4. recherche de 1 a gl ucose deshydrogénase 84 

9. recherche de 1 a gl uconate deshydrogénase 84 

. . B - RESULTATS --------- 
a-------- 

1) Mesure de l a  croissance de Rhizobium meliloti en présence de 
glucose ou de fructose 84 - 
a .  mesure de l a  croissance en erésence de glucose ou de fruc- ........................... --Be------- - - - - - - * -mm-- - - - - -  

5ose-?-la- concen traiIon-de-I-.!o 84 

b. mesure de l a  croissance e t  de l a  variation du pH en eré- .............................................. ----- --- 
ne~ce-be-slucose-3-dIFfé,ren1:essconsenCra1:I~cs 87 

2) Mesure de l a  respiration de Rhizobium meliloti en présence 88 
de gl ucose, fructose, g1 uconate e t  2 céto-gluconate 

bilan de l a  resei ration de Rhizobium melil o t i  sur glucose 
---II---------- .................................. ------ 
e t  sur fructose --------------- 

c. mesure de la  respiration en présence de gluconate e t  de 
i i i i - - - - - - m i - - - - L - - - - - - - - - - -  --i-------i ---i--i-ri---- 

2 céto-gl uconate 9 4 
-m----- -------- 

3) Courbes de disparition du glucose en fonction de sa concen- 95 
tration in i t i a le  

4) Etude de la formation de l 'acide 2 céto-gluconique en fonction 



du pH i n i t i a l  des m i l i e u x  réac t i onne ls  97 

5)' Recherche d ' a c t i v i t é s  enzymatiques spéc i f i ques  de l a  vo ie  98 
du 2 cé to-g l  uconique 

a.  mise ................................ en évidence d'une a c t i v i t é  g l  ------_____ ucose-deshydrogénase _ _ _  98 

b. mise ................................ en évidence d'une a c t i v i t é  g l  C--__..-______ uconate-deshydrogénase _-_ _ _ _ _ _  101 

C - DISCUSSION ET CONCLUSION ........................ ........................ 

V I  - CONCLUSION GENERALE 

V I 1  - BIBLIOGRAPHIE 



A V A N T  P R O P O S  

L'association symbiotique des souches du genre Rhizobium avec 

l e s  plantes de l a  famille des Légumineuses se traduit par l a  fixation de 

1 'azote atmosphérique. 

Depuis des temps t rès  anciens, 1 'assimilation de 1 'azote par 

voie biologique joue un rôle prédominant en agriculture. L ' u t i  1 i sation 

empirique des Légumineuses en tant qu'engrais verts précède de beaucoup 

l a  démonstration scientifique de HELLRIEGEL e t  WILFORTH, 1888 1533 de 

' l ' ac t iv i t é  f ixatr ice d'azote des nodules racinaires. 

Cette découverte laisse perplexe un certain nombre de chimistes 

de 1 'époque mais n'empêche pas WILEY dès 1894[12g de prédire de façon 

t r è s  optimiste devant la  Société de Chimie Américaine que "la mort 

de 1 'humanité ne viendra pas de la faim mais du retour de l a  glaciation ... 
e t  qu'il  défilera encore plusieurs &es gologiques avant que la planète 

ne meure de froid." 

D'autres observations [56,126,12q viennent confirmer dès 1 e 

début du siècle l e s  travaux de HELLRIEGEL e t  de son collaborateur. 

La symbiose Rhizobium-Légumineuse joue donc un rôle détermi nant 

dans la réalisation du cycle de 1 'azote dans la nature, e t '  de ce. f a i t ,  

possède un double in térê t  : 

- un in térê t  scientifique dans l a  mesure où la  réduction enzyma- 

tique de 1 'azote gazeux représente une voie métabol ique particul ière 

niais fondainental e, 



- un in térê t  économique en agronomie où e l l e  permet une limitation 

sinon une suppression de l'emploi des engrais azotés ainsi qu'une augmen- 

tation des rendements. Peut-être pouvons-nous entrevoir 8 ce niveau une 

solution pour combler en partie l e  déf ic i t  protéique mondial ? 

La possi bil i t é  de renouveler cet te  symbiose en laboratoire 

permet aujourd'hui de déterminer avec plus de f ac i l i t é  e t  de précision les 

différentes étapes de cet te  association e t  de mettre à jour les  l o i s  q u i  

l a  régissent. Trois grands secteurs de 1 a science fondamentale y participent : 

l a  physiologie végétale e t  bactérienne, la biochimie e t  la génétique. 

Le processus de nodulation des Légumineuses es t  commun e t  peut 

ê t r e  traduit simplement : l a  bactérie du genre ~hizobium pénètre spécifi- 

quement l e  t issu raci nai re de la  plante hôte e t  s 'y propage par 1 ' in ter-  

médiaire d ' u n  cordon infectieux [41,48 ,105~10~.  Sa 1 ibération dans l e  

cytoplasme des ce1 1 ules végétales s ' accompagne de sa transformation progres- 

sive en bactéroide [23, 611. Entouré d'une membrane de séquestration[3~46,72] 

e t  noyé dans une solution de legh&oglobine [10,121], i l  possède l a  tota- 

l i t é  du potentiel enzymatique pour l a  réduction de l 'azote atmosphérique 

[ 8 , 1 l q u i 1  effectue par  1 'interniédiaire de la nitrogénase [i 1,743 . 
Nous avons montré d'ailleurs l 'existence de membranes intracy- 

toplasmiques surnuméraires, parallèles aux structures pariétales des 

cellules bactériennes e t  q u i  pourraient ê t re  l e  support de chaînes d'oxy- 

dations ce1 lulaires particulières assurant cet te  fixation de 1 'azote [57]. 

O '  une façon générale, l e s  modifications biochimiques intervenant 

dans les ce1 luleç bactériennes au cours de 1 'infection des tissus racinaires 

sont t rès  étudiées e t  en grande partie élucidées ainsi que l e s  chaînes 



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

sont rapportés dans de nombreuses revues général es [ 9,2 9,31,4 0,433 . 
Par contre, les problèmes liés à la spécificité d'hôte et 

aux mécanismes de 1 'infection restent encore très obscurs. 

Cependant, de nombreux auteurs ont récemment attribué aux 

exopolyosides synthétisés par les cellules de Rhizobium un rôle irnpor2 

tant en plus de la protection des souches dans le sol [118]. En effet, 

ils pourraient être à la base du code de reconnaissance bactérie-plante par 

1 ' intermédiaire de phytoaggl uti ni nes se trouvant à la surface des racines 

de toutes les 1 égumineuses [49,1203. D'autres auteurs décri vent 1 ' induction 

de la courbure des poils absorbants par ces polymères [59]0u encore 

1 'induction d'enzym-s hydrolysant la paroi des ce1 lules végétales [83] 

ou même la transformation d'une souche avirulente en souche virulente[82]. 

Aujourd ' hui les exopolyosides sont régul ièrement reliés aux 

mécanismes d'infection de la plante et à la spécificité de la relation 

Rhizobi um-Légumi neuses. 

n dans ce cadre, le laboratoire s'intéresse d'une façon générale 

aux exopolyosides des souches, representantes de tous les groupes 

d'inoculation, du point de vue de leur composition chimique [20] et de 

leur physiologie de synthèse. 

Etant donné la réponse différente de l'apparition de ces 

biopolymères en fonction de la nature de la source carbonée et le 

rôle soupçonné de cette dernière au niveau de la régulation cellulaire, 



nous avons été amené â étudier le métabolisme comparatif de certains 

oses par le genre Rhizobium. 



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



Selon P R E V O T ~ O ~ ,  Rhizobium représente l e  genre unique de l a  

tribu des Rhizobieae, appartenant à l a  famillle des Protobacteriaceae 

de 1 'ordre des Bacterial es. 

Chaque espèce e s t  définie par rapport à u n  ensemble de Légumineuses 

qu'elle infecte spécifiquement e t  avec lequel el le  entretient des relations 

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

On distingue chez Rhizobium deux groupes différenciés sur l a  

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

Tableau 1 : Taxoiwmie du gentre R h i z o b h .  

GROUPE Dl INOCULATION 

Soja 

Lupin  

Cowpea 

Pois 

Luzerne 

Haricot 

Trèf 1 e 

CROISSANCE 1 GENRE 

l Rhizobium 

l e n t e  l 
n 

. l II 

I r a p i d e  

I 

ESPECE 

japonicum 

1 u p i n i  

du "Ccwpea- 
group" 

1 egumi nosarum 

meliloti 

phase01 i 

t r i fo l  i i 



Les Rhizobia sont des chimiorganotrophes dont la température 

maximale de croissance varie de 25°C â 30°C selon les souches, cul tivées 

sur des milieux complexes. Bien qu'aérobic, Rhizobium demande peu d'oxy- 

gene pour assurer sa croissance [37]. 

Mal gré certaines incertitudes récentes[.8+5~,~~], Rhizobium est 

incapable de fixer l'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 démontré 

que l'utilisation d'un hydrolysat de caséine permet à Rhizobium japonicum 

d'assurer une meilleure croissance que ce1 les obtenues sur toutes les 

combinaisons possibles d'acides aminés [3 53 . De plus, chez Rhizobium 
me1 iloti , NEAL et col1 . [log et WALKER et col 1 .[i27] signalent une meilleure 

assimilation de l ' i o n  ammonium coiiiparé à 1 'ion nitrate. 

FRED et col 1 . [43] et NORRIS [i 04) distinguent deux groupes 

différents de par leur production d'acides ou de bases dans des condiiions 

standard - de culture. Ces groupes sont dépendants du taux de croissance 

des souches : 

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

Rhizobium leguminosarum, Rhizobium meliloti, Rhizobium phaseoli, Rhizobium -- 
trifolii . 

Le temps de génération de ces souches varie de 2 à 4 heures. 

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

Rhizobium japonicum, Rhizobium lupini, Rhizobium du Cowpea group. 

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

Si la notion d'accumulation de produits acides pour les uns 

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



différenciation des deux groupes à croissance lente e t  rapide reste 

valable e t  e s t  basée sur des caractères métaboliques plus précis. 

A - L E  METABOLISME DES HYDRATES DE CARBONE CHEZ RHIZOBIUM 
..................................................... ..................................................... 

1) Nature des sources de carbone ut i l  isées par Rhizobium 

De nombreux auteurs ont étudié l ' u t i l i sa t ion  des sources de 

carbone par Rhizobium [ 6 ,44,79] mais la plupart d'entre eux emploient 

des milieux complexes dont la  source d'azote es t  apportée par une quantité 

appréciable d'eau de levure. Leurs résultats sont imprécis e t  peuvent prê- 

t e r  à confusion s i  l 'on s a i t  que cette eau de levure contient en solution 

des mannanes dont 1 'hydrolyse e t  la  dégradation peuvent interférer avec 

la source de carbone testée. 

GRAHAM, conscient de ce problème, met au point une technique 

simple de visualisation de 1 ' u t i l  isation de substrats carbonés en boite 

de Pétri contenant un milieu t rès  pauvre ei: ext ra i t  de levure [47]. Ses 

résultats  permettent d'affirmer que toutes l es  souches à croissance rapide 

sont capables d 'u t i l i se r  pour leur croissance les v i n g t  sources de 

carbone différentes testées,  choisies parmi l es  oses simples, les disacchari- 

des e t  l e s  intermédiaires du cycle des acides tricarboxÿliques. Par coritre, 

les  souches à croissance lente possedent des exigences plus marquées. El les  

dégradent préférentiel lement l e  glucose, l e  c i t ra te  de sodium, l e  xylose, 

l e  mannitol, 1 'arabinose, l e  galactose e t  l e  fructose. 

Quant aux modifications du pH q u i  accompagnent la dégradation 

de ces substrats, e l l es  ne sont pas spécifiques de l a  vitesse de croissance 

des souches mais varient d'après GRAHAML47) selon l a  nature de la source 

de carbone. -- - 



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

Rhizobium 

Depuis t rès  longtenips déjà, l e s  chercheurs se sont intéressés 

à l ' u t i l i sa t ion  des carbohydrates en tant  que sourcesde carbone e t  

d'énergie par l e s  cellules de Rhizobium en culture ou en symbiose ; mais 

comparativement, t rès  peu d'équipes ont étudié l e  détail des voies catabo- 

1 iques empruntées. 

Cependant, l e s  travaux publiés, quoi que concernant des souches 

de groupes d'inoculations différents,  nous permettent de penser que 

les  Rhizobia à croissance rapide possêdent l e  potentiel enzymatique 

nécessaire au déroulement complet ou partiel des trois voies principales 

de l a  glycolyse : 

- Embden - Meyerhoff - Parnas (EMP] : Annexe 1 

- Dickens - Horecker ou voie des pentoses phosphates ou voie des hexoses 

monophosphates (HMP) : Annexe 2 

- Entner - Doudoroff ( E D )  : Annexe 3 

Les Rhizobia à croissance lente dépendraient essentiellement 

de l a  voie de Entner - Doudoroff [65,95]. 

De plus, la dégradation du pyruvate se f a i t  par l e  cycle de Krebs 

chez tous les Rhizobia[60,66]. 

En 1955, KATZNELSON 162  ] signale la production par Rhizobium 

leguminosarum , Rhizobium me1 i l o t i  , Rhizobium phase01 i e t  Rhizobium 

t r i fo l  i i  de pyruvate e t  de trioses phosphate à par t i r  de glucose 6 

phosphate e t  de gluconate 6 phosphate en présence de nicotinamide adéni- 

ne dinucléotide phosphate (NADP') . Ces résultats s ' ident i f ient  à ceux 

publiés quelques temps auparavant pour une souche de Pseudomonas 

saccharophi 1 a par ENTNER e t  DOUDOROFF [3 6 ] e t  par MacGEE e t  DOUDOROFF 1931 



ainsi  que pour une souche de Pseudomonas fluorescens par WOOD e t  co l l  . 
[ 7 6  131]. On s a i t  de pl us que 1 es  souches de Pseudomonas e t  de Rhizobium 

1 
sont capables d'hydrolyser l e  2 céto 3 déoxy 6 phosphogluconate, i n t e r -  

médiaire type de l a  voie de E.D. 

En 1957, KATZNELSON e t  ZAGALLO [65]démontrent que Rhizobium 

leguminosarum, Rhizobium me1 i l o t i  e t  Rhizobium phase01 i possèdent en 

plus l e s  enzymes des voies de EMP e t  HNP. Ceci e s t  confirmé par JORDAN 

en 1962 [61] a 

En 1960, TUZIIWRA e t  MEGURO [122]démontrent qu'en culture,  

Rhizobium japonicum peut oxyder l e  glucose, l e  fructose 1-6 diphosphate, 

1 'otcéto-glutarate, l e  fumarate e t  l e  succinate. Ces r é su l t a t s  font 

suggérer aux auteurs que la  souche possède l e  potentiel enzymatique néces- 

s a i r e  au déroulement de l a  voie de EMP e t  du cycle de Krebs. 

En 1966, JOHNSON e t  col 1. [Go] remarquent que si Rhizobiun~ 

japonicum, Rhizobium - leguminosarum, Rhizobium me1 i1oti  , Rhizobium phase01 i 

e t  Rhizobium t r i f o l i i  oxydent rapidement l e  pyruvate de sodium e t  1 'acétate  

de sodium, i l s  ne peuvent pas u t i l  i s e r  ces substrats  pour leur  croissance. 

Les auteurs pensent que 1 a cause en est  due à 1 'absence d '  i soci t r a t e -  

lyase q u i  ne permet pas l e  renouvellement normal des composés en C4 

accepteurs des deux substrats  pour leur  intégration dans l e  cycle de 

Krebs. 

En 1969, KEELE e t  coll  . [66] , par 1 'emploi de méthodes radiores- 

pirométriques e t  par l a  mise en évidence d 'ac t iv i tés  enzymatiques spécif i - 
ques, confirment que Rhizobium japonicum dans leurs  conditions expérimen- 

t a l e s  emprunte l e s  voies de E.D. e t  du cycle de Krebs pour 1 'oxydation 

t o t a l e  du glucose. Les auteurs signalent 1 'absence de 1 'enzyme-clé de la  

voie des H .M. P : a- 1 a 6 phosphogl uconate- deshydrogénase e t  remarquent que 



la voie dlE.M.P. ne fonctionne pas. Ils ne s'en étonnent guère depuis que 

STILL et WANG[i17]ont démontré que les voies de E.M.P et E.D. n'opèrent 

pas simul tanément chez un microorganisme même s ' i 1 possède 1 es deux systèmes 

enzymatiques [34] . 
Toujours par 1 'emploi des mêmes techniques, KEELE et coll . [67]  

en 1970 apportent quelques précisions sur 1 e métabol i sme du g1 uconate . 
La mise en évidence de l'activité gluconokinase et d'un système enzyma- 

,tique complet convertissant le 6 phosphogluconate en pyruvate démontre 

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

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

les auteurs constatent 1 ' apparition d'un taux élevé en 14c02 provenant 

du Cl du gluconate. Il existe donc une autre voie se développant parallèlement 

à la voie dlE.D. utilisant la décarboxylation en Cl. Or, l'enzyme-clé 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 

gl uconate-deshydrogénase importante. Cet enzyme represente 1 e preniier de 

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

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 coll .[60] qui précisent que Rhizobium japonicum peut oxyder sans délai 

le pyruvate et 1 'acétate mais ne peut utiliser l'un ou l'autre de ces 

deux substrats en tant que seule source de carbone. 

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

être très avantageuse pour Rhizobium. Peut-être possède-t ' i 1 les mêmes 



voies de dégradation du gluconate que celles employées par les bactéries 

acétiques ? Ces voies permettent le passage par le 2 céto- et le 

Scétogluconate, le 2-5 dicétogluconate puis,par un mécanisme encore 

inconnu, autoriseraitl'entrée dans le cycle de Krebs par l'intermédiaire 

de 1 'acide ec céto-glutarique [2 51 (figure 1) . 

-2 cétogluconate 
glucose - gluconate 

I 
\ 

1 5 cétosiuconate - M 2,5 dicétogl uconate 
/ 1 - 

1 
I 
I 

glucose 6 P - 6 P gluconate 
, l 

1 
I 

' ?  
I 

2 cet0 3 déoxy 6 P gluconate 
l 
I 
I 
I 
1 

T 
4 cétoglutara te  

E t.1 P - pyruvate 
.* 

Figure 1 

Voies de dégtLadaüan du glucose et du g ~ c o ~ e  selon KEELE et c o ~ . [ 6 6 , 6 7 ]  

chez R&zo biwn japonicwn 

En 1972, MARTINEZ DE DRETS et ARIAS effectuent une recherche 

systématique,chez les souches de Rhizobium représentant tous les groupes 

d'inoculation, des enzymes-clés de chaque voie de dégradation du glucose.[95]. 



En accord avec les résui tats pub1 iés [ 6 5 , 6 6 ]  les auteurs retrouvent une 

activité nicotinamide adénine dinucléotide phosphate-glucose 6 phosphodes- 

hydrogénase (NADP' G6PD) pour toutes 1 es souches étudiées avec toutefois 

une activité spécifique pl us importante chez 1 es souches à croissance 

rapide. Par contre, sur la base de leur activité 6 phosphogluconate 

deshydrogénase, deux groupes ont pu être différenciés : 

- un premier groupe possédant une activité NADP' 6PGD correspondant 

aux souches à croissance rapide, 

- un second groupe ne possédant pas d'activité NADP' 6PGD et 

incluant toutes les souches à croissance lente. 

Cette différenciation basée sur une activité enzymatique 

spécifique est en accord avec la classification de VINCENT [124 et pourrait 

être utilisée dans la détermination de l'appartenance d'une souche de 

Rhizobium à l'un ou l'autre des deux groupes. 

En 1974, PEDROSA et col 1 . [log décrivent 1 es voies de dégradation 

de 1 'arabinose, pentose défi ni comme étant 1 a 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. 

Déjà décri te chez Pseudomonas [22] 1 'existence de cette même voie chez 

Rhizobium apporte un nouvél argument aux relations phylogéniques entre 

ces deux souches. 

Les auteurs mettent aussi en évidence une activite NAD' NADP' 

glycoaldéhyde deshydrogénase, ce qui indique en accord avec JOHNSON et 

col1 . [60] que le cycle du giyoxai joue un r61e très important. 
En 1976, ARIAS et coll. [ 5 ] décrivent les voies de catabolisme 

du glycérol, classé très bon substrat carboné chez Rhizobium japonicum [84] 



et qui possède l'avantage d'être beaucoup plus écononiique que 1 'arabinose. 

La présence d'une glycérol-kinase, d'une glycérolphosphate-deshydrogénase 

et l'absence de glycérokieshydrogénase dans les extraits cellulaires 

de Rhizobium trifolii et Rhizobium japonicum indiquent que le métabolisme 

du glycérol emprunte une voie identique à celle d1Escherichia - col i [ 21, 7 5 3  

de .Rhodopseudomonas capsul ata [es] et dlAerobacter aerogenes [lll] . 
E M P  

Gl ycerol - L gl ycerol ( P )  -Phosphodi hydroxyacétone -=-BB 

Trop peude souches sont étudiées pour tirer une conclusion au 

niveau de la différenciation des groupes de Rhizobium à croissance rapide 

et à croissance lente. 

3) Les voies de dégradation particul ières à Rhizobium me1 il oti 

Outre quelques particularités communes à Rhizobium meliloti - 
et à d'autres souches de groupes d'inoculations différents et déjà  

rapportées au préalable, quelques connaissances complémentaires et spécifi- 

ques à Rhizobium meliloti peuvent être précisées. 

En 1969, ERTOLA et col1 . [a71  étudient les effets de la composi- 

tion du milieu et de son taux d'oxygénation sur la croissance de Rhizobium - 

meliloti. Il s'avère que les besoins en oxygène sont peu élevés comme pour 

les autres Rhizobia [16,32] et que la croissance en fermenteur est 

maximale en présence de saccharose. Dans ces conditions expérimental es, le 

pH des milieux dénote une tendance à une légère alcal inisation sur glycérol , 

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

En 1970, PNRTINEZ DE DRETS et ARIAS [94 ] étudient les voies 

de catabolisme de plusieurs polyols. Déjà en 1942, BURRIS et col1 .[ 15) 

annonçaient que 'le métabolisme des polyols se faisait par un mécanisme 



oxydatif et suggéraient que cette oxydation pouvait être effectuée par 

des enzymes i nducti bl es. 

Travaillant sur des extraits cellulaires de Rhizobium meliloti 

cultivé sur mannitol , MARTINEZ et col 1 . testèrent le D mannitol, 
le D arabitol et le D sorbitol. Deux polyols deshydrogénases différentes 

sont induites par ces substrats : 

- une nicotiamide adénine di nucléotide (~~~+)arabi tol- deshydrogénase 

- une NAD+- sorbitol deshydrogénase. 
Toutes les recherches d'activité polyol-phosphates deshydrogénases 

restent vaines. 

La D arabitol-deshydrogénase réduit à la fois le D arabitol 

et le D mannitol mais la D sorbitol-deshydrogénase est spécifique du 

.D sorbitol . Le D arabi tol est oxydé en D xylulose, le D-mannitol et 

le D sorbitol sont oxydés en D Fructose. 

Il existe de pl us une hexokinase adénosin etri phospliate (ATP) 

dépendante phosphorylant le D fructose mais aucune activité hexose-isomérase 

dans ces ce1 lules de Rhizobium cul tivées sur mannitol n'est délectée. 

Ces voies de dégradations des polyols sont rapportées sur la 

figure 2 
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Toutes 1 es polyol s-deshydrogénases sont inducti bles par n ' importe 

lequel des trois substrats. Ce t2pe d'induction croisée a déjà été décrit 

par SCOLNICK et LIN [i13] chez Ce1 lvi brio polyol trophicus. La fructo- 

kinase ATP dépendante est induite par le fructose. 



4) Nature des polymères carbonés synthétisés par Rhizobium 

Les deux dérivés de biosynthèse provenant directement du métabo- 

lisme carboné e t  produits en quantités importantes sont l e s  poly-p hydroxy- 

butyrate (PHB) e t  l e s  exopolyosides. Nous reviendrons sur l a  synthèse 

de ces derniers par l a  su i te .  

FRED e t  col 1 .[43] déjà en 1932 signalent 1 a présence de gra- 

nules de PHB dans l e  cytoplasme des ce l lu les  âgées de Rhizobium, granules 

ressemblant fortement aux grains d'amidon décr i t s  dans l e s  t i ssus  végétaux. 

L'identification du polymère e s t  ensuite confirmée par SMITHIES e t  c o l l ,  

en 1 9 5 5  [116] e t  FORSYTH e t  co l l .  en 1958 [ 4 2 ]  . Son poids moléculaire 

varie de 1000 à 2 5 0  000 [88] e t  son rôle e s t  probablement de const i tuer  

une réserve hydrocarbonée permettant l a  survie de l a  ce l lu le  dans u n  

m i l  ieu tres pauvre [52,125] . 

B, L E  PROBLEME POSE PAR L E  METABOLISME DU GLUCOSE CHEZ RHIZOBIUM M E L I L O T I  ( x )  ...................................................................... ...................................................................... 
Travaux du laboratoire pub1 i é s  [19,20,58]. 

Les études antérieures réal i sées au 1 aboratoi re sur 1 a syntfièçe 

des exopolyosides par l e s  souches de Rhizobium ont décelé quelques particu- 

l a r i t é s  métaboliques 1 iées  à une souche du groupe d'inoculation de l a  

1 uzerne Rhizobiuin me1 i l o t i  

(8 )  Lu m a t t h i & ,  m&thodu, W m  4/C s o u c h u  employés pom t ' a b t e f i n  
des . t t é ~ W  dé- hont  p / r é d é a  dam l e  c h a p a e  11 A ,  



1) La composition chimique de 1 'exopolyoside de Rhizobium meliloti 

Nous avons étudié la composition des polyosides synthétisés par* 

Rhizobium [ 2 0 ] .  Pour Rhizobium rneliloti, nous constatons que le polymère 

est constitué essentiel 1 ement d'oses neutres : glucose (80 %) et galactose 

(20 %). Il est pratiquement exempt d'acide glucuronique (O à 2 %), Ces 

résultats sont en accord avec les observations d'AMARGER etmcoll. [ 3 1. 

2) Production d'exopolyosides par Rhizobium me1 i 1 oti en fonction 

de la source de carbone utilisée 

Comme tous les Rhizobia, Rhizobium meliloti synthétise des 

exopolyosides en mi 1 ieu complet additionné d'une source de carbone. 

a* e r o d u c t ~ ~ n ~ ~ e ~ e ~ l ~ ~ s ~ d e s s I ~ r s ~ d ~ ~ I ~ ~ c r o I ~ ~ ~ n ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ! ~ ~ ~  

d - sur milieu solide 
Sur milieu solide, cette biosynthèse s'exprime par 

l'apparition de colonies plus ou moins muqueuses en fonction de la nature 

du substrat carboné (Tableau 2). 

Ce Tableau confirme l'utilisation par notre souche de 

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

croissance. Par, contre, au niveau de 1 a synthèse des polyosides, seul s 

1 'adonitol , le sorbitol, le mannitol, le fructose et le ribose donnent 1 ieu 
à la formation de colonies fortement muqueuses. Ces substrats sont qualifiés 

de "bons substrats" pour cette synthèse et tous les autres de substrats 

médiocres. 



Tableau 2 : b p e ~  d a  coboniu d'une bouche de RLzobiwn -- rncLiXo;tX (M5N7 ) 

SOURCE DE CARBONE APIENANT EN MILIEU SOLIDE LA FORFATION DE COLONIES 

cuRt;ivée dm m i L i t u  cornplkt bolide (RC) addiLionné de didii9~w~Xea b o ~ ~ ~ c e s  

Tres peu muqueuses 

Amidon 

Arabi nose 

Cellobiose 

Du1 c i  t o l  

Glucose 

Gl u t a r a t e  

Glycogène 

Inos i  t o l  

F-bnnose 

Pyruvate 

Raf  f i nose 

Succi na te  

Xyl ose - 

de cmbone et incubé à 30°C duhazf.  5 j o m .  

t- en milieu liquide 

L'apparition sur boîte de Pétri de colonies fortement muqueuses 

ou de petites colonies non muqueuses lors de 1 'essai de différentes sources 

de carbone nous amène à poser la question suivante : 

le pouvoir de synthèse des polyosides des cellules est-il lié 

à leur croissance ou en est-il indépendant ? 

Pour répondre à cette question, nous avons contrôlé à la fois 

la croissance de la souche (par numérations des cellules viables) et le 

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

Legèrement muqueuses 

Ga1 actose 

Lactose 

Mal tose 

Saccharose 

Très  muqueuses 

Adoni t o l  
I 

Fructose 

Mannitol 

Ribose 



complets (RC) additionné d'une part d'un bon substrat : le mannitol 

et d'autre part d'un substrat médiocre : le glucose, conformément à la 

nomenclature.définie auparavant (Figures 3 et 4). 

Figure 3 
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Nous pouvons voir sur ces figures que l a  souche employée cul t ive 

aussi bien sur glucose que sur mannitol. Par contre, l e  milieu glucosé 

e s t  beaucoup moins favorable à l a  synthèse des polyosides [19].  

I l  faut  noter dès à présent l e s  modifications importantes de 

pH intervenant dans ces conditions de culture : pour u n  pH i n i t i a l  de  

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

l e  mannitol e t  4,8 pour l e  glucose. 

Par incubation des cel lules  dans des conditions de non prol i fé-  

rat ion,  nous obtenons des résul ta ts  similaires reproduits sur les  courbes 

des figures 5A e t  58 [ 5 8 ]  . 

W iik; 
2 
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A 8 

Figure 5 

Biosgnthèse d ' e x o p o t y o s i d e ~  pail de6 c U e s  de Rkizobhm m U o . t i  (M5NI 1 
buspendues d ~ w ,  un W e u  de  non pirofidénation adcLiLlabznE d e  R u c t o s e  à 1 % ( A )  
ou d e  à I % (8) et v W n ~  du pH des rn&eur au c o r n  d e  

l ' i n c u b ~ n  à 3U°C s o u  agitcu%n moyenne. 



NOUS observons que lorsque,sur l e  milieu contenant du glucose, 

l e  pH a t t e i n t  5 l a  synthèse du polyoside cesse, a lors  qu ' e l l e  se poursuit 

linéairement sur fructose,  l e  pH restant  neutre. 

C CONCLUSION ET PLAN DU TRAVAIL 
............................. ............................. 

Des résu l ta t s  exposés ci-dessus, i l  ressort  que pour une souche 

de Rhizobium meli lot i ,  l a  synthèse des exopolyosides e s t  différente  en 

fonction de l a  nature de l a  source de carbone étudiée. 

Le fructose e t  l e  mannitol sont dans ce t t e  optique de très bons 

substrats  mais l e  glucose e s t  tri% médiocre alors  que nous avons déniontré 

qu ' i l  entre  pour 80 % dans l a  composition du biopolymère. 

Par a i l l eu r s ,  ce t t e  notion de pouvoir de synthèse des exopolyosi- 

des semble l i é e  aux modifications du pH des milieux réactionnels. Toute 

accumulation de ces macromolécules e s t  synonyme d ' u n  maintien du pH aux 

environs de l a  neut ra l i té .  COURTOIS a d ' a i l  leurs démontré [lglque c e t t e  

condition é t a i t  nécessaire au bon fonctionnement du complexe enzymatique res- 

ponsable de l a  synthèse. 

Nous avons donc choisi d 'é tudier  l e  problème par t icu l ie r  de 

1 'assimilation du glucose e t  du fructose chez Rhizobium me1 i l o t i ,  --- - a .. 

- Dans u n  premier temps, nous avons vé r i f i é  que l e  phénomène 

observé au départ sur une seule souche du genre (M5N1) se renouvelait 

pour toutes l e s  souches représentant l e  groupe d'inoculation de l a  

1 uzerne (Rhizobium me1 i l o t i  ) . 



- Ensuite, la mise en évidence de 1 'inexistence de fermentation 
chez Rhizobium me1 iloti et du bon fonctionnement du cycle de Krebs nous 

indiquent que l'acidification constatée pour les milieux à base de glucose ne 

peut être due qu'à l'accumulation d'un ou de plusieurs intermédiaires d'une 

voie de dégradation oxydative de ce substrat. 

- Dans un troisième temps, nous avons recherché la nature 
chimique de cette fraction acide. 

Enfin, dans un dernier temps, des travaux particuliers à l'étude 

de 1 'utilisation du glucose et du fructose nous permettent de proposer 

un schéma métabol ique i 1 1  ustrant la dégradation de ces deux substrats 

carbonés par Rhizobium meliloti. 



E T U D E  M E T A B O L I Q U E  D E  R H I Z O B I U M  M E L I L O T I  

E N  P R E S E N C E  D E  D I F F E R E N T S  S U B S T R A T S  

C A R B O N E S  



I I  E T U D E  M E T A B O L I Q U E  D E  R H I Z O B I U M  

M E L I L O T I  E N  P R E S E N C E  D E  D I F F E R E N T S  

S U B S T R A T S  C A R B O N E S  

L'observation faite au laboratoire du comportement de la souche 

M5N1 en présence du glucose ou du fructose est vérifiée sur un échantillon 

de onze souches du même 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 à nouveau la liaison entre 

le pouvoir de synthèse des souches et 1 'évolution du pH des niilieux réaction- 

nels, donc de mettre en évidence des différences métaboliques selon la 

nature de l'hydrate de carbone. 

A, PATERIEL ET METHODES 

1) Les mil ieux de culture 
a. -_______-_______ le milieu de WrigSC 

Les souches de Rhizobium sont conservées sous forme de culture 

sur la tranche de tubes inclinés contenant le milieu de Wright gelosé [134, 

MilieÙ de Wright à 1 'extrait de levure fraîche (W) 

CaC03 0,1 g 

Mannitol 10 g 

Extrait de levure fraîche 100 ml 
' Eau distillée 900 ml 

(Agar 15 g )  



L'extrait de levure fraîche e s t  obtenu à partir de 100 g de 

levure de boulangerie autoclavée à 120°C pendant 20 mn dans un  l i t r e  

d'eau dis t i l lée .  La suspension autoclavée es t  f i l t r ée  à chaud sur papier 

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

limpide e t  e s t  conservé à l a  température du laboratoire après avoir été 

autoclavé une seconde fois dans les mêmes conditions. 

b.  l e  milieu RC ---------------- 
Les cultures des souches uti l isant  les différents hydrates de 

carbone sont réalisées sur l e  milieu de  LAIRD[^^] modifié par DELATTRE [26]: 

ce milieu e s t  baptisé RC. 

KH2 PO4 

Yeast extract 

(Ose 

Eau d is t i l l ée  

Les oses sont préparés séparément en flacons de 50 ml à une 

concentration égale à 20 %, Autoclavés durant 20 mn à 105OC, i l s  ne sont 

ajoutés stérilement au milieu RC qu'extemporanément. 

c. l e  tampon R N -  --------------- 
Lors de certaines manipulations, nous utilisons des suspen- 

sions de cellules dans u n  système tampon exempt d'azote : tampon RN- [26]* 

Tampon RN- 

MgS04, 7 H20 092 g 

KH $O4 0,s cl 1 PH 7,s 

Eau d is t i l l ée  1000 ml 
.a. 

Ce tampon ser t  aussi au lavage des cellules recueillies après 

centrifugation des cultures. 



2 )  Les souches utilisées : 

Les souches utilisées sont choisies dans la collection du labo- 

ratoire parmi celles représentant le  groupe d'inoculation de la luzerne. 

La plupart sont isolées par nos soins à partir de nodules de légumineuses 

recueillis dans des terrains très variés. 

Leur appartenance au genre Rhizobium est  vérifiée par la nodu- 

lation in vitro de la légumineuse adéquate : ce test  reste encore actuel - 
lement le  seul critère 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 à germer sur un  milieu nutri t if  

gélosé 114 e t  placées dans des conditions nutritives et  stériles convena- 

bles pour engendrer des plantules aseptiques. Dès 1 'apparition des racines 

8 secondaires, on inocule par une suspension de 10 cellules bactériennes 

lavées par l e  tampon RN-.  L'apparition en quelques jours de nodules sur 

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

Douze souches de Rhizobium me1 i lo t i ,  différentes par leur 

origine sont choisies après vérification par tes t  positif de leur nodula- 

tion in vitro sur la luzerne, ce sont : 

Ffl7S 

M29S (b) 

M5Nl l a )  M201P (c )  

(a)  M 5 N I  = m u t a n t  naturel spontané de b15S 

(b) Nous remercions Monsieur le  Recteur BONNIER de son aimable 

envoi de l a  souche 1-5 que nous avons inclus dans notre collection sous 

l e  sigle M29S. 

(c) Nous remercions Vonsieur DENARIE de nous a v o i r  fourni 

aimablement la souche M20lf. 



La conservation de ces souches se fait,-comme nous l'avons 

d i t ,  en tube contenant l e  milieu de Wright gélosé. Elles survivent a ins i  

sans Gtre repi-quées pendant des temps t r è s  longs, voisins d'une année. 

D'autres techniques sont également u t i l i s ées  au laboratoire,  notamment : 

- l a  congélation à -15OC d'une suspension ce l lu la i r e  en milieu 

RC glucosé ou mannité renfermant du glycérol à 20 %. 
- l a  lyophilisation sur l a i t  cystéiné à 0,8°L00. 

3) Les conditions de culture e t  l e s  contrôles physiques 

A par t i r  de l a  collection, toutes l e s  souches sont réisolées 

en boîte de Pétri sur RC glucosé gélosé. Chacune d 'entre-el les  es t  relancée 

sur 10 ml de RC glucosé e t  sur 10 ml de RC fructosé en tube cotonnés 

durant 24 h à 30' C en agi tat ion moyenne. 

On inocule enfin des erlenmeyers de 300 ml cotonnés contenant 

100 ml de milieu RC glucosé ou fructosé par 1 ml de ces précultures. 

L'ensemble e s t  placé sur table  d'agitation rotat ive à 30°C. Des échantil-  

lons sont prélevés régulièrement, sur lesquels deux types de mesures sont 

réal i sés : 

- l'absorbance par lecture de l a  densité optique au spectrophoto- 

mètre à 600 nm. 

- l e  pH par immersion d'une électrode de verre. 

4)  Conditions d'incubation en non pro1 i férat ion 

Les ce1 1 ules sont préparées par culture de 1 a souche sur mi 1 ieu 

RC glucosé à 1 % durant 16 h en agitation rotat ive moyenne à 30°C. Ce temps 

d'incubation e s t  choisi de façon à obtenir des cel lules  en f i n  de phase 

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



a 16 300 g, e l les  sont récupérées e t  lavées deux fois  dans l e  système tampon 

RF!-. Elles sont remises en suspension dans ce même tampon de f a ~ o n  à 

obtenir une densité optique de 10, Conservées dans ces conditions â + 4"C, 

e l les  restent viables au moins 4 jours. 

k Durant ce temps, aucune lyse significative n'est observée 

par numérations (Tableau 3 ) .  

TABLEAU 3 : E v o W o n  de h v L u b U é  des ceeecleu de Rkizobhm m U o f i  

(MSNI) covlbehvées à + 4 ' ~  dau l e  ayhtème Aanrpon RN- 

r- 

Temps de stockage 
en heures 

--------"-----I------------------"---w--- 

O 

7 

2 9 

53 

100 
i 

Ces cellules ainsi préparées sont ut i l isées pour  l 'étude de leur 

Nombre de.germes 
viables par ml 

98 x 107 

98 x 107 

97 107 

1 109 

1,01 log' 
4 

respiration sur différents substrats ou l 'étude de l a  dégradation des 

oses en fonction du temps. 

Elles sont lavées à nouveau extemporanément e t  suspendues dans 

l e  système tampon RN" additionné d ' u n  substrat à une concentration donnée, 

pouvant varier. Ce mil ieu, dépourvu de source d 'azote minérale ou organique, 

permet d'assurer les conditions de non prolifération ; les  cellules incapa- 

bles de fixer s e d e s  1 'azote atmosphérique respirent mais ne peuvent en 

aucun cas se diviser. 



B, RESULTATS 
--------- --------- 

i) - Evolution de l a  croissance e t  du pH lors  de l a  culture de 

l a  souche M5Nl en présence de différents hydrates de carbone 

a .  choix du  milieu RC ------------------ 
Le milieu de Wright assure une bonne conservation de toutes 

l e s  souches de Rhizobium. Par rapport au milieu RC i l  permet une meilleure 

croissance des différentes souches excepté ce l les  du groupe d'inoculation 

de l a  luzerne. Dans ce dernier cas l e  milieu RC e s t  préféré (Figure 6)  

e t  de plus, sa préparation à par t i r  d ' ex t ra i t  de levure atomisé lu i  assure 

une qual i té  plus constante. 

Figure 6 

CtroAdance d e  RhLzobCwn mc%LtoLi (EASNI) s w  RC manrkté à 1 % (&ï.aLt pLein) 

e;t W rnarznLtE à 7 ,-% ( e n  p o i W é )  . L ' ab~ohbance  e ~ l t  lue Ù 600 nm, 



Nous ut i l iserons donc l e  milieu RC pour toute l a  sui te  de nos 

études de souches en cul ture,  après addition d'hydrates de carbone. 

La détermination du nombre de cel lules  viables au cours du 

temps pour l a  souche M5NI en culture sur milieu RC glucosé à 1 % ou 

fructose à 1 % permet de constater que l a  croissance bactérienne e s t  légere- 

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

Glc 
Fru 

Figure 7 

C o w b u  de crrad~ance de R&zobiutn md!.Lto&i ( M 5 N I )  6WL m i 2 . L ~  RC g h c o h é  

(W p l b i )  eA RC 6mctosE (en p o i ~ W é )  6 30°C ~otrs agiXa;tton rnoyelme. 



Malgré ce t t e  légère différence, on peut considérer que l a  

crcissance e s t  pratiquement identique sur l e s  deux substrats carbonés. 

c g  ~ ~ o l u t ~ o n - b u - e H - l o r s - b e - I ~ - s r o ~ s s a I ! c ~ - e n - e r ~ ? ~ ! s ~ - b e  
fructose ou mannitol glucose,_maI!I!oçe," .................... 

Si nous suivons 1 'évolution du pH lors  des cultures de l a  souche 

M5N1 sur des substrats voisins t e l s  que l e  glucose, l e  mannose, l e  fructose 

ou l e  mannitol, on s 'aperçoi t  par contre que l 'on peut classer ces 

substances hydrocarbonées en deux catégories : 

- cel les  dont l ' u t i l i s a t i o n  s'accompagne d'une for te  baisse de 

pH e t  qui donnent en f i n  de manipulation des cultures denses e t  limpides. 

- cel les  dont 1 ' u t i l i s a t ion  s'accompagne d ' u n  maintien du pH 

aux environs de la  neut ra l i té  e t  qui donnent en f i n  de manipulation des 

cultures denses e t  de viscosité importante (Tableau 4 ) .  

- -- -- 

Tableau 4 : Evolu;tion du pH L o u  de la c W e  de R k i z o b h  rîî&LiXo.ti 

Temps 
en heures 

O 

2 1 

43 

5 O 

120 

147 ' 

2 IO 

i-- 

I 
Glucose 

7 93 

7,25 

6,85 

6 96 

5 95 

5,40 

5 a0 

Mannose 

-. - - - - . 

7 $4 

7,1 

6 32 

4,85 

4 95 

4,4 

4 $4 

Fructose 

- - -- 
7 95 

7 $5 

7,45 

7,45 

7 94 

7,45 

7 9 4  

Ilanni to l  

7 a5 

7,45 

7 9 4  

7 $35 

7,25 

6,95 

6 37 



. 
Pour des raisons de simplicité e t  aussi parce qu'il  e s t  

déinont) ,i chez. Rhizobium mél i lo t i  que l e  catabol isme du mannitol rejoint  

celui du fructose[s4] e t  que chez de nombreuses autres souches bactérien- 

nes, l e  catabol isme du rnannose rejoint celui du glucose, nous avons 1 imité 

l 'étude de l'ensemble du genre représentant l e  groupe d'inoculation de 

la  luzerne à deux oses caractéristiques : glucose e t  fructose. 

2) Evolution de la croissance e t  du DH des souches de 

Rhizobium méliloti cultivées en présence de glucose ou de fructose 

L'étude complète es t  f a i t e  en t ro i s  manipulations diffé-  

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

Les variations de densité optique après environ 30 h 

de cul ture (mani pu1 ation A )  peuvent ê t re  expl iquées par l es  différentes 

qua1 i tés  des inocul ums .En ef fe t  , la  phase de 1 atence précédant 1 a phase 

exponentielle de croissance des souches ensemencées à partir de tubes de 

col lection dure u n  temps variable. C'est ainsi ,  .qu  'après 24 h d'agitation 

à 30°C, ces précultures ne sont pas comparables du point de vue densité 

ce l lu la i re  e t  é ta t  physiologique des individus q u i  l e s  composent. La 

souche M29S (obtenue de la Faculté des Sciences Agronomiques de Gembloux) 

donne des valeurs de densité optique en f in  de manipulation nettement 

inférieures à celles des autres souches. Elle seule, n'a pas é té  entraînée 

à croî t re  sur milieu RC.  Malgré cela, sa réponse vis-à-vis des variations 

de pH par rapport à la  nature de la source de carbone es t  commune à 

ce l le  des autres souches, 

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

douze souches étudiées, y compris la M5N1, e s t  pratiquement équivalente 

quel l e  que so i t  la  nature de la  source de carbone du milieu d'incubation : 



Tableau 5 : EvoluLhn de Lu mo&hance et du pff tom d a  c a 0 6  

d u  boucha de R l u z o b h  m U o X X  dm n e e u  RC glucobé à I p. 100 4 0 ~ ~ 4  

agi-tatian moyenbze à 30'~. 

L 

souches 
Temps \ 
en h .  

2 

21 

93 

117 

14 1 

165 

189 

M l 2 3  

PH 

7 ,  7  

6 , % 5  

S D 8 5  

5 , 3 5  

5 ~ 4  

5 , 3 5  

5 , 3 5  

h120.S 

PH 

7 1 6  

6 , 9 5  

61 2 

6 , 1 5  

6 , 1 5  

6 ,1  

6 . 0  

M 2 0 1 1  

PH 

7 ~ 6  

7 ~ 5  

5 , s  

5,O 

5 1 6  

5 , 5 5  

5 1 7  



Souches 

Temps en h 

6,5 

18 

22,5 

43 

56 

3!;5 (l.lJ 
Tableau 6 : E v o B ! a n  de % ct~ahamce et du pH B o a  d u  ~ILeeUhu d a  -- 

1 66 1 2,72 / 7.45 1 2,12 1 7 , 1 5  / 

' souches W 1 2 S  M 2 0 S  
Temps 
en h .  PH PH 

W 3 S M  

1 189 I 6 , 1  1 6 . 9 5  1 7.3 1 

t l  2 0 11 

PH --- 

7 , 6  

7 , 3  

7 , 2  ' 

7 , 4  

7.4. 

7 , 3  

2 

21 

93 

117 

14 1 

165 

1 
M 5 N l  

DO 

O ,O6 

0,81 

0,92 

1,lO 

2,35 

3 

DO 

0 ,O9 

1 ,IO 

1,20 

1,80 

2,40 

PH 

7 ,  b5 

7 ,55  

7 , 6  

7 , 6  

7 ,45  

7.75 

7 ,7  

7 , 2 5  

7  

6.. 9 

6,s 

PH 

7 , 7 5  

7 ,45  

7 , 3 5  

7 , 4 5  

? e l  

7,65 

7 , 3 0  

7 , 2  

7 , 2  

7.1- 

?,O 



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 à celles du pH des milieux fructosés: 

3) Evolution du pH des souches de Rhizobium nie1 iloti mises 

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

Nous vérifions que ce phénomène est indépendant de la croissance 

des souches aux dépens des facteurs nutritifs azotés et carbonés en testant 

trois de leurs représentants en condition de non prolifération sur glucose 

et fructose (Figure 8). 

Dans ces conditions, le phénomène d'abaissement de pH semble 

encore s 'accentuer par rapport à ce1 ui accompagnant 1 a croissance bactérien- 

ne. L'accunUlation de produits acides est donc liée à l'utilisation méta- 

bolique du glucose par les différentes souches. 



8 
100 heures 2 0 0  

1 1 1 

100 heures 
J 

2 0 0  

ph 
8- 

-0- - , -- - - -o Fru 

M 2011 

4 - - . Glc  

I 1 1 

100 heures 
1 

2 0 0  

Figure 8 

EuoecLtion du pH leu d'une Lncubaüon ù 30'~ AUUA agLta;%ion moyenne 

de ~ ( ~ 6 p e ~ 1 6 i o m  ceeîlCeaULe6 de .tiroh bouches de R I u z o b h  rneLiXoZi 

( M  1 2 S, M 2 O S, M 2 O 11) d a m  l e  6g.tème tampon RN' glucosE 
à 1 p. 100 (GLc) OU QLuCAOAG Ù I p. 100 ( F ~ u ) .  



C, CONCLUSION 
---------- ---------- 

L'u t i l i sa t ion  de l a  souche M5N1 nous a permis de déf in i r  deux 

types de substrats  carbonés : ceux ac id i f ian t  l e  milieu au cours de l a  

croissance e t  ceux l e  conservant aux environs de l a  neutral i té .  Les consé- 

quences de la  dégradation d'un représentant de chacun de ces deux types, 

glucose e t  fructose,  sont observées pour douze souches différentes.  I l  

s 'avère que d'une façon générale, lo rs  de la  croissance bactérienne, l a  

tendance e s t  à l ' a c id i f i ca t ion  sur glucose e t  au maintien du pH à des 

valeurs proches de ce1 l e s  du départ sur fructose. Ce phénomène e s t  encore 

plus marqué p o u r  des suspensions ce l lu la i res  incubées en condition de non 

prolifération en présence de glucose. 

Ce comportement différent iel  en fonction de la  source de carbone 

du milieu de croissance, d'abord mis à jour sur l a  souche M 5 N 1, semble 

ê t r e  commun à toutes l e s  souches représentantes du groupe d' inoculation 

de l a  luzerne, souches de Rhizobi urn me1 i l  o t i  . 



I I S E  E N  E V I D E N C E  D ' U N  C Y C . L E  D E  K R E B S  A C T I F  

C t i E Z  R H I Z O B I U M  M E L I L O T I  



I I I  M I S E  E N  E V I D E N C E  D ' U N  C Y C L E  D E  

K R E B S  A C T I F  C H E Z  R H I Z O B I U M  

M E L I L O T I  

Les t a u x  de c r o i s s a n c e  de Rhizobium m e l i l o t i  c u l t i v é  

sur R C  g l u c o s é  ou f r u c t o s é  s o n t  p r a t i q u e m e n t  i d e n t i q u e s .  Les deux 

s u b s t r a t s  s o n t  donc m é t a b o l i s é s  mais l a  v a r i a t i o n  d u  pH qui  accom- 

pagne l a  d é g r a d a t i o n  d u  g l u c o s e  t r a d u i t  1  ' a p p a r i t i o n  e t  1  'a.ccumu- 

l a t i o n  d ' u n  ou de p l u s i e u r s  p r o d u i t s  a c i d e s .  

Nous pouvons é n o n c e r  deux hypo thèses  d ' e x p l i c a t i o n  d ' u n e  

t e l l e  o b s e r v a t i o n  : 

- l e  g l u c o s e  e s t  m é t a b o l i s é  pa r  v o i e  f e r m e n t a t i v e  e t  dans 

ce c a s ,  l ' a c i d i f i c a t i o n  d o i t  a p p a r a î t r e  l o r s  de l ' i n c u b a t i o n  de l a  

souche  en absence  d ' o x y g è n e .  

- l e  g l u c o s e  e s t  dégradé  s e l o n  des  v o i e s  o x y d a t i v e s  e t  

pour  des  r a i s o n s  qui  r e s t e n t  à d t f i n i r ,  u n  d é r i v é  a c i d e  du méta- 

bol isme i n t e r m é d i a i r e  s ' a c c u m u l e .  

L ' i n c u b a t i o n  en a é r o b i o s e  de nos ce11 u l e s  b a c t é r i e n n e s  

en  p r é s e n c e  de g l u c o s e  ou de f r u c t o s e ,  l a  mesure de l e u r  r e s p i r a -  

t i  on s u r  d i f f é r e n t s  composants  d u  c y c l e  des  a c i d e s  t r i  c a r b o x y l  i -  

ques  e t  l e u r  c r o i s s a n c e  s u r  ces  s u b s t r a t s  nous p e r m e t t e n t  de p r é -  

c i s e r  1  ' o r i g i n e  de 1  ' a c i d i  f i c a t i o n  des m i l i e u x  r é a c t i o n n e l s  en 

p r é s e n c e  de g l u c o s e .  

A - MATERIEL E T  METHODES 

1 )  C o n d i t i o n s  d ' a é r o b i o s e  e t  d ' a n a é r o b i o s e  l o r s  d ' i n c u -  

b a t i o n  en  non p r o l i f é r a t i o n  

L'ét 'ude de l ' e x i s t e n c e  d ' u n  métabol i sme f e r m e n t a t i f  e s t  

r é a l i s é e  p a r  1  ' o b s e r v a t i o n  de 1  ' é v o l  u t i o n  d u  pH de s u s p e n s i o n s  



c e l l u l a i r e s  en m i l i e u  R N -  g l u c o s é  à 1  % e t  en m i l i e u  R N -  f r u c t o s é  

à 1 % ,  à l a  f o i s  en a é r o b i o s e  e t  en a n a é r o b i o s e .  

Pour  c e l a ,  nous u t i l i s o n s  des t u b e s  co tonnés  c o n t e n a n t  

2 , 7  ml de m i l i e u  R N -  a d d i t i o n n é  de l ' o s e  é t u d i é  à l a  c o n c e n t r a t i o n  

de 1  %. Nous a j o u t o n s  0 , 3  ml d ' u n e  s u s p e n s i o n  de c e l l u l e s  à 

D O  IO ( c f  I IA4) pour  o b t e n i r  f i n a l e m e n t  une D O  de 1  c o r r e s p o n d a n t  

à une d e n s i t é  c e l l u l a i r e  de f i n  de c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e  s u r  

m i l i e u  comple t .  L ' h u i l e  de p a r a f f i n e  s t é r i l e  e s t  c o u l é e  à r a i s o n  

de 1  ml p a r  tube  en s u r f a c e  de Ehaque t u b e  d e s t i n e  à l a  r e s p i r a -  

t i o n  a n a é r o b i e .  

L ' é v o l u t i o n  d u  pH des s o l u t i o n s  incubées  à 30°C e s t  

c o n t r ô l é e  p a r  immersion de 1  ' é l e c t r o d e  en v e r r e  p r é a l a b l e m e n t  

p a s s é e  à l ' é t h a n o l .  La d e n s i t é  c e l l u l a i r e  au d é p a r t  a i n s i  que 

l e s  p r é c a u t i o n s  p r i s e s  l o r s  de l a  m a n i p u l a t i o n  p e r m e t t e n t  d ' é v i -  

t e r  t o u t e  c o n t a m i n a t i o n  i m p o r t a n t e  pendant  au moins 150 h .  

2 )  Mesure des  échanges  gazeux r e s p i r a t o i r e s  

r i  n c i p e s  géné raux  a .  P - - - - -  - - -  - - - - - - -  

La mesure des  échanges  gazeux r e s p i r a t o i r e s  e s t  e f f e c t u é e  

p a r  1  ' emplo i  d u  r e s p i r o m è t r e  de Warburg. Les p r i n c i p e s  g6néraux  

s o n t  ceux énoncés  p a r  UMBREIT, BURRIS e t  STAUFFER [123]. 

L ' é t u d e  de l a  r e s p i r a t i o n  s u r  d i f f é r e n t s  i n t e r m é d i a i r e s  

du c y c l e  de Krebs nous o b l i g e  à mesurer  à l a  f o i s  l a  q u a n t i t é  

d 'oxygène  consommé mais a u s s i  l a  q u a n t i t é  de d ioxyde  de ca rbone  

dégagé .  E n  e f f e t  l a  comparaison des  v a l e u r s  des q u o t i e n t s  r e s p i -  
Q 0 2  r a t o i r e s  a i n s i  d é t e r m i n é s  - e t  des  v a l e u r s  t h é o r i q u e s  peut  

dco,  
nous  p e r m e t t r e  de p r é c i s e r  s i  l a  d é g r a d a t i o n  o x y d a t i v e  du s u b s t r a t  

c a r b o n é  en d ioxyde  de ca rbone  e t  en eau e s t  complè te .  



b. c o n d i t i o n s  - - - - - - - - - - - - -  e x p é r i m e n t a l e s  - - - - - - - - - - -  

R h i z o b i u m  m e l i l o t i  e s t  c u l t i v é  s u r  m i l i e u  R C  g l u c o s é  à 

1 % d u r a n t  16 h  à 30°C s o u s  a g i t a t i o n  moyenne.  L e s  c e l l u l e s  s o n t  

r é c u p é r é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  l a v é e s  d e u x  f o i s  p a r  l e  tampon R N -  

e t  r e m i s e s  e n  s u s p e n s i o n  dans ce même tampon  de f a ç o n  à o b t e n i r  

une d e n s i t é  o p t i q u e  é g a l e  à 9 .  

Une m a n i p u l a t i o n  t y p e  c o m p r e n d  5 e n s e m b l e s  f i o l e s  t- niaiio- 

m è t r e s .  L e s  r é a c t i f s  s o n t  r é p a r t i s  dans  l e s  f i o l e s  comme s u i t  : 

T a b l e a u  7 .  

T a b l e a u  7 : Modèle de r é p a r t i t i o n  d e s  d i f f g r e n t s  é l b m e n t s  l o r s  

d 'une  m a n i p u l a t i o n  t y p e  en  a p p a r e i l  de Warburg. 

Ensemble 
F io l e  + manoniètre 

1 

2 

3 

4 

5 

* 

La  m a n i p u l a t i o n  se  f a i t  à 30°C s o u s  a 9 i t a t i o n  d o u c e .  

L e  t e m p s  z é r o  e s t  compté  à p a r t i r  du  moment où o n  a j o u t e  l e  s u b s -  

t r a t  à l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i  r e ,  a p r è s  s t a b i l i s a t i o n  des  e n s e m b l e s  

d u r a n t  30  mn. L e s  m e s u r e s  s o n t  f a i t e s  t o u t e s  l e s  20 mn. 

R ô l e  de c h a c u n  de ces  e n s e m b l e s  : 

- e n s e m b l e  1 : t h e r m o b a r o m è t r e .  I l  s e r t  à c o r r i g e r  d ' é -  

v e n t u e l l e s  v a r i a t i o n s  de t e m p é r a t u r e  o u  de p r e s s i o n  q u i  p e u v e n t  

s e  p r o d u i r e  a u  c o u r s  de l a  m a n i p u l a t i o n .  I l  c o n v i e n t  de r e t r a n c h e r  

-, 

Anse l a t é r a l e  2 

- 
- 

0,3  m l  H2S04 2 il 

- 
0,3  ml HZ%4 2 ?[ 

Anse l a t é r a l e  1 

- 
0,5 ml tampon R N -  

0,5 ml tampon RN- 

0 ,5  ml s u b s t r a t  

0 ,5  ml s u b s t r a t  

Conipartizent 
p r inc ipa l  

3 ml tampon RN-  

2,5nil susp. ce11 . 
2,5rnl II 

2,5ml Il 

2,5ir.l I I  

I 

r 

Puits cen t ra l  

- 
0,5 ml KOH 20 % 

.. 

0,5  ml KOH 20 % 

- 



ou d ' a j o u t e r  l a  l e c t u r e  f a i t e  s u r  l e  thermobarornètre  des  l e c t u r e s  

e f f e c t u é e s  s u r  l e s  rrianomètres des a u t r e s  f i o l e s  ( 2 - 3 - 4 - 5 ) .  

- ensemble 2 : mesure de l a  q u a n t i t é  d 'oxygène  consommé 

l o r s  de l a  r e s p i r a t i o n  endogène des c e l l u l e s .  

Les b a c t é r i e s  s o n t  suspendues  dans l e  sys t ème  tampon R N -  

s a n s  s u b s t r a t .  E l l e s  r e s p i r e n t  donc en  d é g r a d a n t  l e u r s  p r o p r e s  

r é s e r v e s  é n e r g é t i q u e s  e n d o c e l l  u l a i  r e s .  O n  ne l i t  s u r  l e  manomètre 

2 que l ' o x y g è n e  consommé c a r  l e  d ioxyde  de ca rbone  dégagé e s t  ab-  

s o r b é  pa r  0 , s  ml de p o t a s s e  à 20 % i m b i b a n t  une bande de p a p i e r  

Whatman 3 , r o u l é e ,  pour augmenter  l a  s u r f a c e  d ' é c h a n g e  gaz-1 i q u i  de 

e t  p e r m e t t r e  a i n s i  une a b s o r p t i o n  t o t a l e  d u  d ioxyde  de c a r b o n e .  

- ensemble 3 : mesure de l a  q u a n t i t é  de dioxyde de c a r b o -  

ne dégagé l o r s  de l a  r e s p i r a t i o n  endogène des  c e l l u l e s .  

Une s e u l e  l e c t u r e  e s t  f a i t e  en f i n  de m a n i p u l a t i o n ,  30 a ~ n  

a p r è s  l ' a d d i t i o n  de 0 , 3  ml d ' u n e  s o l u t i o n  aqueuse  d ' a c i d e  s u l f i l r i -  

que ZN. E n  e f f e t ,  pour  é v i t e r  t o u t e  e r r e u r  dans l a  l e c t u r e  de l a  

q u a n t i t é  de d ioxyde  de carbone  p r o d u i t e  p a r  l e s  c e l l u l e s ,  i l  e s t  

n é c e s s a i r e  de l i b é r e r  ce p r o d u i t  f i n a l  d ' o x y d a t i o n  de l a  phase 

l i q u i d e  où i l  s e  t r o u v e  en s o l u t i o n  sous  forme de c a r b o n a t e  de 

p o t a s s i  u m .  

Ces deux p r e m i è r e s  mesures  nous pe rme t t , en t  de c a l c u l e r  

l e  q u o t i e n t  r e s p i r a t o i r e  ,endogène de l a  s u s p e n s i o n  ce11 u l a i  r e .  

- ensemble  4  : mesure de l a  q u a n t i t é  d 'oxygène  consommé 

en p r é s e n c e  d ' u n  s u b s t r a t  donné. 

- ensemble  5  : mesure de l a  q u a n t i t é  de d ioxyde  de c a r -  

bone dégagé en p r é s e n c e  d ' u n  s u b s t r a t  donné. 

La c o n n a i s s a n c e  des  v a l e u r s  des échanges  gazeux de l a  

s u s p e n s i o n  ce1 l u l a i  r e  r e s p i r a n t  s u r  l e  s u b s t r a t  nous de 

s a v o i r  s i  ce d e r n i e r  e s t  u t i l i s é  t o t a l e m e n t  ou p a r t i e l l e m e r i t  

oxydé.  



3 )  Mesure de l a  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e  au b i o p h o t o m è t r e  

Nous u t i l i s o n s  1 ' a p p a r e i  1  de Bonet-blaury e t  J o u a n .  

A p a r t i r  d ' u n  tube  de c o l l e c t i o n ,  Rhizobium m e l i l o t i  e s t  - 
c u l t i v é  16 h à 37°C sous  a g i t a t i o n  moyenne s u r  m i l i e u  comple t  R C  

g l u c o s é  à 1 Z .  Les c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  r é c u p é r é e s  p a r  c e n t r i f u -  

g a t i o n  s o n t  suspendues  dans l e  tampon R N - .  E l l e s  s e r v e n t  d ' i n o c u -  

1um pour l e s  s i x  m i l i e u x  d i f f é r e n t s  p r é p a r é s  : 

( R C  ( o u  R )  + p y r u v a t e  de sodium à 1 % 

I R C  ( o u  R )  + ç u c c i n a t e  de sodium à I % 

( R C  (ou  R )  i- c i t r a t e  de sodi  u m  à 1 % 

Lors de l ' e x p é r i m e n t a t i o n ,  nous avons t e s t é  u n  m i l i e u  m i -  

nimal  , m i l i e u  R ,  ne c o n t e n a n t  pas d ' e x t r a i t  de l e v u r e  e t  a d d i -  

t i o n n é  de s u b s t r a t s  ca rbonés  à 1 % [ 2 6 ]  

M i l i e u  R 

MgS04, 7 H20 

K2HP04 

NH4N03 

B i o t i n e  

Thiamine 

S u b s t r a t  ca rboné  

Eau d i s t i l l é e  1000 ml 1 
, 

Ces m i l i e u x  i n o c u l é s  s o n t  r é p a r t i s  dans de p e t i t e s  c e l -  

l u l e s  en v e r r e  à r a i s o n  de 7 ml p a r  c e l l u l e  e t  p l a c é e s  dans  l ' e n -  

c e i n t e  d u  bi ophotomètre  r é g u l é  à 30°C. L ' a g i t a t i o n  e s t  a s s u r é e  

p a r  b a r r e a u  magné t ique .  Le c o n t r ô l e  de l a  c r o i s s a n c e  b a c t é r i e n n e  

s e  f a i t  p a r  mesures  s u c c e s s i v e s  a u t o m a t i q u e s  de l a  t r a n s m i s s i o n  

de l u m i è r e .  Ces mesures  s o n t  r e p o r t é e s  immédiatement s u r  p a p i e r  

e n r e g i s t r e u r  e t  l e s  d i f f é r e n t e s  courbes  de c r o i s s a n c e  a p p a r a i s s e n t  

a i n s i  s imul t anémen t  p o i n t  p a r  p o i n t .  



B - RESULTATS 

---------  ---------  

1 )  Absence d ' u n  métabol i sme f e r m e n t a t i  f  

Nous s u i v o n s  à l a  f o i s  en  a é r o b i o s e  e t  en a n a é r o b i o s e  

1  ' é v o l u t i o n  d u  pH au cours  d u  temps d ' u n e  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  

i n c u b é e  en c o n d i t i o n  de non p r o l i f é r a t i o n ,  en p r é s e n c e  de  g l u c o s e  

ou de f r u c t o s e .  Les r é s u l t a t s  s o n t  r a p p o r t é s  s u r  l a  f i g u r e  9 .  

I I 

5 O 100 heures 150 

E v o l u t i o n  du pH d  ' u n s  s u s p e n s i o n  ce ZZzZaire de R h i z o b i u ~ : :  me li l o t i  

r e s p i r a n t  s u r  : I RN- f r u c t o s é  à I % en a é r o b i o s e  

1 2 RN- f r u c t o s é  à I % en a n a é r o b i o s e  

3 RN- glu'eosé à I % en a é r o b i o s e  

4 RN-  g l u c o s é  à I % en a n a é r o b i o s e .  

Comme nous 1  ' avons d é j à  r emarqué ,  en p r é s e n c e  d ' o x y g è n e ,  

nous obse rvons  que s u r  f r u c t o s e  l e  m i l i e u  d e v i e n t  t r è s  dense  a v e c  

m a i n t i e n  du pH aux e n v i r o n s  de l a  n e u t r a l i t é  a l o r s  que sur g l u -  

c o s e ,  l e  m i l i e u  r e s t e  t r è s  l i m p i d e  e t  s ' a c i d i f i e  r a p i d e m e n t .  

P a r  c o n t r e ,  en a n a e r o b i o s e ,  l e s  s u s p e n s i o n s  demeurent  

t r è s  l i m p i d e s  à l a  f o i s  s u r  g l u c o s e  e t  s u r  f r u c t o s e  e t  l e  pH b a i s -  



s e  t r è s  peu .  C e t t e  d i m i n u t i o n  e s t  en f a i t  u n  a r t e f a c t .  E n  e f f e t  

l o r s q u ' o n  mesure l e  pH des  s u s p e n s i o n s  s o u s  p a r a f f i n e ,  u n  f i l m  

d ' h u i l e  r e s t e  â l a  s u r f a c e  de l ' é l e c t r o d e  e t  ne s ' é l i m i n e  que 

t r è s  di f f i c i  lement .  11 f a u t  a t t e n d r e  q u e l q u e s  minu tes  a v a n t  d ' a -  

v o i r  une s t a b i l i t é  du g a l v a n o m è t r e .  Le pH de l ' h u i l e  de p a r a f f i n e  

n ' é t a n t  que  de 5 , 2 ,  c e c i  peut  e x p l i q u e r  c e s  v a l e u r s  u n  peu f a i b l e s  

r e n c o n t r é e s  en a n a é r o b i o s e .  

Mal g r é  c e l a ,  l e s  é c a r t s  s o n t  su f f i samment  i m p o r t a n t s  pour 

a f f i r m e r  que  Rhizobium m e l i l o t i  ne possède  pas l a  f a c u l t é  d ' a s s u r e ?  

l a  f e r m e n t a t i o n  a c i d e  d u  g l u c o s e  ou d u  f r u c t o s e  : i l  u t i l i s e  une 

v o i e  o x y d a t i v e  de d é g r a d a t i o n  des  o s e s .  

2 )  Mesures de 1 ' o x y d a t i o n  d u  g l u c o s e  e t  d u  f r u c t o s e  en 

a p p a r e i l  de Warburg 

Les c e l l u l e s  de Rhizobium m e l i l o t i  s o n t  suspendues  dans 

l e  sys tème tampon R N -  a d d i t i o n n é  de g l u c o s e  e t  de f r u c t o s e  à r a i -  

son  de 0 , 5  m g l f i o l e .  A u  cour s  d ' u n e  i n c u b a t i o n  de 2n-0 mn à 30°C 

s o u s  a g i t a t i o n  douce ,  nous mesurons 1 a  q u a n t i t é  d 'oxygène  consom- 

mépar l e c t u r e  manomètrique d i r e c t e  c o r r i g é e  p a r  l a  c o n s t a n t e  de 

f i o l e  ; l e  d ioxyde  de carbone  dégagé e s t  dans ce c a s  t o t a l e m e n t  

a b s o r b é  p a r  une s o l u t i o n  de p o t a s s e  à 20 %,i Les r é s u l t a t s  s o n t  

r a p p o r t é s  dans  l a  f i g u r e  IO.  



F i g u r e  IO 

Courbes de consommation d 'oxygène  pai2 ~ h i z o b i u m  me 2ilo.t-i  en pré-  

sence  de 0 , 5  mg par f i o l e  de g l u c o s e  ( G l c )  ou de f r u c t o s e  ( P r u ) .  

RE = Courbe de consommation d ' o x y g è n e  en absence  de s u b s t r a t  

( r e s p i r a t i o n  e n d o g è n e ) .  

Rhizobium meli  l o t i  consomme une i m p o r t a n t e  q u a n t i  t é  d ' o -  - 
xygène en p r é s e n c e  de chacun de ces  deux s u b s t r a t s .  S i  1  ' O n  con- 

s i d è r e  que l a  q u a n t i t é  de gaz a b s o r b é  e s t  u t i l i s é e  à l ' o x y d a t i o n  

t o t a l e  des  h y d r a t e s  de ca rbone  en dioxyde de carbone  e t  e n  e a u ,  on 

peu t  p r é c i s e r  q u ' a u  p o i n t  d ' i n f l e x - i o n  des c o u r b e s ,  e n v i r o n  6 0  % 

d u  f r u c t o s e  e s t  dégradé  ( a p r è s  8 0  mn d ' i n c u b a t i o n )  c o n t r e  e n v i r o n  
, 

45 % de g l u c o s e  ( a p r è s  100 mn d ' i n c u b a t i o n ) .  

Ces r é s u l t a t s  s e r o n t  p r é c i s é s  e t  d i s c u t é s  u l t é r i e u r e m e n t .  

( c h a p i t r e  V )  

3 )  Problèmes l i e s  à l a  r e s p i r a t i o n  endogène de Rhizobiun! - 

meli l o t i  
' 

Avant d ' a b o r d e r  l a  r e s p i r a t i o n  des s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i -  

r e s  e n  p r é s e n c e  de c e r t a i n s  i n t e r m é d i a i r e s  du c y c l e  de K r e b s ,  nous 

devons s i g n a l e r  q u e l q u e s  p a r t i c u l a r i t é s  de comportement r e s p i r a -  



t o i r e  de ~ h i z o b i u m '  m e l i l o t i .  

P l u s i e u r s  f a i . t s  s o n t  à n o t e r  : consommation d ' o x y g è n e  

t r è s  i m p o r t a n t e  s a n s  s u b s t r a t  p a r t i c u l i e r ,  évol  u t i o n  de c e t t e  

consommation en f o n c t i o n  d u  temps de c o n s e r v a t i o n  des ce11 u l e s  e t  

m o d i f i c a t i o n  des  q u o t i e n t s  r e s p i r a t o i r e s  s e l o n  l e s  l o t s  de f a b r i -  

c a t i o n .  

a .  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  consommation d 'oxygène  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  l o r s  de l a  r e s p i r a t i o n  - _  _ _ _ _ _ _ _ _  en-  

E n  mesurant  1 a  consommatio'n d 'oxygène  de 3 ml de s u s -  

pens ion  b a c t é r i e n n e  à une d e n s i t é  o p t i q u e  de 7 , 5  ( 0 , 5  m l  de D O  9 

dans 2 , 5  ml de tampon R N - )  or1 s ' a p e r ~ o i t  que c e t t e  a b s o r p t i o n  

d 'oxygène  e s t  c o n s t a n t e  au c o u r s  d u  temps mais e s t  t r è s  impor tan -  

t e  a l o r s  q u ' a u c u n  s u b s t r a t  n ' e s t  é n e r g é t i q u e m e n t  consommable dans 

l e  mi l i e u  d ' i n c u b a t i o n  ( T a b l e a u  8 ) .  

Tab leau  8 : consommatiorl d ' o x y g è n e  l o r s  de l a  r e s p i r a t i o n  endog2- 

Temps en 
minu tes  

Q u a n t i  t é  d 'O2  

consommé en p l  - 

n e  d e  Rh i zob ium me l i  l o t i .  

Deux i n c o n v é n i e n t s  ma jeu r s  s o n t  l i é s  à ce  comportement : 

30 

38 

, 
l e s  t a u x  t r è s  é l e v é s  d 'oxygène  consommé dans c e s  c o n d i t i o n s  vont  

masquer en p a r t i e  l a  q u a n t i t é  de gaz n é c e s s a i r e  à l ' o x y d a t i o n  de 

60 

7 6 

s u b s t r a t s  exogènes  e t  r i s q u e n t  de f a u s s e r  l e s  r é s u l t a t s .  De p l u s  

i l  f a u d r a  ramener  t r è s  s o u v e n t  l e s  manomètres au p o i n t  de d é p a r t ,  1 
m a n i p u l a t i o n  q u i  peu t  s ' accompagner  d ' e r r e u r s .  

> * 

1 1 8 0  

208  
- I 

9 3  

I I I  

' 1 2 0  

148 

.A. 



Pour c e s  d i f f é r e n t e s  r a i s o n s ,  i l  e s t  p l u s  a i s é - d e  t r a -  

v a i l l e r  avec  u n  m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  dont  l a  r e s p i r a t i o n  endogène 

e s t  l a  p l u s  f a i b l e  p o s s i b l e .  D ' a u t a n t  p l u s  que nous ne pouvons 

pas c o n n a î t r e  l e s  m o d i f i c a t i o n s  i n t e r v e n a n t  au n iveau  de c e t t e  

r e s p i r a t i o n  l o r s q u e  l e s  c e l l u l e s  s e  t r o u v e n t  en p r é s e n c e  d ' u n  

s u b s t r a t  é n e r g é t i q u e  exogène .  P lus  l a  r e s p i r a t i o n  endogène s e r a  

f a i b l e ,  moins c e s  m o d i f i c a t i o n s  n ' i n t e r f è r e r o n t  avec l a  mesure 

des  volumes gazeux échangés  l o r s  de l a  d é g r a d a t i o n  de s u b s t a n c e s  

exogènes .  Comment donc m o d i f i e r  c e t t e  r e s p i r a t i o n  endogène s a c h a n t  

q u ' e l l e  c o r r e s p o n d  à 1  ' échange  des g a z  r é s u l t a n t  de 1 ' u t i  l i s a t i o n  

de s u b s t a n c e s  de r é s e r v e s  i  n t r a c y t o p l a s m i q u e s  ( p o l y k h y d r o x y b u t y r a -  

te[130,39]) n é c e s s a i r e s  à l a  s u r v i e  de l a  c e l l u l e ?  Compte-tenu de 

l a  f a c i l i t é  de c o n s e r v a t i o n  de Rhizobium m e l i l o t i  s u r  d e s  m i l i e u x  

t r è s  p a u v r e s ,  i l  semble  que ces  souches  c o n t i e n n e n t  c e s  s u b s t a n c e s  

en g r a n d e s  q u a n t i t é s .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  nous a  permis de minimi- 

s e r  l e  t a u x  de r e s p i r a t i o n  endogène des  s u s p e n s i o n s  b a c t é r i e n n e s  

en l e s  i n c u b a n t  a v a n t  u t i l i s a t i o n  à 30°C s u r  tampon R N -  en a g i t a -  

t i o n  moyenne d u r a n t  16  h .  Les c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  l a v é e s  e t  

comptées : t aux  de s u r v i e  à c e t t e  o p é r a t i o n  IO0 %. 

La d i f f é r e n c e  d e s  t a u x  de consommation d 'oxygène  d ' u n  

même l o t  de c e l l u l e s ,  l ' u n  c o n s e r v é  à + 4°C e t  l . ' a u t r e  a g i t é  16  h 

à 30°C, e s t  i m p o r t a n t e  : a i n s i  en 1 6 5  mn l e s  c e l l u l e s  a g i t é e s  con- 

somment p resque  6  f o i s  moins d 'oxygène  que l e s  c e l l u l e s  p l a c é e s  à 

+ 4°C ( F i g u r e  I I ) .  



Consommation d ' o x y g è n e  d u r a n t  Za r e s p i r a t i o n  endogène  ( R E )  de 

s u s p e n s i o n s  de ce  Z l ~ s l e s  de R h i z o b i u m  me l i  l o t i  : 

( R E )  4OC b e Z l u Z e s  c o n s e r v é e s  à 4 O C  a p r è s  c u l t u r e  

( R E )  3 0 ° C  : c e Z l u Z e s  a g i t é e s  à 3 0 ° C  d u r a n t  1 6  h .  

b .  é v o l u t i o n  d u  t a u x  de consommation d 'oxygène  en 

f o n c t i o n  d u  temps de c o n s e r v a t i o n  des c e l l u l e s  
- - - - a - - - - - - - - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les  temps de c o n s e r v a t i o n  des s u s p e n s i o n s  b â c t é r i e n n e s  

à 4°C en tampon R N -  é t a n t  au moins de 4 j o u r s  s a n s  l é s i o n s  impor-' 

t a n t e s ,  nous u t i l i s o n s  l e s  mêmes l o t s  de c e l l u l e s  l o r s  de p lus i eu i -  

m a n i p u l a t i o n s .  Nous remarquons que l e s  t a u x  de consommation d 'oxy-  

gène c o r r e s p o n d a n t  à 7a r e s p i r a t i o n  endogène augmentent  a v e c  l e s  

temps de c o n s e r v a t i o n  à 4°C ( T a b l e a u  8 ) .  C e t t e  c o n s t a t a t i o n  e s t  

f a i t e  p o u r  l e s  c e l l u l e s  p r é p a r é e s  a u s s i  b i e n  p a r  c u l t u r e  s u r  g l u -  

c o s e  (Rhizobium m e l i l o t i  G )  que s u r  f r u c t o s e  (Rhizobium m e l i l o t i  F 



Tableau  9 : E v o l u t i o n  de l a  q u a n t i t é  d ' o x y g è n e  consommé ( & O 2 )  en 

1 8 0  mn l o r s  de  l a  r e s p i r a t i o n  endogène  de R h i z o b i u m  me  l i Z o t i  G e t  

(Rm G e t  Rm F )  c o n s e r v é  de I à 16 j o u r s  à + 4 O C .  

Ce phenomène r e s t e  e n c o r e  i n e x p l i q u é .  

e 

T e m p s  de c o n s e r v a t i o n  

à 4"  c ( e n  j o u r s )  

c .  V a r i a b i l i t é  des c o e f f i c i e n t s  r e s e i r a t o i  res -çe]gn  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - - - - - - - -  
l e s  l o t s  de f a b r i c a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

. Le c o e f f i c i e n t  r e s p i r a t o i r e  e s t  f o n c t i o n  de l a  n a t u r e  d u  

R m  G 

Q 0 2  en p l  

I 5 , 4 6  

6 5 , 6 9  

6 1 , 7  

9 7 , 9  

7 

Sé r i e  1  

S é r i e  2  

C 

ou des s u b s t r a t s  d é g r a d é s .  Les c o n d i t i o n s  'de  p r é p a r a t i o n  des c e l -  

R m  F 

~ 0 ~  en y1 

4 1 , 7 3  

I 0 9 , 6  3 

- 

- 

1  

16 

I 

15 

l u l e s  é t a n t  s t a n d a r d i s é e s ,  on p o u r r a i t  s ' a t t e n d r e  à a v o i r  des  

v a l e u r s  de c o e f f i c i e n t s  r e s p i r a t o i r e s  s t a b l e s .  Or c e l l e s - c i  va- 

r i e n t  a s s e z  l a rgemen t  e n  f o n c t i o n  des l o t s  de f a b r i c a t i o n  

( T a b l e a u  10). 

Tab leau  10 : VaZeurs  d e s  c o e f f i c i e n t s  r e s p i r a t o i r e s  l o r s  de Za 

r e s p i r a t i o n  endogène  de R h i z o b i u m  m e l i l o t i  G e t  F e n  f o n c t i o n  d e s  

L o t s  de 

f a b r i  c a t i o n  
- 

1  

2 

3 
4  

5 

6 

7 

Zo t s  de f a h r i c a  t i o n .  

? 

Q02/QC02 

R h i z o b i u m  G 
- 

I , I 4  

O ,99'  

0 , 7 8  

0 , 7 9  

0 , 7 9  

O , 9 2  

O , 6 5  

R h i z o b i u m  F 

- 
O , 9 6  
- 

1  ,O1 
- 
- 

O , 8 I  



La d i v e r s i t é  de c e s  c o e f f i c i e n t s  e s t  en f a v e u r  de l ' e x i s -  

t e n c e  de p l u s i e u r s  s u b s t a n c e s  de r é s e r v e  en q u a n t i t é  r e l a t i v e  va- 

r i a b l e  au s e i n  d u  cy top lasme  des  c e l l u l e s .  

4 )  R e s p i r a t i o n  de Rhizobium m e l i l o t i  à p a r t i r  de  d i f f é -  

r e n t s  i n t e r m é d i a i r e s  du c y c l e  de Krebs 

Les e s s a i s  s o n t  r é a l i s é s  s u r  1 mg de p y r u v a t e  de  sodium 

( e n  é q u i v a l e n t  a c i d e )  dans l e s  3 ml d u  contenu de  l a  f i o l e  

( 3 3 3 v g / m l ) .  O n  mesure en p a r a l l è l e  l a  cotisonimation d 'oxygène  due 

à l a  r e s p i r a t i o n  endogène e t  l a  consommation d 'oxygène  e n  p r é s e n c e  

du s u b s t r a t  ( F i g u r e  1 2 ) .  

F i g u r e  1 2  

R e s p i r a t i o n  de R h i z o b i u m  r n e Z i l o t i  e n  p r é s e n c e  de p y r u v a t e  de s o -  

d i  urn i 3 3 3pg/rn 2). 

L ' a c i d i f i c a t i o n  d u  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  e n  f i n  de manipu- 

l a t i o n  permet l e  dégagement de 3 7 2 ~ 1  de d ioxyde  de c a r b o n e ,  ce 

qui  nous donne u n  q u o t i e n t  r e s p i r a t o i r e  Q R  = 0 ,84.  



Théor iquement ,  1  ' o x y d a t i o n  t o t a l e  d u  p y r u v a t e  p e u t  s  ' e x -  

p r i m e r  par  l a  r e l a t i o n  : 
5 

Ceci c o r r e s p o n d  à u n  q u o t i e n t  t h é o r i q u e  de 0,83.  

e x p é r i m e n t a l  = 0 , 8 4  /PR 
O n  p e u t  donc p e n s e r  que l e  p y r u v a t e  de sodium e s t  t o t a -  

lement  oxydé en eau e t  en d ioxyde  de ca rbone .  Mais s a  v i t e s s e  de 

d é g r a d a t i o n ,  quo ique  c o n s t a n t e ,  r e s t e  t r è s  f a i b l e  : 49,4  % s e u l e -  

ment du s u b s t r a t  e s t  dégradé  en 4  h d ' i n c u b a t i o n .  P l u s i e u r s  r a i s o n s  

peuven t  ê t r e  invoquées  : 

- l e  sys tème perméas ique  d ' e n t r é e  d u  p y r u v a t e  de sodium . 

dans  l a  c e l l u l e  f o n c t i o n n e  mal.  

- l ' u t i l i s a t i o n  d u  p y r u v a t e  de sodium l i b è r e  une base 

f o r t e  qui augmente l e  pH d u  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  e t  i n h i b e  c e r t a i n e s  

a c t i v i t é s  enzyn ia t iques .  

- l e  c y c l e  de Krebs t o u r n e  l e n t e m e n t  à c a u s e  d ' u n e  a r r i v é  

mass ive  de p y r u v a t e  de sodium p a r  r a p p o r t  aux composés a c c e p t e u r s  

Chacune de c e s  h y p o t h è s e s  e s t  v é r i f i é e  : 

- l o r s  de l a  r e s 6 i r a t i o n  s u r  I mg de s u b s t r a t ,  l e  pH v a r i  

de 6 , 9 5  au d é p a r t  à 7 , 6  a p r è s  240 m n  d ' i n c u b a t i o n .  Ces v a l e u r s  

r e s t e n t  t r e s  proches  de l a  n e u t r a l i t é  e t  ne d o i v e n t  pas i n f l u e n c e r  

l e  métabol i sme c e l l u l a i r e  g l o b a l .  

- nous  avons s u i v i  l a  consommation d 'oxygène  s u r  0 , 5  mg 

de p y r u v a t e  s'eu1 e t  s u r  u n  mélange de 0 , 5  mg de p y r u v a t e  e t  0,05nig 

de m s l a t e  de sodium p a r  f i o l e .  

. Les r é s u l t a t s  s o n t  r a p p o r t é s  dans l e  t a b l e a u  1 1 .  



Tab leau  1 1  : q u a n t i t é  d 'oxygène  consommé par -- Rhizobium me Z i Z o t i  

s u r  pyruva te  de sodium e t  s u r  un mélange pyruva te  de sodium-ma- 

Zate de sodium. 

, 

Nous c o n s t a t o n s  : 

- que s u r  0 , 5  mg de p y r u v a t e  l a  r e s p i r a t i o n  s u i t  e x a c -  

Temps e n  mn 

R.E. (Q02 en y1) 

R. s u r  0,5 mg de 

p y r u v a t e  (Q02 en  p l )  

R. s u r  0,5 mg de p y r u v a t e  

e t  0,05 mg de mal  a t e  

(Q02 e n  p l )  

t ement  c e l l e  qui  e s t  endogène .  Or Rhizobium m e l i l o t - i  e s t  c a p a b l e  -- 
d ' o x y d e r  ce s u b s t r a t .  Donc à c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 6 6 ~ g / m l ) ,  l e  

p y r u v a t e  de sodium p a s s e  ma1 l a  b a r r i è r e  n~embranai r e .  

2 0 

I4,8 

25,7 

27,3 

- q u ' e n  p r é s e n c e  de m a l a t e  de sodium,  une l é g è r e  d i f f é -  

r e n c e  de consommatioii d loxygPne d u r a n t  l e s  88 p r e m i è r e s  minutes  

e s t  s u i v i e  d ' u n e  consomination normale c o r r e s p o n d a n t  à 1 a r e s p i r a -  

1 

4 O 

30,2 

46,5 

53,4 

t i o n  endogène ( F i g u r e  1 3 ) .  

pyruvate 

6 O 

50,8 

66,3 

80,7 

R e s p i r a t i o n  de Rhizobium - m e L i l o t i  en présence  d ' u n  mélange de  

pyrtrvate de sodium ( I & 6 ~ g / m Z )  e t  de m a l a t e  de sodium (16,6)rg/rnZ) 

160 

I80,4 

80 

66,3 

S5,I 

II0,4 

IO0 120 140 

II3,9130,7 

134,6'153,4 

I61,6 

81,71 99,8 

IOI,9 

I28,2 

II7,8 

146 



L ' o x y d a t i o n  t o t a l e  de l i a . c i d e  m a l i q u e  p e u t  s ' é c r i r e  : 

L ' o x y d a t i o n  t o t a l e  de 0 , 0 5  mg d ' a c i d e  m a l i q u e  consom- 

mera i  t t h é o r i q u e m e n t  2 5 , 2  ~ 1  d ' o x y g è n e .  Or, a u  p o i n t  d ' i n f l e x i o n  

de l a  c o u r b e  de r e s p i r a t i o n  ( a p r è s  80 m n  d ' i n c u b a t i o n ) ,  nous 

o b s e r v o n s  une d i f f é r e n c e  de consommation d ' o x y g è n e  d e  2 5 , 3  p l  

a v e c  c e l l e  c o r r e s p o n d a n t  à l a  r e s p i r a t i o n  en p r é s e n c e  de py ru -  

v a t e  à ce même t e m p s .  

Nous pouvons donc c o n c l u r e  que  : 

- 1  ' a c i d e  p y r u v i q u e  p é n è t r e  mal dans  l a  c e l l u l e  à 

des  c o n c e n t r a t i o n s  de 166 pg/ml ( 0 , 5  sig/3 ml de m i l i e u  r é a c -  

t i o n n e l )  mais l e  s y s t è m e  per r ; i éas ique  f o n c t i o n n e  à d e s  concen -  

t r a t i o n s  de 330 pg /ml .  

- l e  q u o t i e n t  r e s p i r a t o i r e  mesuré  s u r  s u b s t r a t  pyru-  

v i q u e  n o u s  démont re  que l a  m o l é c u l e  e s t  t o t a l e m e n t  o x y d é e  en 
l 

e a u  e t  en  d i o x y d e  de c a r b o n e .  

- de même l a  consomnialion d ' o x y g è n e  mesurée  e n  p r e s c n -  

ce  d ' a c i d e  m a l i q u e  r e j o i g n a n t  e x a c t e m e n t  l a  v a l e u r  t h é o r i q u e ,  

nous  pouvons a f f i r m e r  que  c e t  i n t e r m é d i a i r e  e s t  t o t a l e m e n t  oxy-  

d é .  
* 

b .  - - -  r e s p i r a t i o n  s u r  s u c c i n a t e  de sodium 

Les e s s a i s  s o n t  t o u t  d ' a b o r d  r é a l i s é s  s u r  1  mg de s u c -  

c i n a t e  de sodium ( e n  é q u i v a l e n t  a c i d e )  dans  l e s  3 ml du c o n t e -  

n u  de l a  f i o l e  ( 3 3 3  v g / m l ) .  0 n  mesure  p a r a l l è l e m e n t  l a  consom- 

m a t i o n  d ' o x y g è n e  due  à l a  r e s p i r a t i o n  endogène  e t  l a  consomma- 

t i o n  d ' o x y g è n e  en p r é s e n c e  d u  s u b s t r 2 t  ( f i g u r e  1 4 ) .  
Li - 



F i g u r e  14 

R e s p i r a t i o n  de Rhizobium -- me Z i l o t i  e n  présence  de s u c c i n a t ~  d e  

sodium f 3 3 3  ,ug/mZ ) .  

La courbe  de consommation d 'oxygène  n ' e s t  l i n é a i r e  

q u ' e n t r e  60 e t  140 m n .  Le s u b s t r a t  n ' e s t  pas oxyd6 immédia te-  

ment-, ce qui  e s t  en f a v e u r  de l ' i n d u c t i o n  d 'un  système enzyma- 

t i q u e ,  s o i t  de p é n é t r a t i o n  dans l e  cy toplasme (per rnéases) ,  s o i t  

de d é g r a d a t i o n  ou l e s  deux à l a  f o i s .  

La v i t e s s e  d ' o x y d a t i o n  r é g u l i è r e m e n t  d é c r o i s s a n t e  à 

p a r t i r  de 140 mn de c o n t a c t  t r a d u i t  'une i n h i b i t i o n  d u  s y s t è m e  

de d é g r a d a t i o n .  Or l e  pH du m i l i e u  r é a c t i o n n e l ,  a j u s t é  au d é -  

p a r t  à 7 ,à  e s t  p a s s é  en 240 mn à 9 ,2 .  Nous pouvons donc e s p é -  

r e r  o b t e n i r  une courbe  de r e s p i r a t i o n  p l u s  r é g u l i è r e  en  l i m i -  

t a n t  l a  q u a n t i t é  de s u b s t r a t  carboné  à 166 rg/ml e t  en augmen- 

t a n t  l e  pouvo i r  tampon d u  mi l i e u  R N - .  

Nous avons au p r é a l a b l e  v é r i f i é  que l a  f o r c e  i o n i q u e  

du sys t ème  tampon R N -  ne m o d i f i a i t  pas t r o p  l e  métabol i sme de  

Rhizobium m e l i l o t i  en u t i l i s a n t  comme s o u r c e  de ca rbone  l e  

g l u c o s e  ( f i g u r e  1 5 ) .  



F i q u r e  1 5  

R e s p i r a t i o n  de Rhizobium r?eZiZot i  s u r  des  q u a n t i t é s  i d e n t i q u e s  - 
de g l u c o s e  ( I 6 6  pg/mZ) e n  s o i u t i o n  dans : 

A : tampon RN- 

B : tampon RN-  c o n c e n t r é  I , 5  f o i s  

C : tampon RN- c o n c e n t r é  2 f o i s .  

Nous avons donc p u  c o n c e n t r e r  deux f o i s  l e  s y s t è m e  

tampon R N -  pour  l ' é t u d e  de l a  r e s p i r a t i o n  de Rhizobilim m e l i l o t i  

aux dépens*-du  s u c c i n a t e  de sodium.  La courbe  de consomination 

d 'oxygène  ob tenue  e s t  n e t t e m e n t  p l u s  r é g u l i è r e  ( f i g u r e  1 6 ) .  

1 

100 
1 

200 minutes 300 

F i g u r e  I G  - 

R e s p i r a t i o n  de Rhizobium me Z i  Zo t i  s u r  s u c c i n a t e  de sodium - 
1166  f g / m l )  dans l e  tampon RN- c o n c e n t r é  deux f o i s .  



L e  pH d u  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  a j u s t é  à 7  au d é p a r t  n ' e s t  

q u e  d e  8 ,3  .en f i n  de m a n i p u l a t i o n .  Dans ces  c o n d i t i o n s  l a  v i t e s -  

s e  d ' o x y d a t i o n  r e s t e  c o n s t a n t e  a u  c o u r s  du t e m p s  j u s q u ' a u  t e m p s  

2 6 0  mn, a p r è s  l e q u e l  e l l e  r e j o i n t  p r e s q u e  l a  r e s p i r a t i o n  e n d o g è -  

n e .  Le  q u o t i e n t  r e s p i r a t o i r e ,  c a l c u l é  d ' a p r è s  l e s  v a l e u r s  d ' o x y -  

g è n e  consommé e t  de  d i o x y d e  de c a r b o n e  d é g a g é  e s t  de 0 , 8 7 9 .  

T h é o r i q u e m e n t ,  1  ' o x y d a t i o n  t o t a l e  de  1  ' a c i d e  s u c c i  n i -  

. que  p e u t  s ' e x p r i m e r  p a r  l a  r e l a t i o n  : 

s o i t  un q u o t i e n t  r e s p i r a t o i r e  t h é o r i q i i e  de 0 , 8 7 5 .  

Q R  e x p é r i m e n t a l  = 0 ,879  

S i  l ' o n  c o n s i d è r e  q u e  j u s q u ' a u  p o i n t  d ' i n f l e x i o n  de  l a  

c o u r b e ,  t o u t  1 ' o x y g è n e  consommé e s t  u t i l i s é  à 1  ' o x y d a t i o n  t o t a l e  

d u  s u b s t r a t ,  on p e u t  d é d u i r e  q u ' a u  t e m p s  t = 2 6 0  mn, 8 1  % de 

l ' a c i d e  s u c c i n i q u e  e s t  t o t a l e m e n t  o x y d é .  

En  c o n c l u s i o n ,  n o u s  p o u v o n s  d i r e  q u e  l e  s u c c i n a t e  e s t  

u n  b o n  s u b s t r a t  p o u r  K l - r i z o b i u m  m e l i l o t i  . Son u t i  l i s a - L i  o n  a b o u t i t  --- 
à s o n  o x y d a t i o n  c o m p l è t e  e n  d i o x y d e  de c a r b o n e  e t  e n  e a u .  

c .  r e s p i r a t i o n  s u r  d c é t o - g l u t a r a t e  de s o d i u m  - - -  - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - m e - - - - - - - - - - - - -  

Ce s u b s t r a t  e s t  e s s a y é  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  de  3 3 3  p g / n l .  

De l a  même f a ç o n  q u e  p r é c é d e m m e n t ,  on  m e s u r e  p a r a l l è l e m e n t  l a  

c o n s o m m a t i o n  d ' o x y g è n e  d u e  à l a  r e s p i r a t i o n  e n d o g è n e  d e s  c e l l u l e s  

e n  s u s p e n s i o n  d a n s  l e  t a m p o n  R N -  e t  l a  c o n s o m m a t i o n  d ' o x y g è n e  

e n .  p r é s e n c e  du  s u b s t r a t  ( T a b l e a u  1 2 ) .  



Tableau  1 2  : q u a n t i t é  d ' o x y g è n e , e n  p l ,  consommé par R h i z o b i u m  

mé  Z i Z o t i  e n  p r é s e n c e  d f  d c é t o - g l u t a r a t e  de sod ium ( 3 3 3  pg /mZ) .  

Le pH a j u s t é  à 7 , 2  au d é p a r t  e s t  de 7,35 a p r è s  2 4 0  m n .  

Les t aux  de consommation s o n t  p r a t i q u e m e n t  i d e n t i q u e s  en p r é -  

s e n c e  o u  en absence  de s u b s t r a t .  Pour l e s  mêmes r a i s o n s  que 

240 

129 

135 

pour  l e  p y r u v a t e ,  nous avons t e s t é  l a  r e s p i r a t i o n  s u r  ~ c é t o - g l u -  

t a r a t e  de sodium en  p résence  de m a l a t e  de sodium en q u a n t i t é  

d i x  f o i s  moindre que l e  s u b s t r a t  p r inc ipa .1  ( T a b l e a u  1 3 ) .  

200 

I I 3  

I I 5  

Tab leau  13 : q u a n t i t é  d ' o x y g è n e  consommé par R h i z o b i u m  m e l i Z o t i  

s u r  d c é t o - g l u t a r a t e  de sod ium ( 3 3 3  pg/mZ) e t  d ' u n  mélange  

d ' d  c é t o - g l u t a r a t e  de sod ium ( 3 3 3  pg/rnZl e t  de m a l a t e  de  sod ium 

( 3 3 , 3  pg/rnZ). 

220 

120 

124 

IGO 

86 

95 

140 

77 

8 3  

180  

9 8  

IO6 

120 

69 

74 

80  

5 3  

5 3  

60  

44 

45 

- 
Temps  e n  

m n 

R e s p i r a t i o n  

e n d o g è n e  

R e s p i r a t i o n  s u r  

c é t o g l u t a r a t e  

100 

62  

6 4  

u 

20 

23  

16 

40 

32 

2 8  



Dans l e  cas  de l a  r e s p i r a t i o n  en p r é s e n c e  d ' u n  compo- 

s é  en Cq'nous avons une consommation d 'oxygène  p lus  i m p o r t a n t e  

A u  temps t = 160 m n ,  1  ' é c a r t  e s t  de 2 0 , 3  1 .  11 p o u r r a i t  c o r -  r 
r e s p o n d r e  à l ' o x y d a t i o n  d u  m a l a t e  a j o u t é .  

E n  concl  u s i o n ,  nous pouvons d i r e  que 1 ' a c i d e  oc c é t o -  

g l u t a r i q u e  n ' e s t  pas u t i l i s é  p a r  Rhizobium m e l i l o t i .  Or c e t t e  - 
molécu le  e s t  d é c r i  t e  comme é t a n t  1 'accep~teur[4,~1,100]de 1 ' a z o t e  

gazeux p r é a l a b l e m e n t  r é d u i t  en ammoniac p a r  l a  n i t r o g G n a s e [ 7 ,  

69,701 dans l e s  b a c t é r o ï d e s  i s s u s .  des formes b a c i l l a i r e s .  Les 

souches  de Rhizobium d e l v e n t  e t r e  en mesure de s y n t h é t i s e r  à 

p a r t i r  d ' a u t r e s  i n t e r m é d i a i r e s  c e t  a c i d e  & c é t o n i q u e  ma+s n e  pos- 

s é d a n t  l e  sys t ème  perméas ique  a d é q u a t ,  e l l e s  s o n t  i n c a p a b l e s  de 

l ' i n t é g r e r  l o r s q u ' i l  e s t  p r é s e n t  dans l e  m i l i e u  a m b i a n t .  

d .  - - -  r e s p j r a t i o n  - - - - - - - - - - -  s u r  g l y o x v l a t e  - de sodium 

Ce s u b s t r a t  e s t  t e s t é  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de 333  f g / m l .  

La me.sure de l a  consommation d 'oxygène  l o r s  de l a  r e s p i r a t i o n  

endogène  de l a  souche  e t  de l a  consommation d 'oxygène  l o r s  de 

1 ' o x y d a t i o n  d u  s u b s t r a t  permet  1  ' é t a b l i s s e m e n t  des c o u r h e s  de 

l a  f i g u r e  1 7 .  

F i g u r e  1 7  

R e s p i r a t i o n  de R h i z o b i u m  m e l i l o t i  s u r  g l y o x y l a t s  de s o d i u m  
- 

f 7 7 7  r ~ r r / ~ ~ 7  1 2 7 - -  - S . *  
- .  



L ' o x y d a t i o n '  t o t a l e  d u  g l y o x y l a t e  n é c e s s i  t e  une molécu- 

l e  d 'oxygène  p a r  molécule  de s u b s t r a t  : 

C O O H  - C H O  + IO2 ---2CO 4 4  H O 2 2 

ce qu i  donne u n  q u o t i e n t  r e s p i r a t o i r e  t h é o r i q u e  de 0 ,s .  

Or n o t r e  q u o t i e n t  r e s p i r a t o i r e  expérimen.ta1 e s t  de 0 , 7 2  

Q R  e x p é r i m e n t a l  = 0 , 7 2  
a 

Q t h é o r i q u e  = 0 , 5  O 
On p e u t  en coflcl  u re  que l e  glyoxylate e s t  oxydé pour le  

Rhizobium m e l i l o t i  mais s a  d é g r a d a t i o n  n ' e s t  pas complè te  pen- 

d a n t  l e s  temps d ' i n c u b a t i o n  c h o i s i s .  

e .  c o n c l u s i o n  - - - - - - - - - -  

Rhizobium meli l o t i  - possède  u n  p o t e n t i e l  enzymat ique  

s u f f i s a n t  p o u r  oxyder  l e s  s e l s  de sodium des a c i d e s  p y r u v i q u e ,  

m a l i q u e ,  s u c c i  n ique  e t  g l y o x a l  i q u e .  Nous pouvons concl  u re  que 

l e  c y c l e  de Krebs f o n c t i o n n e  t r è s  b i e n  s a n s  p o u v o i r  a f f i r m e r  

que ' le  by-pass  d u  glyoxylate e s t  complet. 

5 )  C r o i s s a n c e  s u r  di f f é r e n t s  i  n te rmédi  a i  r e s  du c y c l e  

de Krebs : 

Les e n r e g i s t r e m e n t s  de l a  c r o i s s a n c e  au biophotomè- 
1 

t r e .  de Bonet ,  Maury e t  Jouan s o n t  expr imés  en p o u r c e n t a g e  de 

1  uini è r e  t r a n s m i s e  par les suspensions bactériennes, l e  100 % de trans- 

mission é t an t  réglé sur chaque milieu au temps t = O de l a  cul ture .  

Ces e n r e g i s t r e m e n t s  p e r m e t t e n t  de v i s u a l i s e r ,  p lus  f a -  

c i l e m e n t  q u ' e n  d e n s i t é  o p t i q u e ,  l e s  phases  de l a t e n c e  e t  l e s  

phases  d ' a c c é l é r a t i o n  p r é c é d a n t  l e s  phases  e x p o n e n t i e l  l o s  de 

c r o i s s a n c e .  



a .  c r o i s s a n c e  s u r  m i l i e u  complet  - -  

Nous c o n s t a t o n s  s u r  l a  f i g u r e  18 que l a  phase  de l a -  

t e n c e  e s t  t r è s  c o u r t e  en p r é s e n c e  de s u c c i n a t e  ou de p y r u v a t e  de 

sodium a l o r s  q u ' e n  p r é s e n c e  de c i t r a t e  de sodium,  e l l e  dure  en-  

v i r o n  1 2  h .  Les phases  d ' a c c é l é r a t i o n  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  p l u s  

r a p i d e s  s u r  c i t r a t e ,  s u c c i n a t e  e t  p y r u v a t e .  

0 -  

E .-__,-.-.-. -.-. succinate 
O .- / _---- pyruvate 
V) c-c- 
V) - citrate 

E 
V) 
s 
lu 
L 
w 

8 
50 - 

100- 1 
1 O 

2 
heures 20 

F i g u r e  18 
-7 

C r o i s s a n c e  de Rhizcb iun l  ?ne Z i  Z o t i  s u r  m i l i e u  RC a d d i t i o n n b  

d ' u n  s u b s t r a t  carboné  à Za c o n c e n t r a t i o n  de I %. 

O n  p e u t  s e  demander s i  l a  phase  de l a t e n c e  en p r é -  

s e n c e  de c i t r a t e  de sodium c o r r e s p o n d  à 1 ' i n d u c t i o n  d ' u n e  p e r -  

méase ou à l ' i n d u c t i o n  d ' u n  sys t ème  enzymat ique  p e r m e t t a n t  l a  

d é g r a d a t i o n  e t  1 ' u t i l i s a t i o n  des  mannanes de l ' e x t r a i t  de l e -  

vu re  contenu dans l e  m i l i e u  R C .  Nous avons donc r é a l i s é  l a  mê- 

me e x p é r i e n c e  s u r  l e  m i l i e u  minimum R .  

b .  c r o i s s a n c e  s u r  m i l i e u  minimum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dans ce n i i l i e u  l a  s o u r c e  d ' a z o t e  n ' e s t  c o n s t i t u é e  

que de n i t r a t e  d'ammoni u m .  Les r é s u l t a t s  s o n t  r e p r é s e n t é s  sui- 

l a  f i g u r e  1 9 .  



Succ inate 

1 .  
1 G 
d 

heures 20 

F i g u r e  1 9  

C r o i s s a n c e  de R h i z o b i u m  m e Z i Z o t i  s u r  m i l i e u  minimum R  a d d i t i o n -  

n é  d ' u n  s u b s t r a t  carboné  à Za c o n c e n t r a t i o n  de I %. 

Nous ob tenons  l a  même image d ' e n s e m b l e .  La phase  de l a -  

t e n c e  en p r é s e n c e  de c i t r a t e  de sodiurii c o r r e s p o n d  doilc à ! ' i n d u c  

t i o n  d ' u n  sys tème de p é n é t ~ a t i o n  ou de d é g r a d a t i o n  de c e t t e  mo- 

l é c u l e .  

Les t r o i s  s u b s t r a t s ,  c h o i s i s  parmi l e s  i n t e r m é d i a i r e s  

d u  c y c l e  de Krebs peuvent  donc ê t r e  u t i l i s é s  pour  l a  c r o i s s a n c e  

de Rhizobium M e l i l o t i .  

C - C O N C L U S I O N  
- - - - - - - - - -  ----------  

Nous c o n s t a t o n s  que : 

- d ' u n e  p a r t ,  Rhizobium m e l i l o t i  e s t  i n c a p a b l e  de r é a -  

l i s e r  l a  f e r m e n t a t i o n  a c i d e  d ' o s e s  s i m p l e s ,  t e l s  l e  g l u c o s e  e t  

l e  f r u c t o s e .  L ' a c i  di f i c a t i o n  des mi l i e u x  r é a c t i o n n e l s  l o r s  de 

s a  c u l t u r e  ou de s a  r e s p i r a t i o n  en sys t èmes  non p r o l i f é r a n t s  à 

p a r t i r  de g l u c o s e  e s t  dépenda.nte de l a  p r é s e n c e  d ' o x y g è n e .  



- d ' a u t r e  p a r t ,  Rhizobium m e l i l o t i  possède  t o u t  l e  - - 
p o t e n t i e l  enzymat ique  n é c e s s a i r e  à l a  d é g r a d a t i o n  d e s  s u b s t r a t s  

d u  métabol i sme i n t e r m é d i a i r e  o x y d a t i f .  11 n ' e s t  d é f i c i e n t  q u ' a u  

ni veau de c e r t a i n e s  perméases .  

Le c y c l e  de Krebs p e u t  donc f o n c t i o n n e r  normalement 

chez - Rhizobium m e l i l o t i ,  complé té  p e u t - ê t r e  p a r  l e  by -pass  du 

g l y o x y l a t e .  



I D E N T I F I C A T I O N  D E  L A  F R A C T I O N  A C I D E  

S ' A C C U M U L A N T  E N  P R E S E N C E  D E  G L U C O S E  



I V  I D E N T I F I C A T I O N  D E  L A  F R A C T I O N  

A C I D E  S ' A C C U M U L A N T  E N  P R E S E N C E  D E  

G L U C O S E  

Rhizobium me1 i l o t i  possède donc un cycle de Krebs fonctionnel. Or 

en présence de glucose, i l  accumule dans son milieu de suspension u n  ou pl u- 

s ieurs  acides, dont l a  présence se t radui t  par une baisse de pH. Celle-ci e s t  

néfaste à 1 ' a c t iv i t é  du complexe enzymatique nécessaire à 1 a synthèse du po- 

lyoside [ i c s ] .  Ainsi l e  glucose inhiberait  l a  formation du mucus non pas par 

sa seule présence mais par 1 'accumulation d ' u n  de ses produits de dégradation 

11 semble à prior i  que ce ou ces produits soient des intermédiaires se  trouvani 

en aval du cycle de Krebs, donc d u  pyruvate, e t  dort 1 ' appaini t i  on résui terai  t 

s o i t  de 1 ' iriexistence d'un enzyme sur l a  chaine métabolique, s c i t  de son mnu- 

vais fonctionnement. 

Il convient donc d ' i den t i f i e r  ce t te  fraction acide pour inieiix coin.- 

prendre l e  m6cat;isme d 'u t i l  isat ion d u  glucose par Rhizohiuni - rnel i l o t i  - . 

1) Préparation e t  Purification de l a  fraction acide 

a. prékaration de la  fraction acide : -- ............................ 
Nous remarquons que l e  pH descend plus rapidement dans l e s  systèmes 

ce1 lu la i  res non pro1 i férants  comparés aux cultures sur mi 1 ieu complet. La 1 i -  

bération de produits acides y e s t  donc plus rapide, vraisemblablement à Caus2 

de l a  densité importante de ce l lu les  dès l e  début d'incubation. 

Nous réalisons donc une culture de Rhizobium me1 i l o t i  sur  deux l i t r e s  

de milieu RC glucosé à 1 % durant 16 heures à 30" C sous agitation moyenne. 

Les ce1 Iules ,  centrifugées e t  lavées deux fo i s  dans l e  tampon R N - ,  sont mises 



à nouveau en suspension dans un l i t r e  de milieu RN- glucosé à 1 %. La concen- 
9 t ra t ion  ce l lu la i re  e s t  de 3.10 bactéries/ml. Ces ce l lu les  é tan t  incubées à 

30' C sous ag i ta t ion  moyenne, nous contrôlons l a  l ibération de produits acides 

par l a  mesure régulière du pH du milieu (tableau 14).  

Temps d'incubation 

9 TABLEAU 14 : Euolukian du pH d'une bunpei?nion cdluRcWte de- 3.10 baotém'enliill 

~ W L  niLieu RN- gRuc.aa& à 7 %, e,t incubC ù 30" COLLA agLtafiarz moyenne. 

Après 116 heures d'incubation, les cel lules  sont éliminées par cen- 

tr ifugation à 16 300 g pendant 20 minutes. Le surnageant limpide contient 

l a  t o t a l i t é  de l a  fraction acide. 

b. eurif icat ion ................................ de l a  fraction acide : 

Le surnageant contient a lors  en solution : 

- l e s  composants du tampon RN- : KH2P04 1 MgS04, 7 H20 

- l e  polyoside synthétisé aux dépens de l a  source de carbone 

- l e  glucose en excès 

- l e s  produits de catabolisme dont l a  fraction acide. 

a, El iinination du polyoside 

Le polyoside e s t  relargué par 1 'addition de 3 volumes d'éthanol e t  

une pincée d 'acétate  de sodium. La précipitation e s t  poursuivie une nuit à 



+ 4" C. La majorité des f ibres  formées e s t  éliminée à l a  baguette de verre,  l e  

res te  1 'é tant  par f i  1 t ra t ion  sur papier. L'ensemble du préci pité e s t  regroupé 

e t  dissout dans l 'eau d i s t i l l é e .  

. pH eau d i s t i l l é e  : 5,7 

. pH solution aqueuse polyoside : 5,45 

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

produits acides. 

L'ensemble de l a  phase liquide e s t  concentré 12 fo is  à 1 'évaporateur 

r o t a t i f  sous vide, type Büchi à 30" C.  

L'al cool éthylique e s t  ainsi  totalenlent éliminé ainsi qu' une par t ie  

de l a  phase aqueuse. 

B-~ l imina t ion  des ions phosphates 

L'étude de l a  nature des produits acides 1ibér6s fa i sant  appel à 

des techniqcies de chromatographie sur papier, lù  suppreçs-ion des ions phoçpha-  

t e s  e s t  necessaire pour év i t e r  l e s  phénomènes de trainées.  

Les ions phosphates sont éliminés de l a  phase liquide sous forr~iç! 

de se l s  ammoniacaux magnesiens qui précipitent à chaud : 

Pour ne pas se trouver en excès d' ions magnésium nous tenons compt~ 

de ceux déjà présents dans l e  milieu au départ. Nous obtenons finalement une 

solution purif iée  ne contenant plus que l e  glucose en excès e t  l e s  produits de 

ca tabol i sme. 

2 )  Méthodes d ' ident i f ica t ion  : 

L'emploi des techniques de séparations électrophorétique e t  chroma- 

tographique des coniposés de cet te  solution a abouti à 1 ' ident i f ica t ion  d'une 

substance dont le  comportement e s t  identique à celui de 1 'acide 2 céto-gluco- 

nique. Nous avons ve r i f i é  1 ' i den t i t é  de cet te  substance par l a  fabr-ication des 



dérivés du  type hydrazones, méthylesters e t  quinoxalinols. 

. a. _ _  séearation __.-____________ électroehorétigug _----- : 

Nous avons u t i l i s é  1 'électrophorèse de zone à basse tension 

(400 Volts) dans un appareil en t o i t  du type DURRUM [33]. Le papier Whatman 3 

e s t  choisi pour sa résistance mécanique. 

L '  i denti f i  cation de 1 a fraction aci de s 'accumulant 1 ors d u  me- 

tabol isme intermédiai re e s t  réal isée dans différents  systèmes tampons : 

- tampon de Mi ch1 [96] 

Pyri di ne 3 m 1 

Aci de acétique 1 O "11 1 ph 3 3  

Eag d i s t i l l é e  400 ml 

- tampon de Waugh e t  Larsen [ 51 ]  

Borate de sodiun 0,01 M 

(Borax) 1 pEl 9 , 2  

CaC1 0,005 M ) 
- tsmpon VéronallEDTk 

Véronal de sodium 12,37 g 

EDTA,  sel de sodium 

E a u d i s t i l l e e  QSP1000  m l )  

Les temps de migration son tva r i ab le s  e t  sont respectivement 

de 15 heures, 7 heures 30 e t  6 heures. 

Deux types de révélateurs sont ernployés : 

- l e  vert  de bro~iiocrésol dont la  zone de virage du jaune au b l e i  

se s i tue  de pH 3,8 â 5,4. Bien connu des auteurs pour l a  révélation des acides 

[28,87,97,98] , i l  e s t  soli ibil isé dans 1 'éthanol à 9 5 O  à la concentration 

de 0 , l  %. Sa pulvérisation sur  l e s  électrophor~grammes séchés à l a  température 

ambiante sous hotte ventilée la i sse  apparaltre l e s  acides en jaune sur fond 

ver t .  Le contraste peut ê t r e  amélioré selon BRYANT e t  OVERELL [14]  eri ajoutant 

au réac t i f  un peu d'ammoniaque concentrée. Flous avons préféré comme LATURAZE 

[BI] placer nos feuil  l es  quelques secondes dans les  vapeurs d i  ammoni ac. Les 



acides apparaissent a lors  jaune sur  fond bleu intense. 

- 1 'oxal ate- d '  ani 1 i ne [107] pour mettre en évidence 1 e s  acides 

2 céto-gl uconique e t  5 céto-gluconique. Après pu1 vérisation du r é a c t i f ,  l e  

passage de 1 a feuil l e  à 1 'étuve à 105" C durant; 20 Inn l e s  f a i t  apparaltre 

respectivement rose e t  jaune sur fond blanc. Pour cet te  révélation, 1 'él  imi- 

nation des ions boratés du  tampon de Haugh e t  Larsen [51]est nécessaire ; 

e l l e  e s t  effectuée par pulvérisation de méthanol acétique [99]. 

b. s é p r a t i o n  -- --.,.------------- chromatographtiqyg : 

Nous faisons appel i deux types de séparation chromatographique 

- chromatographie de partage descendante sur  papier 

- chromatographie d'adsorption ascendante su r  gel de s i l i c e .  

d, l a  chromatographie de partage sur  papier 

Notre choix du papier Whatrnan n o  3 e s t b a s é  sur l a  qua7 i t é  de 

sa texture,  granuleuse e t  à f ibres  peu serrées ,  qui permet une vitesse rapide 

d'écoulement du solvant tout  en conservant u n  taux de résolution s u f f - i s a n t .  

Trois systèmes solvants organiques acides sont enplogéç : 

[107](1) - Butanol / Acide Acétique / Eau 4/1/5 v /  

[al] (2)  - Butanol / Acide Formique / Eau 7/3/12 v/ 

[92] (3)  - Propanol / bkthyl benzoate / Acide formique / Eau 7/3/2/5 V/  

La préparation des solvants se f a i t  dans une ampoule de 

décantation. Vingt quatre heures de repos aux mélanges (1) e t  (2) sont nécessai 

res à l a  séparation net te  des phases aqueuses inférieures servant à saturer  

1 'atmosphère de 1 a cuve e t  des phases organiques supérieures u t i l  i sées à 1 a 

séparation des constituants de notre solution purifiée.  Pour l e  mélange (3)  i l  

fau t  attendre au minimum 4 jours pour avoir une séparation nette des deux 

phases. 
A- 

Les tnigrations se poursuivent respectivement durant 15 heures I 

17 heures e t  15 heures. Les révélations se font par 1 'oxalate d 'an i l ine  sur l e s  

feui 1 l e s  préal ablement séchées sous hotte venti 1 ée. Nous remarquons à ce 



propos que l 'él imination de 1 'acide formique e s t  plus aisée que ce l l e  de 

l ' ac ide  acétique. 

l a  chromatographie d'adsorption sur gel de s i l i c e  

Le gel de s i l i c e  e s t  coulé en couche mince (0,25 mm d 'épais- 

seur) sur  plaque de verre 20 x 20 cm. 

La séparation se réal ise  en chambre saturee durant 4 heures 3 

au cours de l a  migration du solvant prsconisé par CHEFTEL e t  co l l .  [i 81 : 

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

La révélation e s t  f a i t e  par 1 'oxalate d'an i l  ine après rilchiiçe 

de l a  plaque sous courant d ' a i r  f roid.  

c. ......................... fabrication des dérivés 2,4 -----.---- di ni t.rophénylSydrazones -------- : --- 
Les mcthodes précédentes nous 1 ai ssent silpposer 1 a présence 

d'acide carboxylique d -cétonique dans notre solution puri f iée .  Or 1 a csracté- 

r isat ion des composés carbonylés, aldéhydes ou cétones, peut ê t r e  résolue par 

1 ' idetiti f i  cation des hydrazones qui leur  corresponderit. 

2,4 dinitrophenylhydrazine 2,4 dini trophénylhydrazone 

= 2,4 DNPH 

, Nous avons u t i l i s é  l a  2,4 dinitrophénylhydrazine en solution 

dans l ' ac ide  chlorhydrique comme l e  conseille ALLEN [II. 
La technique classique de condensation à chaud ne peut pas être 

employée afin d ' év i t e r  1 'oxydation éventuelle des oc -hydroxycétones. De ce 

f a i t  nous avons préféré l a  méthode à froid décrite par SELIGSON e t  S H A P I R ~ [ I I ~ ]  

pour 1 ' ident i f icat ion des acides CA. -cétoniques dans les  liquides biclogiques : 

urine e t  sang. 
i. 

La condensation du réac t i f  e t  du substrat  s e  f a i t  par contact à 

1 a température ambiante durant 30 nin. Le dérive 2-4 dini trophényl hydrazone 

formé. e s t  purif ié  par extractions successives dans ies  solutions chloroforme / 



Ethanol (C2H50H à 20 % dans CHC1 3)  e t  carbonate de sodium (solution aqueuse 

Na2C03 1 , O N ) .  I l  e s t  obtenu finalement sous forme de précipi té  après avoir é t é  

séché en courant d ' a i r  sec f i l t r é ,  

Dissout à nouveau dans u n  tampon glycocolle / NaOH 0,IK à pH 7,4, 

i l  e s t  chromatographié sur papier Whatman 3 t r a i t é  au préalable par ce même 

tampon pu1 véri sé.  Le système sol vant de CAVELL1 NI [1 i]do.nne des spots. qu'i ne 

sont pas toujours nets. Aussi nous lu i  préférons l e  système de HARWARY e t  

T H O ~ ? P S O N [ ~ O ]  : Butanol / Ethanol / Ammoniaque O,5N 7/1/2 v / v .  

Nous avons t r a i t é  de ce t te  n~anière 1 'acide pyruvique, 1 'acide 2 

céto-gluconique, I ' acide 5 céto-gluconique, 1 'acide g-cétogl utarique e t  notre 

sol ution puri f iée .  

d.  -----------------------.----- fabr ica t io i~  des dérivés rnéthyl-estei-s : 

L'es té r i f ica t ion  des fonctions hydroxy- par un groupement méthyi 

e s t  1 ' u n  des rnayens u t i l i s é s  pour s tabi l isei* les  rnolecules d'acides organiques 

hydroxylés e t  permet ainsi l a  mesure de leurs  points de fusion. Nous en devons 

l e  mode opératoire à FOURNET." 

Le réact i f  d1es t6r i f ica t ion  e s t  l e  n16thanol anhydre (récemment d i s l . i ?  

16) dans lequel on f a i t  bu1 l e r  1 'acide ch-lorhydrique gazeux jusqu'à 1 a concen- 

t ra t ion  f ina le  de 0,5N. 

La réaction se f a i t  en tube fermé hermétiquement à 80" C durant 

2 heures, à raison de 10 mg de produit à methyler'pour 5 m l  de méthanol chlorhy 

drique. La solution e s t  ensuite évaporée à sec sous courant d ' a i r  f i l t r é .  

Le résidu e s t  lavé par 5 ml d ' u n  mélange méthanol / acétone 50JSû 

e t  à nouveau séché. La c r i s t a l l i s a t ion  se poursuit pendant 48 heures à p a r t i r  

du di oxanne [iio] . 
La réaction e s t  f a i t e  sur un témoin 2 cétogluconate de calcium e t  sur 

i a h e  de' Chimie BiolagLque de & ' U d v e a a é  d a  S c i e n c ~  eX d u  Techeyupn de 



l a  fraction acide, préparée à p a r t i r  de notre solution purifiée par électrophos 

rèse préparative en tampon de MICHL. La bande de papier correspondant à l a  frac 

t ion acide e s t ' é luée  par l 'eau d i s t i l l é e  e t  concentrée par évaporation sous vid 

e .  formation ..................... de dérivés guinoxalinols : 

L'orthophényl ène diamine (1,2 di amTno benzene) réagi t  avec les  

acides c< -cétoniques pour former des qui noxal in01 s [54,55,101,115] : 

ortho-phényl ène acide oc 
di ami ne cétonique 

2 hydroxyqui noxa 1 i ne 
= qui noxal i no1 

Les avantages de ces dérivés comparés à ceux des 2,4 dinitrcphé- 

nylhydrazones sont leur  plus haute spéc i f ic i té  pour l a  fonctio!? &-cétonique 

e t  leur  s t a b i l i t é  plus grande. 

Nous avons u t i l i s é  1 a méthode décrite par LANNINC e t  C O H E N  [GO] 

pour la  détection e t  l e  dosage des acides 2 céto-hexoniques : 

- 1 ml d 'orthophényî ène-di ami ne, préparée extemporanéinent6 

raison de 15 mg/ml en solution aqueuse d'HC1 0,25 N ,  e s t  ajoutée à une solu- 

t ion contenant de 10 1 100 p g  d'acide 2 céto-hexonique. 

porté au bain-marie bouillant dukant 30 minutes, l e  mélange 

e s t  refroidi lentement à la température du laboratoire.  

- l a  densité optique e s t  mesurée en cuve de quartz dans 1 'U.V 

proche : 330 e t  360 nm. 

Le rapport de 1 a densité optique à 330 nrn e t  de ce1 l e  lue à 

360 nm e s t  de 1,51 5 0,07 pour les  solutions contenant des acides 2 céto- 

hexoniques Cao]. 

Les spectres d'absorption de l 'orthophényl ène di amine e t  des 

dérivés quinoxalinols sont vér if iés  sur  çpectrophotonètre U.V. Unicam SP 800 

à défi lement automatique des 1 ongueurs d'onde. 



Comme pour 1 a fabrication des dérivés méthyls-esters l a  réaction 

e s t  f a i t e  s u r  u n  échantillon d'acide 2 céto-gluconique commercial e t  sur 

notre fract ion.  acide préparée comme i l  e s t  décr i t  précédemment pour la  fa- 

brication des dérivés méthyl-esters. 

B - RESULTATS 
--------- - --- --- -- 

1) Mi se en évidence d 'une substance à comportement él ectrophorëtique - 
e t  chromotographique identique à ce1 ui de 1 'acide 2 céto-gl uconique - -- 

a. elic$roph~t-$sg?i 

Nous avons t o u t  d'abord coniparé, dans l e  tampon d? MICHL, l a  

mobilité des constituants sépayés à p a r t i r  de notre solution purif iée  par 

rapport à toute une s é r i e  d'acides du mëtabolistne intermédiaire. Les coeffi- 

c ients  de migration de chacun d'entre eux sont calculés pour chaque systèn.ie 

de separation en fonction de l a  substance l a  plus mobile dans l e  systèine 

(tableau 15). 

Intermédi ai res téii?oins 

Ac. pyruvique 
Ac. oC céto-glutarique 

Ac. glyoxalique 
Ac. c i t r ique 
Ac. 2 céto-gl uconi que 

Ac. 5 céto-gluconique 
Ac. gl uconi que 

Ac. succi ni que 
Ac. ascorbique 
G1 ucose 

Coeffi cïcnts de migration 

TABLEAU 15 : Caeddi&en& de rnigtrcdia!~ de. dLddé/tena inteaméclicLi/ren ~ ( I ~ L I ,  dci 



La solution purifiée se sépare en deux constituants seulement : 

- l 'un possède u n  coeff ic ient  de migration de 0,28, identique à 

celui du  glucose témoin e t  qui ne se révèle qu'à l 'oxa la te  d 'an i l ine .  I l  

s ' a g i t  du glucose en excès dans l e  mi l ieu  de non prol i férat ion que nous 

retrouverons à chaque foi S .  

- l ' a u t r e  beaucoup plus acide possède un coefficient de migration 

par rapport à 1 'acide pyruvique de 0,66, coefficient correspondant à l ' a c i -  

de 2 céto-gluconique. Ce constituant e s t  appelé fraction acide ( F . A . )  de 

notre solution purifiée e t  ce pour toute la su i t e  de nos manipulations. 

Nous avons voulu vér i f ie r  1 ' i den t i t é  des coefficients de migration 

de 1 'acide 2 céto-gluconique témoin e t  de notre fraction acide dans deux 

systènies tampons basiques d o n t  l 'un à base de borate de sodium, peut modi- 

f i e r  considérablement les  caractères de mobilite des constituants possGdant 

des fonctions hydroxy en O( (tableau 16). 

--- 

Ac. 2 céto-gluconi- 

Ac. 5 céto-gluconi- 

Fraction acide 

TABLEAU 16 : Vdewtn d a  caeddicienfi dc mighdan  de &a dttackicjn adde  e x  

de cfiddénem Xérnaiizn t a u  d '  ile&uphok&a d a a  : 

- Le Xumpon de ffAUGH ex LARSEN pH 9 , 2  : 400 V 7,s h 



Lors de 1 ' uti  1 i  s a t i  on du g1 ucose par Rhizobium mel i l o t i  , la frac- 

tion acide qui s'accumule ne semble ê t r e  constituée que d ' u n  seul produit 

dont la  mobilité dans un champ électrique e s t  identique à celle de 1 'aci-  

de 2 céto-gluconique. 

b. chromatographies -------- - - - - : 

La présence soupçonnée d'acides organiques dans notre solu- 

t ion purifiee à analyser nous a amenés à évi te r  1 'emploi de solvants ot-gani- 

ques neutres. E n  e f f e t ,  les acides organiques sont plus ou moins ionisés er! 

fonction du  pH. Dans les  solvants neutres, i l s  se chrornatoyraphient mal cai- 

la forme ionisée à un Rf supérieur à celui de la molécule non  dissociée.  

L'emploi de t e l s  systèmes solvants f a i t  migrer les  acides sous forme de 

t rainées,  t rès  çênantes, ainsi que 1 'ont  montre LUGG e t  O V E R E L i [ 8 6 ) .  

Nous avons donc u t i l i s é  des solvants organiques acides qui 

permettent non seulement la migration régulière des constituants acides mais 

aussi suppriniont les  e f f e t s  d'adsorption sur l e  papier. Pour la chromatogra- 

phie sur couche mince nous avons chois-i u n  système solvant basique (tableau 17) 

TABLEAU 17 : V a l e m  den caed~i&az& de rnignatLon .te.RuXive Lou d a  chho- 

matogttaphiu d ~ h  ce.r~d~1n-t~ AWL paj3Aa ( 1 , 2  ) eA an cendanXe nwc 

couche nunce ( 3 )  



La chromatographie confi rme 1 ' i den t i t é  de comportement de 

notre fraction acide avec . le  témoin 2 céto-gluconique. Or MACEK e t  col 1 .[92] 

ont publié l a  valeur des coefficients de migration d'un grand nombre d 'aci-  

des organiques cétoniques obtenus lors  de l a  séparation chromatographique 

sur  papier dans l e  système solvant suivant : 

Propanol / Méthyl benzoate / Acide Formique / Eau 

7 / 3 / 2 / 5  v / v.  

Nous avons renouvelé 1 'expérience e t  avons voulu comparer 

l e s  valeurs des coefficients de migration de nos substances avec ce l les  

déjà connues (tableau 18). 

Fraction Acide - 0,78 O ,  79 

TABLEAU - 18 : VaReuhcl d u  caedl).icieuttn de nigmAiovr d ' a c i d a  cZ;toniquch Lota 

de lem c!zhumatugtiap~e 6uh (U!zaZrnan duiln Le bgbtCme boLvcuzA 

de MACEK eA TAPRA. 

Nous remarquons que dans ce t  autre système solvant, notre 

f rac t ion  acide s ' i d e n t i f i e  à nouveau à l ' ac ide  2 céto-gluconique mais les  

coefficients de migration mesurés ne correspondent pas à ceux précédemment 

décr i t s  par MACEK e t  TADRA. Comment peut-on expliquer cet  écar t  ? I l  faut 

rappeler que lo r s  de l a  préparation du système solvant en f i o l e  à décanter, 

i l  fau t  attendre au minimum 4 jours pour avoir une séparation nette des deux 

phases. De plus l a  phase organique de migration se  sépare t r è s  facilement. La 

température doi t  in f luer  considérablement sur la  composition respective des 



phases aqueuse e t  organique. 11 e s t  f o r t  probable que nous n'avons pas t r a -  

v a i l l é  dans l e s  mêmes cond i t i ons  que tilACEK e t  TADRA, ce qu i  exp l i que  c e t t e  

légère  d i  f e r e n c e  dans l e s  r e s u l  t a t s .  

En conclus ion,  1 'analyse de 1  a  m o b i l i t é  de no t re  f r a c t i o n  

acide dans d i f f é r e n t e s  cond i t i ons  de séparat ions chromatographique ou é lec -  

t rophoré t i que  permet de 1  ' i d e n t i f i e r  à ce1 l e  de 1  'ac ide 2 céto-gluconique. ' 

Sa na tu re  chimique ne peut  ê t r e  confirmée qu'en u t i l i s a n t  d 'au t res  moyens 

d ' i d e n t i f i c a t i o n  beaucoup p l u s  spéc i f iques  c h o i s i s  en f o n c t i o n  des p r o p r i e t é s  

de l a  molécule. 

2) I d e n t i f i c a t i o n  de l a  2-4 d i n i  t rophényl  hydrazone de 1  ' ac ide  

2 céto-gluconique -- 

L ' a p p l i c a t i o n  de 1 a  technique de fo rmat ion  des 2-4 d i n i  t rophény l  hy-  

drazones de SELIGSON e t  SHAPIRO à nos térnoins céto-acides e t  à n o t r e  ~ 0 1 ~ -  

t i o n  p u r i f i é e  nous condu i t  à 1  ' ob ten t i on  de quan t i t és  p l u s  ou moins impor- 

t an tes  d~ rés idus  secs qu i  r e p r i s  par  un tampon g l y c o c o l l e  / NaOH sont  chro- 

matographies dans l e  système de HARWARY e t  THOMPSON ( tab leau  19). 

des témoins 

Ac. cé to -g lu ta r i que  

TABLEAU 19 : Rd den  dZhivi i6  2 -4  ~~uLiSrophény.thydtLuzona duna la 6ybZèmen - 
boRvana3 d e  : 

I - HARWARY et T H Ù h i P S Ù N  [50] : v d e m  cxpé~rna i tXa~&.  

2 - C A V A L L I N I  e;t COU. [ i 7 ]  : v d e m  p u b l X Z a .  

Le système so l van t  de CAVALLINI e s t  t r è s  v o i s i n  dans sa composi t ion 

de ce1 u i  que nous avons u t i l i s é .  Nous constatons que l e  rappor t  des va leurs  

R f  des dér ivés  de 1 'ac ide pyruv ique e t  de l ' a c i d e  ~ c é t o g l u t a r i q u e  e s t  du 



même ordre que celui des Rf publiés par C A V A L L I N I .  

Par contre 1 'observation directe de notre chromatogramme ne révèle 

pas 1 'existence de 2-4 di ni trophényl hydrazones des acides 2 e t  5 céto-gl uconiq 

témoins e t  de 1 a solution purifiée.  Certains auteurs conseil lent l a  pulvérisa- 

t ion directe sur l e  papier de soude normale qui donne aux tâches de 2-4 DN 

P-hydrazones une coloration rouge fugace. L 'u t i l i sa t ion  d'un te l  procédé n ' a  

pas donné de meil leurs  résul ta ts .  

Or 1 a s t ructure même des molécules d'acide céto-gl uconique nous assu- 

re de l a  poss ib i l i té  de formation de dérivés 2-4 DN P-hydi-azones. Nous pouvons 

penser que ceux-ci se foi-ment lors  du  contact avec l e  réac t i f  mais ne sont pas  

e x t r a i t s  par 1 ' u t i l i s a t ion  successive des solutions chloroforme / éthanol e t  

carbonate de sodium. Le caractère hydrophile qui leur  e s t  donné par 1 'exis- 

tence de nombreuses fonctions hydroxy- ne permet peut-être pas l eu r  passage 

dans l a  phase organique. 

Nous avons donc essayé de préparer nos dérivés de condensation en 

suivant la  même méthode mais en augmentant le temps de contact avec le réac- 

t i f  (24 heures). Nous avons çuppririié les  étapes de purificat.ion en t r a i t a n t  

di rectement l e  milieu réactionnel en chromatographie sur papier. Nous avons 

au préalable éliminé 1 'acide chlorhydrique qu ' i l  contenait par sa d i s t l l  la- 

t i on  sous cloche à vide en présence de pas t i l les  de soude puis décanté l a  

phase so l i  de constituée de réacti f cri s t a l l  i sé. . 
Nous avons appliqué ce traitement non seulement à notre solution 

purif iée  contenant encore des résidus de glucose non dégradés lors  de l ' i n -  

cubation des ce1 lules mais aussi à une solution d'acide 2 céto-gluconique 

témoin e t  à une solution de glucose témoin, 

Si 1 'on prend arbitrairement égal à 1 l e  co2fficicnt de migration 

de l a  substance la  plus mobile dans l e  systèine (2-4 D N P H )  , on peut calculer 

l e s  valeurs des coeff ic ients  de migration des autres  dérivés (tableau 20) .  



TABLEAU 20 : V a l e m  den c a e ~ ~ i c i c ? &  de nugtrdan de &a 2 - 4  PNPH et de.h 

di~détreuttea 2 - 4  DNP h y d m z u n a  d m  Le byatEme boLvant dg 

Substances témoins 

2-4 DNPH ( 2  spots)  

2-4 DNP-hydrazone du 
gl ucose 

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

La chromatographie de la  solution purifiée t r a i t é e  avec l a  2-4 

D N P H  donne l i eu  à l a  séparation de quatre tâches : 

- deux correspondant à l a  2-4 DNPH en exces. 

- une d o n t  l e  coefficient de migration de 0,51 1 ' i den t i f i e  a l a  

2-4 DNPH du glucose. 

- une autre dont l e  coefficient de migration de 0,26 1 ' i d e n t i f i e  

à l a  2-4 DNPH de l ' a c ide  2 céto-gluconique. 

Points de fusion des dérivés méthyl-esters de 1 'acide 2 -- ceto- 

Coefficients de migration 

1 
O ,89 

O ,57 

O $25 

gluconique e t  de notre fraction acide 

I 

La fabrication des dérj vés méthyl-esters 'à partit- d u  2 céto-gluco- 

nate de calcium ( M E R C K )  aboutit  à l a  formation de p e t i t s  cristaux blancs 

a lors  que pour notre fraction acide nous obtenons u n  résidu verdâtre. 

Les points de fusion mesurés dans un  tube capi l la i re  immergé dans 

u n  bain d 'hui le  the r~orégu lé  (BUCHI) sont rapportés dans l e  tableau 2 1 .  



TABLEAU 21 : V d e u m  d a  pointh de bahon,  en degni? c&iu,b, maméa en 

;tube capiAY&e irnnletgé d m  un bain d ' h d e  themukEgLLeE, 

Plusieurs observations sont à fa i re  à propos de ce t te  manipulation : 

- l a  c r i s t a l l i s a t ion  à p a r t i r  d u  dioxanne e s t  d i f f i c i l e .  Les rési-  

dus obtenus n'ont pas une s t r u c t u ~ e  régulière. Pour notre fraction acide, la  

couleur verdâtre t radui t  peut-être une décomposition part ie l  le de 1 a mo-/écule. 

I l  faut s ignaler  que déjà au départ 1 'élution de l a  f ract ion -acide à par t i r  

de 1 'électrophorèse préparati ve , concentrCesous vi de, donne 1 'apparence d ' v n  

s i rop brunâtre. 

Valeurs expérirnentales 

143- 5 

162- 5 

Dérivés méthyl-esters de 

Ac. 2 céto-g1 uconique 
Fraction aci de 

- l e s  valeurs des points de fusion indiqués dans l e  tableau corres- 

pondent non pas à une liquéfaction rapide des residus mais à leur changement 

Valeur théorique 

175-6 

d ' é t a t  : en e f f e t ,  dans les  zones de température rapportëes, nons observons 

un moussage du produit,dû peut-être à une ébul l i t ion ,  e t  un passage rapide 

à l a  couleur brune intense,dû peut-être à une cuisson. 

11 ne semble donc pas que 1 'acide 2 céto-gluconique s o i t  suffisarn- 

ment s table  pour subir u n  t e l  traitement. Il fau t  .sou1 igner que REGNA e t  

CALDClELL [IIO] ont mesuré l e  point de fusion du dérivé méthyl-ester de 1 'acide 

2 céto-gl uconique après 1 'avoir fabriqué par déshydrogénation chimi que de 

l a  D gl ucono- 8 lactone en présence de méthanol e t  d'acide phosphorique. 

Cette méthode basée sur l a  mesure des points de fusion des dérivés 

méthyl - es t e r s  n ' e s t  donc pas u t i l i s ab le  pour iden t i f i e r  notre fract ion aci- 

de. 

4)  Formation des quinoxalinals : 



Nous avons d'abord vér i f ié  les  spectres d'adsorption de 1 'orthophé- 

nylène di amine di hydrochlorée e t  de son produit de condensation avec 1 'acide 

2 céto-gluconique, sous forme de sel  de calcium : l e  2 - hydroxy,3-tétrahydro- 

xybutyl qui noxal i ne. 

è - OH 
1 1000 c CHOH 

H - C - O H  I 
I CHOH 
CH20H CH20H I 

orthophényl ène Aci de 2 céto 
di ami ne gl uconi que 

2- hydroxy, 3 -tetrahydroxybutyl 
qui noxal i ne 

FIGURE 20 

SpecLtG d l  CL& o~zIpLion de L ' o~hophénylane dicimine d.ihy&ocidunc?é ( A )  e,t de 

aon p m d &  de conder~ation avec l ' a c i d e  2 cc?to-glucoutique ( 8 )  

Le maximum d'adsorption d ü  réac t i f  se s i tue  à 280 nm a lors  que 

pour l e s  quinoxalinols i l  e s t  déplace à 330 nm quelque s o i t  l a  nature du 

résidu carboné substi tué sur  l e  noyau arornatique[80] . Ces r é su l t a t s  ont déjà 

é t é  rapportés par KUHN e t  BAR[77]. 



Les spectres ne se recouvrant nullement, i l  e s t  donc possible de 

mesurer 1 'apparition du qui noxal in01 à 330 n m  en présence d' u n  excès d' ortho- 

phényl ène di ami ne sans recouri r au préal able à 1 eur séparation. 

Les mesures d'adsorption à 330 nm e t  à 360 nm sont réalisées en 

même temps sur  un échantillon de 2 céto-gluconate de calcium commercial e t  

sur un échanéil lon de notre fraction acide t r a i t é s  tous deux par 1 brthophény- 

1 ène di amine (tableau 22) .  

Fraction aci de 

.- 

TABLEP,U 22 : Z)eizni,tés apk iqua  ù 330 nm eA 360 Mrn deb dQtuvQb ds ccrl~c'e~/5atioiz 

de 1' o/zkhoplz@,~yLè~~e diuvirze avec t ' a c i d e  2 c f  Zo-gEuconique 

( 5 0 p g / m l )  eA la ~ n a o t i o n  aoide. 

Les rapports d '  absorbance à 330 nm e t  360 nin correspondent à l a  

fourchette de 1,51 + 0,07 précisée par L A N N I N G  e t  COHEN.  Notre fract ion 

acide e s t  donc, un représentant des acides o( céto-hexoniques. 

I l  fau t  remarquer lo r s  du passage au bain-marie bouillant de nos 

tubes réactionnel s 1 'apparition d'une colorat.ion jaunâtre s ' accompagnant 

d'un précipi té  brun en présence d'un excès de substrat .  Les spectres d'ab- 

sorption obtenus par défilement des longueurs d'onde de 225 à 600 nm des 

quinoxalinols de 1 'acide 2 célo-gluconique e t  de l a  fraction acide sont 

directement superposables (figure 21).  



350 450 nanornètres 550 

FIGURE 2 1  

de l ' a ~ d e  2 cEto-glucoluque ( A )  e.X de La @action acide ( R I  . 

L'appari t ion de 1 a coloration jaunâtre ,  non signalée par LANNING 

e t  COHEN pourra i t  correspondre à des produits  de dégradations. Son maximum 

d'absorption à 450 nm ne gène en rien nos mesures .de rapports d'absorbancc 

à 330 nm e t  360 nm. Par contre l a  formation de ces dérives secondaires pour- 

r a i t  i n t e r f é r e r  l o r s  d'un usage quan t i t a t i f  de l a  méthode. 

C - CONCLUSION 
---------- ---------- 

Les métl-iodes de séparations chromatographiques e t  électrophorétiques 

permettent de d i r e  que l a  f rac t ion  acide responsable de 1 'abaissement du pH 



lo rs  de 1 'incubation de Rhizobium meliloti  sur glucose n ' e s t  composée que 

d'une seule substance dont l e  comportement e s t  identique à celui de l ' ac ide  

2 céto-gl uconique. 

L'emploi des méthodes d ' ident i f icat ion spécifiques de ce type de 

molécule par 1 'intermédiaire de 1 a 2-4 dini trophényl hydrazine e t  de 1 'qrtho- 

phénylène-diamine confirme 1 a nature chimique de cet  intemédi ai re.  



V 

A S P E C T S  P A R T I C U L I E R S  D E  L ' U T I L I S A T I O N  

D U  G L U C O S E  E T  D U  F R U C T O S E  C H E Z  

R H I Z O ' B I U M  M E L I L O T I  



V A S P E C T S -  P A R T I C U L I E R S  D E  L ' U T I L I -  

S A T I O N  D U  G L U C O S E  E T  D U  F R U C T O S E  C H E Z  

R H I Z O B I U M  M E L I L O T I  

Comme nous 1 'avons v u  précédemnient Rhizobium mél i 1 oti possède l e  

potentiel enzymatique nécessaire au bon fonctionnement du cycle de Krebs. 

Sa croissance en présence de glucose e t  de fructose e s t  comparable. I l  e s t  

donc capable d'assimiler ces deux hydrates de carbone pour en t i r e r  1 'éner- 

gie necessaire à l a  division ce l lu la i re .  

Or nous constatons, en présence de glucose, une accumulati ori d 'aci-  

de 2 céto-gluconique. Il semble donc que glucose e t  fructose n'empruntent 

pas exactement l e s  mêmes voies de dégradation. 

Afin de mieux comprendre 1 ' u t i l i s a t ion  parti  cul iè re  de ces deux 

oses par Rhizobium me1 i l o t i  , nous avons, dans un premier temps, comparé sa 

croissance e t  l'évolution du pH des milieux de cultures en présence de con- 

centration variable en hydrates de carbone. Dans u n  deiixiènie temps, la mesure 

de l a  quantita dloxygGne consommé,et de la  vitesse d'oxydation des deux subs- 

t r a t s  nous a confirmé 1 'existence de deux modes différents  de dégradation 

du glucose e t  d u  fructose.  

Ensuite, nous avons tracé les courbes de disparit ion du glucose en 

fonction de sa concentration i n i t i a l e  e t  d'apparition de 1 'acide 2 céto-g1 uconiqii~ 

Enfin nous avons cherché à mettre en évidence une a c t i v i t é  glucose- 

deshydrogénase e t  gl uconate-deshydrogénase pouvant ccndui re à 1 'acide 2-céto- 

gl uconi que. 
2- ' 



A - MATERIEL ET METHODES 
.................... 

lj .Util isation des radioisotopes lors du bilan de l a  respiration en 

présence d ' oses 

Lors des bilans réa l i sés  en appareil de Warburg sur 1 ' u t i l i s a t ion  du 

glucose e t  du fructose,  nous avons employé des traceurs radiomarqués : 

. glucose 14c, U .  (C.E.A.) ~ c t . s p é c i f . : 1 9 0 p ~ ~ ~ M ]  5pCI p o u r 5 0 0  gdbsefro, P 

. fructose 14c, U .  196pCI  PM 1  CI pour 50  1 1 '  qig ci ose fro, 

Après 4 heures d'incubation, en f in  de manipulation, les ce1 Iules bac- 

tériennes sont éliminées par centrifugation 10 mn à 16 300 g. Le surnageant e s t  

passé en ge l - f i l t r a t ion  (Sephadex G 25) de façon à séparer l e  polyoside syn- 

thé t i sé  des molécules simples non [ I  91 .  Les part ies  aliquotes 

radioactives des fractions sont diluées à 20 % V / V  dans l e  1 iquide s c i n t i l l a n t  

a u  dioxanne. [19]. La radioact ivi té  e s t  mesurée dans l e  spectromètre à s c i n t i l -  

la t ion 1 iquide intertechnique Abac S.L. 40. 

2 )  Dosage du glucose par la  glucose oxy_dase - 
Nous avons u t i l i s é  une technique basée sur  les principes énonces 

p a r  BERGMEYER e t  BERNT.[12] . 

3) Dosage de 1 'acide 2 céto-gluconique 

La méthode de WURTZ e t  JEHL Ci331 modifiée par BEiSOU Cl31 e s t  emplo- 

yée. Chaque valeur annoncée e s t  corrigée de 1 ' interférencè donnée par le 

gl ucose. 

4) Recherche d ' ac t iv i t é s  enzymatiques. 

a .  ereeav.a.tion .............................. d ' ex t r a i t s  ce1 l i i laires : 

Rhizobiurii niel i l o t l  e s t  d'abord cul t ivé sur iriilieu complet RC 

glucosé à 1 % à 30" C sous agitation moyenne durant 15 heures. Toutes les opé- 

rations suivantes sont réalisées à 4" C.  Les cel lules  récrirperées par centrifu- 

gation sont lavées deux fo is  dans l e  tampon RN- .  Elles sont ensuite broyées à 



1 'alumine neutre dans un mortier, à raison de 2 g d'alumine par gramme de 

ce1 lules  en poids humide. t'ensemble e s t  repris  par 10 ml de tampon approprié 

e t  centrifugé 20 mn à 16 300 g. Le culot e s t  éliminé e t  l e  surnageant conser- 

vé à + 4" C. 

b.  dosage des erotéines to ta les  : ---- ------ ---------------- 
Le dosage e s t  f a i t  par l a  méthode de LOWRY avec comme étalon 

1 a sérumal bumi ne bovine à différentes concentrations. 

c. recherche des ac t iv i tés  deshydrogénases : ............................ --- ----B... 

La recherche des ac t iv i t é s  g1 ucose-deshydrogénase e t  gl uconate- 

deshydrogénase e s t  basée sur l a  mesure spectrophotomètrique à 340 nni de l a  

vitesse de réduction des NAD' ou IADP' en présence des substrats .  

H. recherche de 1 a glucose deshydrogénase : 

Nous uti 1 i SOLS 1 a méthode décri t e  par SADOFF [112]~our 1 a mi s r  

en évidence de 1 'enzyme soluble de - Bacilliis ceret~s.  Nous suivons l e  protocole 

expérimental préconisé par 1 'auteur,  rnis à par t  que 1 ' e x t r a i t  ce1 lu1 a i re  n ' e s t  

pas repris  dans u n  tampon acétate 0,05 t4 pH 5 mais dans u n  tampon Tris/HCI 

0 ,2  li? pH 7. 

?.recherche de l a  gluconate deshydrogénase : 

Nous u t i l i sons  la méthode décrite par DE LEY [? i lavec les mdi -  

f i  cations sui vantes : 

r i- - nous t ravai l lons en présence de 400 M de NADP 

- 1 ' e x t r a i t  ce1 lu l a i r e  e s t  en solution dans u n  tampon glycocol- 

le/NaOH 0,5 M à pH 7. 

B - RESULTATS 

1) Mesure de l a  croissance de Rhizobium rneliloti en présence de glu- 

cose ou de fructose 

a.  mesure de l a  croissance en erésence de glucose ou de fructose ........................... ----------- ---IL---------------- 
à l a  concentration de 1 % : ---------------------..--- 



L'appareil u t i l i s é  e s t  celui de Bonet-Maury e t  Jouan (Cf I I I  

A 3 ) ,  les conditions expérimentales restent  inchangées. Sur mil ieu RC addition- 

né de 1 'ose à l a  concentration de 1 % l e s  enregistrements obtenus sont à 

rapprocher des courbes établ ies  par numération directe des ce1 lu les  viables 

(f igure 22)  

FIGURE 22 

Cawtbcn d'en4.egAnlttrernent au biophaXumEXke de La mohbcnlce de. Rh:zaDium rnsCLtci 

incubé ù 30' C dam Le vXRieu RC uddi/tian~é de d/tuotose ou de glucucl e ù f %. 

Nous constatons à nouveau l e  léger retard de croissance de 

Rhi zobi urn me1 i 1 o t i  en présence de glucose par comparai son au mi 1 ieu fructose.  

Inquiets du  rôle mal connu de 1 ' ex t r a i t  de levure nous avons renouvelé 1 'ex- 

périence sur  l e  mi l ieu  minimum R d o n t  l a  source d'azote e s t  plus simple : 

l e  n i t r a t e  d'ammonium (figure 2 3 ) .  



FIGURE 2 3 .  -- 

rne.LZoLL incubé à 3U0 C  da^ le tnilieu R addLtionnZ de 6ir.uc/tuhe ou de glu- 

cose ù 7 %. 
L'allure des courbes comparées 1 'une à 1 'autre  reste l a  niêrne : 

i l  ne faut pas t en i r  compte des pourcentages de transmission finaux, les 

écar ts  obtenus entre l e s  milieux RC e t  R n ' é t ~ n t  dus qu'à u n  réglage d i f fé rent  

du seuif de sensi bil i t é  de 1 'appareil . De 1 a meme façon, à par t i r  d '  u n  cerb3in 

temps d'incubation l a  courbe devient paral lè le  à 1 'axe des abscisses ; e l l e  

ne correspond pas à l a  f in  de l a  phase exponentielle de croissance mais 5 l a  

l imite supérieure de l a  sens ib i l i t é  de l ' appa re i l .  

I l  semble donc que l e  léger décalage dans l e  temps de l a  crois- 

sance de Rhizobium meliloti  s o i t  bien l i é  à l a  nature de l a  source de carbone 

du  niil ieu d'incubation. 



ce de glucose à di f fé ren tes  concentrations : ------ ................................... 

Pour l e s  mêmes raisons que précédemment, nous avons choisi  l e  

mil ieu R préférent ie l  lement au milieu RC.  Glucosé de 0,05 à 1 % e t  inoculé 

par Rhizobium me1 i l o t i ,  i l  e s t  mis à incuber à 30" C en ag i t a t i on  moyenne. L ' é -  

volution de l a  croissance e t  l a  var ia t ion du pH des milieux sont  rapportées 

dans l e  tableau 2 3 .  

TABLEAU 2 3 :  Evol.uLLoiz de la e h a i ~ a m c e .  eA du pH awr d a  ~ U e u x  R gtucodta 

Nous constatons que : 

- l e s  taux de croissance de l a  souche sont  pratiqueinent iden t i -  

ques quel les  que so ien t  l e s  concentrat ions en hydrates de carbone d u  milieu 

sauf à 1 a concentrat ion égale  à 0,2 % e n  glucose où 1 'on observe un maximum dct 

dens i t é  c e l l u l a i r e .  

- l e s  pH ont  tous une ne t t e  tendance à 1 ' ac id i  f i c a t i on  sauf pour 

l a  concentration de glucose égale à 0,05 % où l e  pH r e s t e  t r è s  vois in  de celui  



de départ. Cette concentration e s t  proche de l a  concentration l imitante en 

source de carbone. 

2 )  Mesure de l a  respiration de Rhizobium me1 i l o t i  en présence de 

gl ucose, fructose,  gl uconate e t  2 céto-gl uconate 

Nous avons vu que l e  fructose favorise un démarrage i.mmédiat de l a  

croissance bactérienne, donc favorise l a  division ce1 lu l a i  re. La dégradation 

du fructose e s t  peut-être plus rapidement énergétique que celle du glucose. 

11 devient donc intéressant de mesurer l e s  consommatioris d'oxygène e t  les  

vitesses d'oxydation de chacun de ces deux substrats.  

D l  une façon générale nous appel ons Rhi zobi um G l e s  ce1 1 ul e s  préparées -- 
en présence de glucose e t  Rhizobiiim F les  cel lules  préparées en présence de 

fructose.  

a .  conparaison des courbes de consommation d'oxxgène en pré- _-- ........................................ ."---.--_ ..- 
sence de c~lucose ou de fructose : ..-------- ..................... 

La mesure régulière de ? a  consommation d1oxygCne en présence 

de 166 )&/ml de glucose ou de fructose e s t  réalisée dans l e s  conditions dé jà  

décri t e s  (Cf I I  1 A 2 b) . Les résu l ta t s  sont rapportés dans 1 a f igure  24. 

FIGURE 24 -- 
C 0 w z . b ~  de cannommu;tivn d ' o x y g e n e  PCVL - Rhizobium mefitofi'. G en pnéaence  de 166 

h/mL dc glucoa e. vu d~ &kuc;tob e. 



Plusieurs remarques peuvent ê t r e  f a i t e s  : 

- malgré l ' ag i ta t ion  préalable des cel lules  durant 16 heures à 

30" C ,  leur  respi ration endogène ( R E )  res te  importante. 

- l ' a l l u r e  générale des courbes de conso~mation d'oxygène en 

présence de glucose ou de fructose e s t  t r è s  différente : 

. pour l e  fructose,  nous observons une consommation régulière 

d'oxygène jusqu'à 100 m n ,  puis la pente de l a  courbe devient paral lè le  à cel le  

de l a  respiration endogène, témoin de 1 'épuisement du substrat .  A ce point 

d ' inf lexion,  s i  1 'on considère que l a  t o t a l i t é  de 1 'oxygène consommé e s t  u t i l i -  

sée à 1 'oxydation complète du fructose en dioxyde de carbone e t  en eau, nous 

constatons que 62 heu len ten t  du substrat  s e r a i t  oxyde. La mesure du dioxyde 

de carbone dégagé noiis permet de calculer l e  quoti,ent respiratoire  : Q R  

. p o u r  l e  glucose, la  pente de l a  courbe n ' e s t  pas régulière,  

l a  vitesse d'oxydation diminue au cours d u  temps jusqu'à rejo-indi-e dès 60 mn 

ce1 le  de l a  respiration endogène. Cette baisse régulière de l a  consommation 

d'oxygène pourrait  résul t e r  de 1 ' inhibi t ion progressive ci' un  système enzymati- 

que par aci di f i  cation 1 ente du mi 1 ieu réactionnel . La cause n ' e s t  cependant 

pas à ce niveau : en e f f e t  l e  pH passe de 7,2 au départ à 7 après 240 mn d ' in -  

cubation. Si 1 'on s u i t  l e  même raisonnement que pour le  fructose,  on s 'aperçoi t  

qu'après 60 mn 45 % seulement d u  substrat  s e r a i t  dégradé. La mesure du dioxyde 

de carbone dégagé nous permet de calculer l e  quotient respiratoire  : Q R  

- 1 'oxydation du fructose démarre avec u n  léger  retard de 1 'ordrt 

de 20 mn.  Or les  ce l lu les  employées ont é t é  préparées sur glucose. En présence 

d ' u n  autre subs t ra t ,  peut-être y-a-t-i 1 induction s o i t  d'un système perméasique 

spécifique, s o i t  d'enzymes nécessai res à sa degradation ? 



Pour répondre à cette question, nous avons préparé simultané- 

ment des ce1 lules  de Rhizobii~m nieliloti par croissance d'une part  sur  milieu 

glucosé e t  d 'autre  part  sur milieu fructosé.  Chacun des types de ce1 lules récu. 

pérées e s t  mis en contact en présence de glucose ou de fructose.  Les courbes 

de respi ration é tab l ies  dans ces conditions sont rapportées dans l e s  figures 

25 e t  26.  

FIGURE 25 
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Nous constatons que l e  léger retard d'oxydation d ' u n  substrat  

s'annule lorsque l e s  cel lules  u t i l i s ées  ont é t é  préparées sur ce même subs t ra t ,  

Ce temps de latence correspond bien à une induction enzymatique. 

Lors de cet te  mani pu1 ation , nous uti 1 i  sons une concentration de 

substrats  carbonés de 333 P(g/ml, s o i t  l e  double de 1 'expérimentation précédente 

Nous pouvons f a i r e  les  mêmes calculs pour  obtenir les  valeurs des d i f fé rents  

quotients respiratoires  e t  exprimer la  consommation en oxygène en équivalent 

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

TABLEAU 24 : Vdewrn d a  quo;ticntx tresp2iatoiha (QR) de Rhizobium meli l .o . t i .  -- 

en ptteaence d e  glucose QA 6trucZca e .  

Nous notons une ident i té  des Q R  calculés en présence de glucose 

e t  fructose quelle que s o i t  1 'origine des cel lules  de Rhizobium rnel'loti u t i -  

l i s ées .  Par comparaison avec les  valeurs calculées en présence de 166 Ilglml de 

Q R  sur  fructose 
- 

1,16 

1 3 1 4  

Types de ce1 lules  

Rhizobium G -- 

Rhizobium F 

subs t ra t ,  on remarque une augmentation des Q R  plus importante sur glucose que 

Q R  sur glucose 

1,27 

1,23 

sur fructose.  On peut penser qu'à p a r t i r  d'une certaine concentration en glu- 

cose, une par t ie  e s t  dégradée totalement en eau e t  dioxyde de carbone, l ' a u t r e  

n ' é t an t  oxydée que par t ie l  lement (tableau 25) .  



TABLEAU 25 : V a l e m  de Ca conbarnmafion en oxygEne kappotrkéu en pouncevttcqje 

r 

Types de cel lules  

Rhizobium G 

Rhizobium F 

de d2gmdCLtion ;ta;taXe dc gCucoae ek de ~truc;tose pan. R i u z o b i w n  m e L i l a f i .  

Après 240 mn d'incubation, nous n'observons pas encore de 

Consommation d' oxygène rapportée en pour- 
centage de dégradation to t a l e  d e  

point d ' inflexion sur l e s  courbes correspondant à l a  consommation d'oxygène 

Gl ucose 

33,54 

33,67 

en présence de 333 p / m l  de fructose. Les valeurs exprimées dans l e  tableau 

Fructose 

5 0 

53 

sont données dans ce cas par défaut. 

En présence de y1 ucose , l a  consommation d'oxygène cal culée 
1 

en équivalent de glucose oxydé e s t  identique à 1s fq is  pour Rhizobium G -- 
e t  Rhizobium F. El le n ' e s t  que de 33 % environ pour 333 )4.g/m1 contre 45 % en 

présence de 166 )$/ml. 11 semble donc que l a  consommation d'oxygène ne s o i t  

pas proportionnelle à l a  quantité de glucose mis à l a  disposition des cellu- 

l e s .  Nous avons vérif ié  ce phénomène en mesurant l a  consommation d'oxygène 

en présence de quantités variables de glucose : 666, 333, 166, 83 e t  41,5 

m l  ou de fructose : 333, 166 e t  41,5 p / m l  (figure 27) .  

FIGURE 27 

Y 

Taux d'oxggèrze ccin~o!,~rré, kuppo/l;tée en pomcentage de glucun e au de diiuca%b e 
déghadé pu& RhLzctbiun~ n ~ ~ ~ u ; t i  en 6ancaXon de &a quan;ti;té d '  os e i n i X d e .  
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La quanti t é  d 'oxygène consommée e s t  toujours pl us importante 

sur fructose que sur glucose mais n 'es t  pas proportionnelle à l a  quantité 

de substrat  mis à l a  disposition des cel lules .  i l  faut se  souvenir que 

Rhizobium me1 i l o t i  peut synthét iser  des polyosides en présence de ces deux 

oses.  On peut se  demander s i  1 a quanti t é  d'hydrates de carbone non dégradés 

en dioxyde de carbone e t  en eau ne se retrouvent pas dans l e  milieu sous for- 

me de biopolymères. 

b. bilan de 1 a respiration .................................. de Rhizobium me1 i l  oti  sur  gl ---"-- ucoce 

e t  sur  fructose : --------------- 

Nous u t i l i sons  des quantités de 500)Q de fructose ou de glu- 

cose par f io l e  expérimentale ( s o i t  166 ,%j/ml) avec des traceurs marqués au 
14 

C .  Ce choix e s t  basé sur  les  résu l ta t s  précéderment décr i t s  : en e f f e t ,  

dans ces conditions, l e  quotient respiratoire  e s t  égal à 1 e t  l a  t o t a l i t é  de 

1 'oxygène consommée doit  ê t r e  u t i l  i sée à 1 'oxydation compl è t e  d u  subs t ra t .  

En f i n  de manipulation nous passons l e s  échantil Ions débarrasses des ce1 l z l e s  

bactériennes sur  Sephadex G 25.  Chaque fraction e s t  additionnée de liquide 

s c i n t i l l a n t  e t  e s t  analysée au compteur 3 s c i n t i l l a t i o n .  Les bilans ainsi 

réa l i sés  sont rapportés dans l e  tableau 26. 

Equivalent dégagé en CO2 

Polyoside formé 

Substrat  + équivalents 
% recouvrement 



Plusieurs raisons peuvent expliquer l e  peu de synthèse de 

polyosides : l es  temps de contact sont t r è s  brefs e t  l a  quantité de source 

de carbone (166 )@/ml) e s t  de beaucoup plus fa ib le  que ce l le  régulièrement 

employée pour  l a  synthèse (10 000 )Jg/ml). 

Sur fructose,  l e  taux de recouvrement n ' e s t  que de 65,4 % 

Le complément à 100 se  retrouve donc dans l e  cytoplasme ce1 lu l a i r e ,  peut-être 

sous l a  forme de "précurseurs" de polyosides non encore l ibérés  dans l e  milieu 

extér ieur .  

Sur glucose, l e  taux de recouvrement e s t  de 100 %. Nous re- 

trouvons l a  t o t a l i t é  du substrat  qui n ' e s t  pas totalement oxydé en eau e t  

dioxyde de carbone dans les  fractions passant en niême temps que l e  glucose 

lors  de l a  séparation en gel-f i l  t ra t ion .  Le dosage par l a  gl ucose-oxydase en 

f in  de manipulation détecte seulement 235 )ig de glucose, i l  reste donc 50 )kg 

dont la nature n'a pas é t é  étudiée mais qui pourrait correspondre à 1 'acide 

2 céto-g1 uconique . 
11 devient donc intéressant de mesurer l a  consommatior~ d'oxy- 

gène de Rhizobiuni me1 ilot-i  en présence à l a  fo is  d'acide glucon-ique e t  d 'aci-  

de 2 céto-gl uconique. 

c. niesure de l a  ------ reseirat ion - --.--------- en présence mm--- - - - - - . -  de gluconate mu-----m - - - - - m . .  e t  de 

2 ------- céto-gluconate : 

Les ce1 lules de Rhizobi uni me1 i l o t i  préal ableinent cul t ivées 

en présence de glucose sont mises à respirer  sur 333 g/ml d'équivalent acide P 
de gluconate de sodium ou de 2 céto-gluconate de calcium. Les courbes obtenues 

sont représentées sur la figure 28. 



FIGURE 28 

333/4/& de gluconate de sodium ( I I et de 2 cé2o-glircona-.te de cdc i lm i  ( 2  1 . 

Le taux de consommation d'oxygène en présence de ces deux 

substrats  e s t  extrêmement fa ib le  par rapport à ce1 ui de 1 a respiration en 

présence de gl ucose . 
Nous avons réa l i sé  à nouveau l a  même expérience avec des 

cel lules  cultivées en présence de gluconate de sodium. Les résu l ta t s  sont 

identiques . 
Gluconate e t  2 céto-gluconate pénètrent donc mal dans l a  

ce l lu le  ou sont mal u t i l i s é s  par Rhizobium meliloti . 

3)  Courbes de disparit ion du glucose en fonction de sa concentration 

i n i t i a l e  

Nous avons étudié  l a  disparit ion du glucose dans les  milieux d'incuba- 

t ion  contenant des concentrations d'oses de l ' o rd re  de ce l les  eniployées lors  

de l a  respi ration en Warburg. Nous avons dosé en même temps 1 'aci de 2 céto- 

gl uconique dans les  mi l ieux réactionnel S .  Les résu l ta t s  obtenus lo r s  d'incubâ- 

t ion à 30" C sous as i ta t jon  moyenne sont r a ~ ~ o r t é s  dans l a  fia:ire 2 9 %  
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FIGURE 29 

Cuuhbe~ de dinpahi;tion du glucoae [en ;DL& plein, Echelle vcuUabLe1 e/t  

d'appahLtion de l ' ac ide  2 cé-ta-g&ucoruque ( en p o i u i U é )  &o:~$ de & ' i . ~ c u b a f i a n  

de R k i z o b i m  r n e L L t o ~  en pnéaence de oXddEnenten coficent&o~ ini-TLu&n 



Pour les  concentrations faibles  de O à 166 p / r n l ,  l e  gl ucose dis- 

para i t  totalement en 54 heures d'incubation. Par contre pour les concentra- 

t ions supérieures, i l  res te  mal u t i l i s é  au-delà de ce même temps. 

L'acide 2 céto-gluconique apparait dans chacun des cas à des temps 

différents .  Mais alors  qu ' i l  disparai t  ensuite pour les faibles  concentrations, 

i l  s'accumule dans l e s  autres cas. 

La même expérience répétée dans des conditions d'incubation sous agi- 

ta t ion t r è s  fo r t e ,  donc dans de mei 1 leures condi t iors d'oxygénation, abouti t aux 

mêmes résu l ta t s .  L'acide 2 céto-gluconique ne s'accumule pas pour  autant en 

quanti t é  pl us importante. 

Nous pouvons comprendre faci lement que dans les  conditions uti 1 i sées 

habituellement pour la culture de nos souches (10 000 pg/ml), 1 'acide 2 céto- 

g l  uconique s ' accumule. 

4) Etude de l a  forniation de 1 'acide 2 céto-gluconique en fonction -- 
du pH i n i t i a l  des milieux réactionnels - -- 

L'accumulation de 1 'acide 2 cétc-gluconique dans l e s  mi 1 i eux  tzm- 

ponnés au départ aux environs de l a  neut ra l i té  a pour conséquence une ac id i -  

f icat ion des milieux. O n  peut se demander s i  ce phénomène ne favorise pas 

l a  formation de 1 'acide 2 céto-g1 uconique aux détriments d 'autres voies de 

catabolisirie. Nous avons donc u t i l i s é  Uri  systemc de n o n  p ro l i fé ra t ion  R N - ,  

deux fo is  concentré, a jus té  aux pH 3,5 - 4 - 5 - 6 - 7 e t  glucosé à 1 %. On 

y suspend des ce1 1 ul es de Khizobi u m  me1 i 1 o t i  jusqu'à absorbance de 1. Le dc- 

sage de 1 'acide 2 céto-gluconique se  f a i t  par l a  méthode de B R i S O U  [ 1 3 ]  

avec correction de 1 ' interférence du glucose dosé dans chaque échantillon 

par 1 a gl ucose-oxydase (figure 30).  
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FIGURE 30 

Sgnthèclc d'nc^'.de 2 c&Ro-g8ucovLique p n h  Rkizc rb iwn  m u a f i  en dudpennkon dam - 
l e  6gcl.tème .tampon RN- deux do& concenXtE et ajrwXé à den pH L j u a u x  di6- 

Oéf~cntb. 

5) Recherche d ' a c t iv i t é s  enzyniatiques spéci fiques de 1 a voie du 

2 céto-gl uconique 

Rhizobium meliloti e s t  donc capable de produ-ire de 1 'acide 2 céto- 

gluconique à p a r t i r  du glucose. 11 e s t  f o r t  probable que l a  réaction passe 

par l ' intermédiaire de 1 'acide gluconique e t  se  décompose cornine s u i t  : 

glucose acide gl uconique ------+ acide 2 céto-gl uconique 

a .  mise en évidence d'une ac t iv i t é  glucose-déshydrogénase : ................................ --- . . . IL - - - - -  --- ----- 

Le coenzyme de l a  glucose-deshydrogénase peut ê t r e  s o i t  une 

ni cotinami de adénine dinucléoti de (NAD') ou une ni cotinami de adénine dinucléo- 

t ide  phosphate (NADP') . Les essa is  d'oxydation du g l  ucose en acide g l  uconique 

sont réal isés  par l ' u t i l i s a t i o n  de chacun de ces deux coenzymes ( f igure  31).  



FIGURE 31 

Les deux coenzymes fonctionnent mais 1 a NAD' e s t ,  réduite 

deux fo is  plus v i te  que l a  NADP'. Comparée aux v! tesses de réaction décri tes  

dans l a  l i t t é r a t u r e ,  l a  réaction n ' e s t  pas rapide : 1 M  NAD' réduite (w)  . P 
On peut se demander s ' i l  n 'exis te  pas une réaction réverse. Pour l e  vé r i f i e r ,  

-i- 
nous ajoutons au cours de l a  réaction de pe t i tes  quantités de NADH H 

( f igure  32). 



FIGURE 32 

E d d e t  de ttaddi.LLon de NADH H* au c o w  de Pa néductioii de NAD' pan dea 

extrtab2 cdluR&e^, de RLzobi .u in  r n m o f i  eiz pnéaence d'un e x c h  (le. glucc~a e.  

L'addition de NADH HC en cours de réaction niodifie 1 a pente de 

l a  courbe jusqu'à 1 ' inverser.  Nous sommes donc en présence d'une a c t i v i t é  ré- 

verse NADH H' oxydase (gluconate réducbse)  e t  l a  vitesse d'oxydation du glu- 

cose lue dans nos conditions n ' e s t  que l a  résultante de ces deux réactjons : 

glucose deshydrogénase 

a69 de gl uconi que 
Glucose 

NAD+ ?LH H+ 
4 

gl uconate réductase 

Nous avons recherché le  pH d ' ac t iv i t é  maximale de l a  glucose- 

deshydrogénase '(figure 3 3 ) .  - 



FIGURE 33 

Rhizobium m&o;ti. - 

Nous obtenons une courbe en cloche cl assique avec un mâximulï, 

b. mise ii----i--a-ri---i--------------- en évidence d'une ac t iv i tg  gluconate-desh.ydroqénaçe --i-...--.i.,,iiiiii--I - : 

De l a  même façon que pour la  gl ucose-deshydrogénase, nous f a i -  

sons 1 'essai avec les  deux coenzymes di f férents  dans les  conditions décrites 

précédemment. Les résu l ta t s  sont reportés sur  l a  figure 34. 

L I I 

1 O minutes 2 0  

FIGURE 34 
VLte66e de t é d u c t i o n  de NAD' e*r NADP* pm un e x A x a 2  c&cL4&e de --- RWzobiiim 

rne%L.to,ti ti ri?iiénence de 50/M de gtucocatc, dann wr k m p o n  gLycocoLf.eee-hlAO!i p H  J i  



La NAD' ne fonct ionne pas, l a  gluconate deshydrogénase e s t  un 

enzyme à NADP'. Dans nos cond i t ions  expérimentales, nous observons après 30 rnn 

d ' i ncuba t i on  un p la teau de s a t u r a t i o n  de l a  r é a c t i o n .  

Le dosage des pro té ines  t o t a l e s  dans l e s  e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  

nous permet de c a l c u l e r  1  ' a c t i v i t é  spéc i f i que  de g l  uconate deshydrogénase de 

Rhizobium m e l i l o t i  - : e l l e  v a r i e  de 2 à 2,8 /4M ~ ' N A D P '  r é d u i t e  / mn / mg de 

p ro té ines .  

Nous avons recherché l e  pH d ' a c t i v i t é  maximale de c e t  enzyme 

( f i g u r e  35 ) .  

FIGURE 35 

Rechache du pH d 'acLLvLté niaxin-&. de Ra glucanute d a  hydhagéncrn e chez 

Le pH d '  a c t i v i t é  maximale e s t  de 9 ,B. 



C - DISCUSSION ET CONCLUSION 

Nous avons confirmé que glucose e t  fructose sont tous deux des 

substrats  carbonés assurant à Rhizobium me1 i l  o t i  une croissance comparable. 

Mais 1 'étude de l a  respiration d'une suspension de cel lules  en présence de 

chacun d'eux f a i t  apparai t r e  u n  mode di f fé rent  d 'oxydation de chaque molécule : 

- l e  fructose e s t  dégradé en dioxyde de carbone e t  en eau jusqu'à 

épuisement. En e f f e t ,  bien que d'après l e s  calculs réal isés  à p a r t i r  des don- 

nées de UMBREIT, BURRIS e t  STAUFFER , seulement 62 % de l a  quantité i n i -  

t i a l e  ne sont oxydés totalement, on ne détecte plus de substrat  dans les  

milieux réactionnels. Le complément reste  à l ' i n t é r i e u r  des ce l lu les  e t  e s t  

dir igé vraisemblablement vers des voies de métabol isme part i  cul i e r e s ,  peut-être 

sous forme de "précurseurs" de biopolymères : polyosides e t  polyphydroxybuty- 

ra te .  

- l e  glucose e s t  oxydé dans l e s  prtlniières minutes de contact à une 

vitesse voisine de cel le  de 1 'oxydation du fructose. Mais cette vi tesse décroit 

régulièrement jusqu'à se s t a b i l i s e r  à une valeur légèrement supérieure à ce1 l e  

de la  respiration endogène. Tout se passe comme s i  l e  syst6rne enzymatique 

mis à contribution se sa tu ra i t  peu à peu à un endroit donné de l a  chaine mé- 

tabol i que. 

L'acide 2 céto-gluconique pourrait  ê t r e  l e  niail lon de 1 a chaine en 

aval duquel l a  défi cience ou 1 ' absence d ' u n  enzyme en favor isera i t  1 'accumula- 

t i on ,  

La mi se  en évidence des ac t iv i t é s  gl ucose-deshydrogénase e t  gl uco- 

nate-deshydrogénase confirme 1 'existence de cet te  voie conduisant à 1 'acide 

2 céto-g1 uconique . 
Cependant ce produit ,qui apparait  dans tous les  cas observés lors  

de nos expérimentations,disparait au cours du temps pour les  fa ib les  concen- 

t r a t ions  en glucose ( O  à 166 )4g/ml) mais s'accumule dans les  concentrations su- 



périeures. 11 n ' e s t  donc pas u n  produit f inal de métabolisme, i l  peut rejoin- 

dre l e  cycle de Krebs. 

Par a i l  leurs ,  1 'étude de l a  respiration d'une suspension cellu- 

l a i r e  en présence de gluconate e t  de 2 cétc-gluconate démontre que les  deux 

substrats  bien que mal u t i l i s é s  sont oxydés de l a  même façon ; l eu r  oxydation 

se poursuit donc au-delà de 1 'acide 2 céto-gluconique. Ceci confirme l e  rôle 

d'intermédiaire de ce t  acide. 

Enfin , 1 a valeur des quotients respi ratoi reç cal cul é s  en présen- 

ce de faibles  concentrations de glucose nous indique son passage par  l e  cycle 

des acides tricarboxyl iques. 

Nous pouvons donc proposer u n  schéma d ' u t i l i s a t i c n  du  glucose 

par Rhizobium me1 i l  o t i  . 

gluconate deshydrûcGnose 1 glucose deshydroginase 

NADP+ 
NADP" :{C\DP~IH+ 

acide oluconiquf --sc<d? 2 cf t g -  
Glucose çl uconiqur 

t.4 '1 
NAD+ 

4 

gl u c o n a t ~  reductase 

Nous avons démontré aussi que 1 ' ac t iv i t é  maximale des enzyines 

de l a  voie du  2 cétogluconique se s i tue  dans des zones de pH a lca l ins .  Or, 

in  vivo, nous avons constaté que l e s  pH acides favorisaient 1 'accumulation de 

cet  intermédiaire. Nous n 'avons pu trouver d'explication à cet te  contradiction. 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  



V I  C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

Par nos travaux, nous avons démontré que Rhizobium me1 i l o t i  u t i l i s e  

différemment l e  fructose e t  l e  glucose. En e f f e t ,  1 'observation f a i t e  por 

COURTOIS [19]sur une souche du groupe d'inoculation de l a  luzerne e s t  étendue à 

1 a t o t a l i t é  de 1 'espèce : 

- l e  fructose donne une synthèse de polyosides convenable e t  lo rs  de 

sa dégradation l e  pH des milieux d'incubation se  maintient aux environs de l a  

neut ra l i té .  

- l e  catabolisme du glucose, par contre, s 'accompagne d'une diminutio 

for te  du pH sur des milieux réactionnels, incompatible avec l a  synthèse des 

polyosides. En absence d'oxygène t o u t  métabolisme acide e s t  inhibé. 

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

de Rhizobium meliloti en présence de glucose e s t  étudiée en électrophorèse e t  

, en chromatographie. Elle ne semble constituée que d ' u n  composant dont les  coef- 

f i c i en t s  de migration dans les différents  systèmes s ' i d e n t i f i e n t  à ceux de 1 'ac 

de 2 céto-gluconique. La nature chimique de ce t te  fraction acide e s t  confirm6e 

par l 'é tude de l a  2-4 dinitrophénylhydrazone qui en dérive e t  du quinoxalinol 

qui 1 ui correspond. 

La mesure de l a  respiration des cel lules  bactériennes en présence 

du pyruvate, succinate e t  malate de sodium ainsi  que leur  croissance à p a r t i r  dc 

ces intermédiaires e t  du c i t r a t e  de sodium nous permettent d 'affirmer que l e  

cycle de Krebs de Rhizobium meliloti  e s t  fonctionnel. Nous avons montré de plus 

en accord avec PEDROSA e t  col 1 . bo t j e t  JOtlNSON e t  col 1 .[60]qu1il peut 6 t re  com- 

plété par l e  by-pass de l ' ac ide  glyoxylique. 

L'accumulation de 1 'acide 2 céto-gl uconique 1 ors de 1 ' u t i l i s a t i o n  

du glucose e s t  fonction de l a  concentration de ce t  hydrate de carbone dans les  

milieux d'incubation : 

- en présence de peu de glucose (aoins de 166 p / m l ) ,  l e  quotient res- 

p i ra to i re  mesuré e s t  prcche de 1. De plus 1 'acide 2 céto-gluconique qui apparail 

en cours d'incubation disparai t totalement par l a  sui t e .  Cet intermédiaire peut 
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donc rejoindre l e  cycle des acides t r i  carboxyl iques. 

- en présence de fortes concentrations en glucose ( plus de 166 

P / m l )  l e  quotient respiratoire  mesuré e s t  supérieur à 1, e t  1 'acide 2 céto- 

gl uionique s ' accumule. 

I l  existe-donc chez Rhizcbi um meli l o t i  une voie de dégradation du 

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

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

La mise en évidence des ac t iv i tés  de NAD' /NADP' glucose deshydrogé- 

nase e t  NADP' gl uconate deshydrogénase confi rme ces résul ta ts  . 
En présence de fructose,  i l  n 'apparait  jamais d'acide 2 céto-gluco- 

nique. Rhizobium rneliloti oxyde totalement en dioxyde de carbone e t  en eau 

utle par t ie  de ce subs t ra t ,  l e  complément é tan t  dir igé vers des voies de bio- 

synthèse. 

Nous pouvons donc proposer l e  schéma sili vant d 'u t i  1 i sa t i  on d u  gluco- 

se e t  d u  fructose pa r  Rhizobium meli l o t i  (figure 36) - 

L glucose deshydrogénase \ 

-, g l u c ~ ~ a t e  réductase 

Q 
R 

\ \ 

Voies de biosynthese 

FIGURE 36 



L'accumulation d'acide 2 céto-gluconique par Rhizobium me1 i l o t i  

en présence de glucose n ' a  é t é  à notre connaissance décrite par aucun auteur. 

Par contre, l e  phénomène e s t  observé chez Acetobacter suboxydans[73]: 

Acetobacter melagenum [24,64 ] e t  t r è s  récemment chez Pseudomonas fluo- 

rescens [8 9,9 O ]  . I l  ex is te  donc une analogie certaine entre l e s  voies de 

dégradation du glucose chez ces t ro i s  genres bactériens : Acetobacter, 

Pseudomonas e t  Rhizobium. La classif icat ion actuel l e  ne permet cependant pas 

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

r a i t  préciser.  

Nous avons ainsi  mis à jour une voie de 1 'acide 2 céto-gluconique 

venant complèter d 'autres  voies de dégradation du  glucose e t  du fructose chez 

Rhizobium me1 i l  ot i  . Cette étude doit  maintenant ê t r e  poursui vie par la recher- 

che de 1 'ensemble des enzymes responsables de ce métabolisme, de l e u r  t a ~ x  

d ' a c t i v i t é  e t  de leur  régulation. 
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A N N E X E  1 

Métabolisme du glucose par 13 voie de Embden - bieyerhoff - Parnas (EPP) 
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A N N E X E  3 

Métabol i sme du glucose par 1 a voie d' Entner-Doudoroff (ED) 


