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Introduction 



GENERAL ITES 

A 1 ' é t a t  1 i bre, les  bactéries du genre Rhizobium ne sont pas des 
fixateurs d 'azote moléculaire, contrairement à ce1 l e s  des genres Kl ebsiel 1 a ,  
Azotobacter e t  Clostri dium. Par contre, 1 a symbiose formée par 1 es Rhizobi um 

e t  les  plantes du groupe des légumineuses e s t  responsable de l a  majeure 
par t ie  de l a  fixation biologique de 1 'azote dans l e  monde (1). Pour les  
légumineuses, 1 ' i n t é rê t  r e t i r é  de ce t te  association e s t  1 'acquisition 

d'une source d'azote abondante e t  directement u t i  1 isable  par elles, l es  
ions ammonium. Quant au Rhizobium spécifique de l a  légumineuse avec Ïaquelle 

i l  s ' assoc ie ,  i l  peut t r è s  bien survivre e t  se développer seul dans l e  sol ; 
"ce point e s t  encore mal connu, car  on ne dispose pas encore de caractères 
convenables d ' ident i f icat ion e t  de sélection des rhizobia à 1 ' é t a t  non 
symbiotique. Quel e s t ,  pour l a  bactérie,  1 ' i n t é rê t  qu'el l e  peut r e t i r e r  
de son association avec la  plante ? D'abord, la  poss ib i l i té  pour l e  
Rhizobium d ' u t i l i s e r  les  substrats azotés synthétisés dans l e  nodule. 

KONDOROSI e t  co l l .  ( 2 )  ont émis l'hypothèse que les  enzymes glutamine syn- 
thétase ( E . C .  6.3.1.2) e t  glutamate synthase (E.C. 2.6.1.15) de l a  plante 

sont responsables de l a  synthèse du glutamate à p a r t i r  des ions ammonium 
libérés par l a  nitrogénase ( E . C .  1.7.99.2) du bactéroide. 

2 
n i  trogénase > N H ~ +  

atmosphérique 

gl utamate gl utami ne 

gl u tamate / synthase 

glutamate 2-céto- 
glutarate  

Un autre  in té rê t  pour l e  Rhizobium réside en l a  fourniture par la  
plante à l a  bactérie de substrats carbonés. Enfin, l a  bactérie bénéficie 
d'une certaine protection physique, é tan t  beaucoup moins vulnérable aux 
agressions physiques dans l e  nodule qu'à l ' é t a t  l i b r e  dans l e  so l .  

Le nombre de chercheurs intéressés au problème de l a  symbiose 



Rhizobium-Légumineuses ou au Rhizobium seul a considérablement augmenté 
ces toutes dernières années. Ceci e s t  certainement une des conséquences 
indirectes de l'augmentation importante du  prix des approvisionnements 
énergétiques q u i  a eu l ieu  à par t i r  de 1973. On essa ie  actuellement de 

remplacer les engrais azotés par la f ixat ion biologique de 1 'azote ; ces 
engrais sont aujourd'hui onéreux e t  -autre inconvénient- i l s  sont soumis 

à un lessivage dans l e  sol dû  aux pluies, ce qui entraîne une perte con- 
sidérable e t  une pollution des cours d'eau e t  des nappes phréatiques. 

ETUDES GENETIQUES CHEZ RHIZOBIUîll 

Les voies d'avenir qui permettront peut ê t r e  de réduire considérable- 

ment la  consommation des n i t ra tes  e t  donc de f a i r e  des économies d'énergie 
sont les  suivantes : 

- à court terme, améliorer les rendements de l a  fixation biologique 

de 1 'azote chez 1 es légumineuses ; 
- à moyen terme, réa l i ser  des symbioses bactéries eff ic ientes-  

espèces végétales non légumineuses ; 

- à long terme, en u t i l i s a n t  les techniques modernes de t ransfer t  géné- 
t ique, d'hybridation, de sélection e t  de cul ture ,  obtenir des plantes nou- 

velles capables de f ixer  1 'azote de 1 'atmosphère avec des rendements encore 
inconnus à ce jour. 

Pour atteindre ces buts ambitieux, une connaissance approfondie de l a  
génétique des bactéries capables de f ixer  1 'azote e s t  nécessaire. Les études 
de génétique fondamentale actuellement menées sur l a  fixation de l ' azo te  
ont pour b u t  d ' i den t i f i e r  les  gènes q u i  en sont responsables, de les  loca- 
l i s e r  sur l e  génome e t  de savoir quelles s o n t  les  conditions requises pour 
que ces gènes puissent s'exprimer. Chez Rhizobium, en plus des gènes de l a  

fixation de 1 'azote proprement d i t s  (gênes nif : "nitrogen f ixa t ion") ,  
exis tent  les gènes responsables de la  spéc i f i c i t é  d'hôte e t  de 1 'apti tude 
à l a  nodulation. La mise en évidence des plasmides chez Rhizobium meliloti  
a é t é  f a i t e  dans notre laboratoire (3 ) .  



11 y a une dizaine d'années, cer tains  auteurs pensaient que l e s  légu- 
mineuses possédaient l ' information génétique requise pour l a  synthèse de 
l a  nitrogénase, complexe enzymatique de réduction de l ' a zo te  (4) .  HOLSTEN 

e t  col 1. (5) u t i  l i sen t  en 1971 1 a technique consistant à remplacer 1 'azote 
par de 1 'acétylène e t  à mesurer sa réduction par cal cul de 1 a quanti t é  
d'éthylène formé ( 6 ) .  I l s  constatent une réduction d'acétylène par u n  mé- 
lange Rhizobium - culture de ce1 lu les  végétales. Depuis 1975, sont appa- 
rues des publications décrivant la  mise en évidence de l a  f ixat ion non- 
symbiotique de l ' azo te  par des souches de Rhizobium du "cowpea-groupl' 
( 7  à IO), Rhizobium japoni cum (8, 10, 11, 13, 14) , Rhizobium 1 éguminosa- 

rum (8), Rhizobium meliloti  (12) e t  Rhizobium t r i f o l i i  (14).  Au v u  de ces - 
résu l ta t s  obtenus dans des conditions t r è s  par t icul ières  de laboratoire,  

on affirme maintenant que l e  Rhizobium possède toutes l e s  informations gé- 
nétiques nécessaires à l a  fixation de l ' azo te .  Celles-ci ne peuvent pas 

s'exprimer chez la  bactérie à l ' é t a t  l i b re  dans l e  so l ,  mais seulement 
dans 1 e m i  cro-envi ronnement du nodule ou dans certaines conditions de 
laboratoire. Depuis quelques années, l e  nombre de publications concernant 
l a  génétique du genre Rhizobium s ' e s t  fortement accru. Des t ransfer t s  gé- 

nétiques ont é t é  réal isés  entre souches ou espèces de Rhizobium e t  aussi 
entre  Rhizobium e t  d 'autres  genres bactériens au moyen de l a  transformation 
(15 à 20), de l a  transduction (21 à 23) e t  surtout de l a  conjugaison (24 à 

33). Quelques cartes génétiques ont é t é  é tabl ies  grâce à l'emploi de plas- 
mides de résistance aux antibiotiques du groupe d'incompati bi 1 i t é  P l  capa- 
bl es de mobi 1 i çer l e  chromosome de Rhizobium. On y trouve local i sées des 

mutations de deux types : résistance à u n  antibiotique (streptomycine, 
rifampicine, novobiocine , spectinomycine) , e t  exigence en un facteur de 
croissance (aci  de ami né, base nucl éique, pl us rarement vitamine) . De 

ces premières cartes génétiques, qui possèdent au demeurant peu de carac- 
tè res ,  deux grands types de mutations sont absentes. D'une pa r t ,  l es  muta- 

t ions concernant les caractères symbiotiques qui ont parfois é t é  obtenues 
(34 à 39) e t  même transférées par conjugaison (40 à 44), mais encore jamais 
localisées,  d 'autre  part  des mutations portant sur l e  métabolisme des glu- 
cides. En ce qui concerne les  régulations de l a  synthèse e t  de l ' a c t i v i t é  
des enzymes dans la  cel lule  de Rhizobium, l e  seul point important qui com- 

mence à ê t r e  bien connu intéresse l e  métabolisme de 1 'azote (2 ; 45 à 49) ; 
l ' implication de ces régulations sur  l ' a c t i v i t e  de l a  nitrogénase e s t  sou- 
vent à l a  base de t e l l e s  études. Cependant, ce système de régulations e s t  

malheureusement complexe e t  de plus, fonctionne peut ê t r e  différemment chez 



l a  bactérie e t  chez l e  bactéroide, l a  quantité d'ADN étant  différente  (50 

à 52).  Les régulations qui ont é t é  essentiellement abordées pour les  enzy- 

mes impliqués dans les  t ransfer t s  de groupements aminés ne 1 'ont pas é t é  
pour ceux du métabolisme glucidique e t  jusqu'en 1977, aucun mutant cata- 
bolique n 'avai t  é t é  décri t  chez Rhizobium. Or, c ' e s t  justement l e  métabo- 
lisme glucidique qui fournit  l e s  moyens l e s  plus simples e t  l e s  plus con- 

venables d 'étude des régulations fonctionnant dans une cel lule  bactérienne. 
L'étude de 1 ' u t i  1 isation du lactose,  t r è s  employée pour 1 'étude des régula- 
t ions chez Escheri chi a col i ,  nous e s t  apparue particul i èrement intéressante.  

L 'hydrolyse du lactose en glucose + galactose e s t  l a  première étape, obl i- 

gatoire ,  du catabolisme du lactose,  e l l e  e s t  indépendante du métabolisme 
intermédiaire. Enfin, chez Rhizobium, el 1 e n 'es t  certainement pas impliquée 
dans l e s  processus de symbiose. 

L'UTILISATION DU LACTOSE 

On s a i t  que des mutants Lac- dlEscherichia col i ont permis u n  progrès 
considérable dans l a  connaissance du génome de ce t te  espèce e t  c ' e s t  l 'opé- 
ron lactose de ce t t e  bactérie,  l e  premier découvert, q u i  a servi à l ' é tude  
des régulations de l 'expression du génome (53) .  Le schéma ci-dessous, qui 
représente l'opéron lactose e s t  e x t r a i t  du l i v re  de MONOD : "Le hasard 
e t  l a  nécessité" (54) .  

32~2CC@fld (ADN) 

Régulation de la syntlièse des enzymes 
du c système lactose >. 

R : Protéine-répresseur, dans l'état associé au galactoside induc- 
teur, représenté par un hexagone. 
T : Protéine-répresseur dans l'état associé au segment opérateur 
(O) de l'ADN. 
i : a Gène régulateur > gouvernant la synthèse du répresseur. 
p : Segment a promoteur >, point de départ de la synthèse du 
R N A  messager (m RNA). 
G,,  G2, G3, : Gènes de a structure s gouvernant la synthèse des 
trois protéines du systsme, notées Pi, P:, P,. 



Cet opéron contient t r o i s  gènes de s t ructure : l e  gène lacZ code pour 

l a  synthèse de l a  p-galactosidase ( E . C .  3.2.1.23) ; l e  gène lacY pour la 

$-galactoside perméase e t  l e  gène lacA pour l a  thiogalactoside transacéty- 

1 ase. Actuel 1 ement , 1 a $-gal actosi  dase e s t  une enzyme t r è s  bien étudiée. 

C'est une protéine tétramérique de poids moléculaire 540 000 (55 à 57) 

dont l a  séquence des 1021 acides aminés de chaque monomère a é t é  totalement 

déterminée (58) ; el l e  peut catalyser 1 'hydrolyse du lactose e t  de t r è s  

nombreux /3-gal actosi des synthétiques (59) , mais non ce1 l e  des thi  ogal acto- 

sides.  Elle transforme l e  lactose en al lolactose,  inducteur naturel de 

1 'opéron lactose (60).  La f3-galactoside perméase a aussi f a i t  1 'objet  de 

nombreuses études (61 à 63) e t  son isolement e s t  en cours. Quant à l a  thio- 

galactoside transacétylase, son rô le  "in vivo" res te  obscur même s i  

ANDREWS e t  LIN (64) affirment qu ' e l l e  procure un avantage sé l ec t i f  aux cel- 

Ju les  dlEscherichia coli qui croissent sur un p-galactoside en présence 

d'analogues non métabolisables. La t r è s  bonne connaissance de l a  /3-galac- 

tosidase dlEscherichia coli , enzyme qui f u t  peut ê t r e  l a  plus étudiée dans 

l e  monde microbien, a aussi f a c i l i t é  la  compréhension du phénomène de ré- 

pression catabolique. Le glucose qui e s t  l a  source de carbone permettant 

le plus f o r t  taux de croissance chez Escherichia co l i ,  inhibe indirectement 

l a  synthèse de l a  p-galactosidase e t  des autres enzymes nécessaires à l a  

dégradation des autres oses e t  osides. Cet e f f e t ,  observé chez d 'autres  bac- 

t é r i e s  e t  chez des levures, e s t  appelé répression catabolique. L'AMPc appa- 

r a î t  comme l e  responsable du contrôle de l a  synthèse de ces enzymes (65). 

Mal gré 1 'excel lente  connaissance que 1 'on a sur 1 a dégradation du lactose 

chez Escherichia col i  , c ' e s t  seulement depuis 1973 que 1 'on s a i t  que cet 

organisme possède non pas une, mais deux $-galactosidases. En  e f f e t ,  à l a  

s u i t e  de l a  découverte de mutants ~ a c '  chez une souche ayant une délétion 

sur l e  gène lacZ (66, 67) ,  une au t re  enzyme douée d ' a c t i v i t é  p-galactosi- 

dasique a é t é  mise en évidence (68),  puis purifiée e t  caractérisée (69). 

Cette protéine e s t  appelée ebg pour "evol-ved beta-gal actosidase", e l  l e  donne 

une réaction immunologique différente  de ce l l e  de l a  /3-galactosidase lacZ. 

Son Km pour 1 'orthonitrophényl-p-D-galactopyrânoside e s t  de 5 mM a lors  q u ' i l  

est de 1,3 mM pour l a  p-galactosidase 1acZ. Son a c t i v i t é  p-galactosidasique 

e s t  extrêmement fa ib le  e t  son ac t iv i t é  d'hydrolyse du lactose "in vivo" e s t  

insuff isante  pour permettre à une souche de se  développer sur un milieu où 

l e  lactose e s t  l a  seule source de carbone, ceci r e f l è t e  sa t r è s  fa ib le  a f f i -  

n i té  pour l e  lactose caractérisée par un Km de 1,15 fI(70). HALL e t  HART1  ont 

montré q u ' i l  ex is te  deux gènes ebg.Un gène de s t ructure ebgA code pour l a  



p-galactosidase e t  e s t  s i tué  à 59 mn sur  l a  car te  génétique d1Escherichia 
co l i ,  i l  e s t  éloigné du gène lacZ placé à 10 mn. L'autre gène, ebgR e s t  un  
gène de régulation s i tué  près de ebgA, i l  code pour une protéine répresseur. 
Pour qu'une souche portant une delétion sur l e  gène lacZ puisse se  dévelop- 
per avec l e  lactose comme seule source de carbone, i l  f au t  : 

- une mutation sur l e  gène ebgA conduisant à une enzyme ebg modifiée 

ayant une ac t iv i t é  d'hydrolyse du lactose augmentée ; 
- une mutation sur l e  gène régulateur ebgR permettant u n  taux d'expres- 

sion de ebgA plus élevé (70, 71, 73, 74). 

Chaque mutation prise séparément e s t  insuffisante pour assurer un phé- 
notype L~c' .  Les mutations sur l e  gène régulateur ebgR sont de deux types. 
L'une, ebgR- permet 1 'expression constitutive du gène ebgA e t  peut ê t r e  a t -  
tribuée à l a  perte de la  fonction répresseur (72). L'autre type, ebg~+',  
conduit à u n  répresseur modifié permettant, après induction par l e  lactose, 
une synthèse d'enzyme ebg quatre fo is  plus importante mais inchangée quand 
i l  n'y a pas induction (74).  HALL a réussi ,  par mutations, à dir iger  l a  
spéc i f i c i t é  de 1 'enzyme ebg vers une variété de nouveaux substrats.  Ainsi, 
une mutation unique peut conduire à une spéc i f ic i té  pour l e  lactose (glucose- 

p-galactoside) (70 à 73), pour l e  méthyl-p-galactoside (75) ou pour l e  lac- 
tulose (fructose-p-galactoside) (73-76). Une spéc i f ic i té  pour l e  galactose- 
arabinoside requiert  deux mutations dans l e  gène ebgA (76 ) .  Une spec i f ic i té  

pour l e  lactobionate (acide gluconique-$-galactoside) en exige t r o i s  (76). 
De ces substrats ,  seul l e  lactose e s t  u n  inducteur eff icace de l a  synthèse 
de 1 'enzyme ebg, a lors  que l e  méthyl-galactoside, l e  lactulose e t  l e  galac- 
tose-arabinoside sont de faibles  inducteurs e t  l e  lactobionate n 'es t  pas 
inducteur (74). Toutefois, des mutants e b g ~ + L  ont é té  obtenus chez lesquels 
les  pouvoirs inducteurs d u  lactulose,  du méthyl-galactoside e t  du galactose- 
arabinoside sont t r è s  augmentés (77). 

Chez Klebsiella, HALL e t  REEVE (78) ont montré l 'exis tence d'une 
troisième p-gal actosi dase chez une souche portant deux opérons 1 actose, 1 ' u n  
sur l e  chromosome, 1 'autre sur u n  plasmide. Cette p-galactosidase, dont la  
synthèse e s t  induite par l e  lactose,  hydrolyse 1 'orthoni trophényl-B-D- 
gal actopyranosi de mai s non 1 e 1 actose. 

e 

Chez Pseudomonas, genre bactérien proche de Rhizobium au point de vue 
métabolisme des glucides, HIDALGO e t  co l l .  (79) ont montré qu ' i l  exis te  aussi 

une p-ga1 actosidase e t  certainement une p-galactoside perinéase. Chez 1 a souche 



marine BAL 31 q u ' i l s  ont étudiée,  ces deux enzymes présentent certaines s i -  

m i  1 i tudes avec l e s  engymes correspondant dlEscherichia col i : l a  synthèse 

de l a  p-galactosidase e s t  inductible par l e  lactose e t  par 1 'isopropyl-i3- 

D-thiogalactoside (IPTG). Par contre, l ' a c t i v i t é  lactose perméasique ne 

s e r a i t  mesurabl e que quand les  ce1 1 ules ont é t é  cultivées sur 1 actose e t  

non dans u n  milieu riche additionné dlIPTG. I l  e s t  intéressant de noter que 

1'IPTG e s t  inducteur de l a  synthèse de l a  p-galactosidase chez des bactéries 

aussi différentes  que Escheri chia col i (53) ,  Lactobaci 11 us plantarum (80) 

ou Pseudomonas BAL 31 (79). Par contre, chez Lactobaci 1 lus  acidophil us, 

1'IPTG n ' e s t  pas inducteur. 

Pour Rhizobium meliloti chez lequel ce t ravai l  a é t é  réa l i sé ,  la  seule 

indication dont on pouvait disposer concernant l ' éventua l i té  d'un système 

lactose é t a i t  l 'étude systématique f a i t e  par DELATTRE (81). Sur u n  grand 

nombre de souches de Rhizobium testées ,  DELATTRE trouve deux souches ~ a c '  

en se  basant sur l e  virage du rouge au jaune par acidif icat ion d'un milieu 

de culture contenant du  rouge de phénol. D'autre par t ,  l ' ap t i tude  à produire 

du 3-cétolactose sur u n  milieu lactosé a permis d'en f a i r e  u n  caractère 

d i s t i n c t i f  entre  Agrobacteri um radi obacter e t  Rhizobium (82 à 84) . 
Agrobacterium radiobacter produit du 3-cétolactose e t  Rhizobium n'en produit 

pas. Notre t ravai l  a débuté en même temps qu'une étude paral lè le  menée par 

UCKER e t  SIGNER (85) au "Massachussets Ins t i tu te  of Technology". UCKER (86) 

a i so lé  des mutants cataboliques de Rhizobium meliloti  2011 Str3,  l a  souche 

sur laque1 l e  nous avons t ravai l  l é ,  ces mutants serviront certainement à aug- 

menter les  connaissances déjà acquises sur l e  catabolisme des oses (87 à 95) 

Mais l e  r é su l t a t  l e  plus important obtenu par UCKER e t  SIGNER e s t  que l e  

succinate s e r a i t  responsable d ' u n  phénomène analogue à l a  répression cata- 

bolique, ce phénomène semble toutefois  indépendant de l a  présence d'AMPc 

dans les  cel lules .  

Notre travai 1 a d'abord consisté à i so ler  différents  mutants sur l e  

caractère lactose à p a r t i r  d'une souche ~ac' ,  ce q u i  nous a permis de mettre 

en évidence non pas une, mais deux enzymes à ac t iv i t é  p-galactosidasique. 

Nous nous sommes l ivrés  à une étude biochimique succimte de ces deux erizymes 

puis à une étude physiologique sur toutes l e s  étapes de l ' u t i l i s a t i o n  d u  

lactose : induction des enzymes impliquées, pénétration du lactose dans l e s  

ce l lu les  e t  hydrolyse du lactose. 

Note : Certains résul ta ts  de ce t te  thèse ont f a i t  1 'objet  d'une publication (96) 

D'autres ont é té  soumis au "Journal of General Flicrobiology" (97).  



Matériel et Méthodes 



1 - SOUCHES BACTERIENNES 

A - Isolement 

La souche sauvage 2011, vraisemblablement isolée en Ecosse, nous a 

é t é  aimablement fournie par J .  DENARIE (C.N.R.A. Versai l les) .  

La souche 2011 St r3  provient de l a  même collection. I l  s ' a g i t  d'un 

mutant de 2011 rés i s tan t  à l a  streptomycine à l a  concentration de 400 rg/ml 

Le protocole suivant (98) a é t é  observé pour 1 'isolement du mutant 

2011 Lei. Les ce11 ules de la souche 2011 Str3,  cultivées dans l e  milieu 

RC glucosé à 1 %, sont centrifugées, lavées e t  reprises dans du  tampon 

Tris 0 ,O9 M - acide maléique 0 $05 M pH 6,65. Après addition du même vol u- . 
me de N-méthyl-N' - n i  tro-N-nitrosoguanidine à 1500 rg/ml dissoute dans l e  

même tampon (concentration f ina le  : 750 vg/ml), on la i sse  en agitation 

30 mn à 30°C ; les cellules sonJ centrifugées e t  reprises dans l e  milieu R ,  

puis é ta lées  sur milieu RC glucosé gélosé. Lorsque l e s  colonies isolées 

atteignent 1 mm de diamètre, on procède à des répliques sur  milieu minimum 

lactosé, puis sur milieu m i n i m u m  glucosé. 

L'isolement de mutants ~ a c - ,  d i f f i  ci l e  chez Rhizobium me1 i l o t i  , s e r a i t  

f a c i l i t é  s i  1 'on disposait  d ' u n  moyen de reconnaissance des colonies 
+ 

Lac e t  ~ a c -  sur agar, sans avoir recours à l a  technique des répliques. 

Nous avons f a i t  un cer tain nombre d 'essa is  avec les  souches 2011 Str3 e t  

2011 L-i , afin de rechercher u n  indicateur de pH convenable. 

La différenciation de ces souches a é t é  obtenue dans l e s  conditions 

suivantes : 

Milieu RC gélosé à 20 %, d'Agar Difco 

additionné de lactose à 2 % 

Bleu de bromothymol : 40 mg/litre 

pH 6,9 ou 7 avant autoclavage 

Ce milieu doi t  ê t re  ve r t .  

L'observation do i t  se f a i r e  avec environ 15 à 20 colonies par boîte 

e t  au bout de 6 jours.  

Dans ces conditions, l a  souche 2011 St r3  donne de grosses colonies 

jaune-ci tron e t  l a  souche 2011 L-i de pe t i tes  colonies blanc-jaune. 

Malheureusement, ce système de différenciation n 'a  pas é t é  sa t i s fa i sant  



avec d'autres souches ~ a c '  e t  ~ a c -  de l a  collection du laboratoire. 
L'isolement des mutants ~ a c  e s t  décr i t  dans l e  chapitre IV des ré- 

su1 t a t s  . 

B - Conservation 

Une culture en milieu riche RC ou TY e s t  additionnée de glycérol à 

20 % e t  placée à - 20°C. Les souches sont repiquées une fo i s  par an. 

C - Propriétés symbiotiques 

Les t e s t s  d ' infec t i  vi t é  e t  d 'efficience des souches sont réal isés 
sur plantules aseptiques de luzerne (Medicago sat iva)  selon BONNIER e t  
BRAKEL (99).  Les souches u t i l i s ées  sont toutes e f f ic ientes .  

I I  - MILIEUX DE CULTURE ET PRODUITS CHIMIQUES 

A - Milieux de culture 

Milieu riche RC 

K2 HP04 1 g 

Mg S04 , 7 H20 092 g 
Extrai t  de levure (Difco) l g  

q.s.p.  1 1  
pH 7 à 7,5 
S té r i  1 isation à 1 'autoclave, 120°C, 20 minutes. 

Milieu riche T Y  
Bacto tryptone Difco 5 9 

Yeast extract Difco 3 9 

Ca Cl2, 6 H20 1,3 g 

9.s.p. 1 1  
pH 7 à 7,5 
Stér i  1 isation à 1 'autoclave , 120°C, 20 minutes. 



Milieu minimum RHBl 

K2 HP04 095 g 

Mg S04 , 7 H20 032 g 

NH4 NOg 095 g 

9.s.p. 1 1  

pH 7 à 7,5 

Après s t é r i l i s a t ion  à 1 'autoclave à 120°C, 20 minutes 

ajouter 0,01 ~3 de biotine e t  0,5 pg de thiamine. 

Milieu minimum M 9 A 

Na2 H PO4 5,8 g 

K H p  PO4 3 g 

NaCl 0,5 g 

NH4Cl 1 g 

2O q.s;p. 1 1  
pH 7 à 7,5 

Après autoclavage à 120°C, 20 mn, ajouter 1 mM Mg S04, 

10 M CaC12 e t  1 ug de biotine par ml. 

Quand l e s  milieux de culture sont gélosés, on ajoute 15 g d'Agar 

Di fco par 1 i t r e .  

Pour év i t e r  les  contaminants bactériens, on ajoute la  plupart du 

temps dans l e s  cultures,  de l a  dihydrostreptomycine (S.P.E.C. 1 .A.) à l a  

concentration de 400 pg/ml pour toutes les  souches, sauf pour la souche 

sauvage 2011, qui e s t  streptomycine-sensible. 

B - Oses, osides e t  analogues 

Le parani trophényl-B-D-gal actopyranoside (PNPGal ) e t  l e  parani trophényl- 

p-D-gl ucopyranoside (PNPGl c) proviennent de chez Koch-Light ; l e  glucose, 

l e  galactose e t  l e  lactose de chez Merck ; l e  glycérol de chez Prolabo ; 

l e  lactulose (4-(p-D-galactosy1)-D-fructose) de chez Serva ; l e  fructose , 
l e  cellobiose, l e  gentiobiose, 1 'isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside 

(1 .P.T .G.) , l e  1-0-méthyl-p-D-galactoside (MG), l e  méthyl-p-D-thiogalacto- 

side (TMG) e t  l e  phényl-B-D-galactoside de chez Sigma. 



I I I  - CROISSANCES 

Les courbes de croissance sont réal isées  de la  manière suivante. 
5 Les bactéries sont ensemencées à raison de 10 cellules/ml environ dans 

des flacons de 500 ml contenant 100 ml de milieu de culture. Ces flacons 

sont agités à raison de 100 tours/minute dans une pièce à 30°C. 

La mesure de l a  densité optique se f a i t  à 600 nm sur un spectropho- 

tomètre Zeiss type PMQ I I .  

Les courbes diauxiques ont é té  réal isées  sur l e  biophotomètre expé- 

rimental dans l e  Service du Professeur MOSCHETTO, I.N.S.E.R.M. Li l le .  

Les numérations de cellules viables se  font  sur  milieu riche gélosé 

par la  méthode de la  double couche après di lut ion par entraînement dans l e  

milieu R ( R H B l  sans addition de vitamines) . 

IV - PREPARATIONS, MESURES DES ACTIVITES, ET ETUDES ENZYMATIQUES 

A - Préparations des ex t r a i t s  bruts 

Pl usieurs 1 i t r e s  de culture bactérienne sont préparés en m i  1 ieu RC 

additionné ou non de lactose dans des f i o l e s  à toxines de 2 l i t r e s ,  à r a i -  

son d ' u n  l i t r e  par f i o l e .  Les ce1 lules  sont centrifugées e t  lavées dans 

du tampon phosphate de potassium 12,5 mM pH 6,6, puis centrifugées à nou- 

veau. Le culot e s t  mélangé à de 1 'alumine neutre (Prolabo) à raison de 

2 g d'alumine pour 1 g de cel lules  (poids humide) e t  broyé dans un mortier 

à 0°C. Les cellules brisées sont diluées dans l e  même tampon e t  centrifu- 

gées à 30000 g pour éliminer l'alumine e t  l e s  debris ce l lu la i res .  Le sur- 

nageant e s t  placé à 4"C, puis l e s  acides nucléiques sont précipités par 

addition de su l fa te  de streptomycine 25 mg/ml. Après centrifugation à 

30000 g l e  surnageant e s t  dialysé une nui t  à 4°C contre l e  tampon. Le 

surnageant dialysé constitue 1 ' ex t ra i t  b r u t .  

B - Mesures des ac t iv i tés  enzymatiques 

Les cel lules  sont centrifugées e t  reprises  dans 2 ml de tampon phos- 

phate de potassium 12,5 mM pH 6 , 6 .  Elles sont placées à 30°C, puis perméa- 

b i l i sées  pendant 10 mn. On ajoute 0,5 ml de solution de paranitrophényl- 

i3-D-galactopyranoside (PNPGal) à l a  concentration de 3,3 mM. On incube 

pendant 2 heures à 30°C, puis l a  réaction e s t  arrêtée par addition de 



1 ml de Na2 CO3 , 0,25 M e t  E.D.T.A.  2 %. Après centrifugation, l e  parani- 

trophénol l ibéré  e s t  dosé par lecture de l'absorbance du surnageant à 

400 nm. Une unité enzymatique correspond à l a  l ibération de 1 nmol de para- 

n i  trophénol par m i  nute dans ces conditions d 'expérience. 

Pour les  e x t r a i t s  enzymatiques (dans l e  tampon phosphate), ceux-ci 

sont mis directement en contact avec l e  PNPGal ou l e  PNPGlc à l a  concentra- 

tion f i  na1 e désirée . 
La mesure de 1 'hydrolyse du  lactose e s t  f a i t e  selon DAHLQVIST (100) 

on dose l e  glucose 1 ibéré avec l a  gl ucose oxydase. 

C - Purifications par t ie l les  e t  études des enzymes 

1 - Purification pa r t i e l l e  de 1 'enzyme A ----------------- ----------------- ---- 
La souche 2011 Str3 e s t  cultivée en mi l ieu  RC additionné de lactose 

à 1 % afin d' induire l a  synthèse de 1 'enzyme A.  Un ex t r a i t  b r u t  de ce t t e  

souche e s t  soumis à une précipitation fractionnée au sulfate  d'ammonium. 

L 'ex t ra i t  brut e s t  porté à un degré de saturation de 35 % avec une solu- 

tion saturée de su1 f a t e  d'ammonium, ceci à 0°C. Le précipi t é  e s t  é1 iminé 

par centrifugation e t  l e  surnageant e s t  porté à un degré de saturation 

de 50 %. Le précipi té  e s t  centrifugé, dissout e t  dialyse une n u i t  contre 

l e  tampon phosphate de potassium. La préparation enzymatique e s t  passée 

sur une colonne de chromatographie de tami sage mol écu1 a i r e  Séphadex 6-200 

(65 x 1,5 cm) . Le même tampon e s t  u t i  1 i sé pour 1 'é l  ution de l a  col onne. 

Les fractions contenant une ac t iv i t é  p-galactosidasique sont ensuite ras- 

semblées, concentrées s i  besoin contre du polyvinylpyrrolidone e t  u t i l i s ées  

rapi dement. 

2 - Purification pa r t i e l l e  ----------------- de 1 'enzyme ---- B 

La souche 2011 L-i e s t  cultivée en milieu RC sans addition d'ose,  

oside ou analogue. L 'ex t ra i t  brut de ce t te  souche subi t  une précipitation 

fractionnée au su l fa te  d'ammonium e t  on récupère l a  fraction qui précipi te  

entre 50 % e t  65 % de saturation. Comme pour l'enzyme A ,  la fraction enzy- 

matique e s t  passée sur  une colonne de Sephadex G-200 avant u t i l i s a t ion .  

3 - Electrophorèse en gel d 'asar  ----------- ---------- --------- 
L'électrophorèse e s t  réalisée en tampon phosphate pH 7,5 avec de 

1 'agar noble (Difco) . La tension appliquée e s t  de 20 V .  L 'ac t iv i té  

p-galactosidasique e s t  révélée en coulant à la surface de la  gélose où 



s ' e s t  f a i t e  1 'électrophorèse, une couche de solution gélosée de PNPGal en 

tampon phosphate, pH 6 .  On incube à 37°C. 

4 - Chromatograehie d 'échange d 'ions ------------ -- ----------- -------- 
De l a  diéthyl-amino-éthyl-ce11 ulose (D.E.A.E .-ce1 1 ulose) e s t  régénérée 

par des séjours successifs dans HC1 0,5 N ,  dans NaOH 0,5 N e t  dans l ' eau  

d i s t i l l é e  jusqu'à pH 7. Après s tab i l i sa t ion  avec du tampon phosphate de 

sodium 0,025 M pH 8 ,  l a  cellulose e s t  placée dans une colonne de dimen- 

sions 3 x 14 cm e t  s tab i l i sée  à nouveau avec 100 ml de tampon. Après dé- 

p6t de 1 ' e x t r a i t  enzymatique, 100 ml de tampon sont ajoutés ; l e s  protéïnes 

fixées sont ensuite éluées par u n  gradient de force ionique de O à 1 M de 

NaCl dans l e  tampon. Les ac t iv i tés  p-galactosidasique e t  p-glucosidasique 

sont mesurées dans les fractions de 5 ml collectées.  

5 - Inactivation thermigue i r réversible  ....................... --------------- 
Les ce1 1 ~ l e s  perméabilisées par l e  toluène d'une part ,  l e s  ex t r a i t s  

enzymatiques d 'autre  pa r t ,  sont portés à l a  température désirée pendant 

un temps donné, puis instantanément refroidis  dans l a  glace. Les ac t iv i t é s  

p-galactosidasiques e t  p-glucosidasiques sont ensuite mesurées. 

V - MESURE DE LA PENETRATION DU LACTOSE ET DE L'1.P.T.G. DANS LES CELLULES 

A - Temps courts 

Les ce l lu les  sont précultivées dans l e  milieu RC lactosé à 1 % puis 

centrifugées, lavées e t  placées dans l e  milieu RHBl à 30°C, à une absor- 
8 bance à 600 nm de 0,8 (environ 8.10 bactérieslml) . Au temps T g ,  on ajou- 

t e  du lactose ou de 1 '1 .P .T.G. non radioactif  ( D-glucose - 1 - 14c - 
lactose Amersham France ou I.P.T.G. 14c -c.E.A.). On prélève 1 ml à diffé- 

rents temps que 1 'on f i l t r e  sur f i l t r e  Sartorius porosité 0,22 . On rince 

abondamment à l 'eau d i s t i l l é e  à 0°C. Les f i l t r e s  sont séchés sous infra- 

rouge, placés dans une f io l e  à sc in t i l l a t ion  où l 'on  ajoute 9 ml de liquide 

sc in t i l l an t  Lipoluma, puis comptés au compteur à sc in t i l l a t ion .  Inter  

Technique. 



B - En culture 

Les ce11 ules sont précultivées dans l e  milieu R C .  Au temps To, on 
6 inocule environ 2.10 bactérieshl  dans l e  milieu RHBl additionné de 

lactose 2 mM e t  de lactose 0,02 pCi/ml . A différents temps, on prélève 
1 ml que 1 'on f i  1 t r e  e t  compte comme précédemment. Après 95 heures 
de culture, les ce1 1 ules sont él iminées par centrifugation, on prélève 
1 ml de surnageant auquel on ajoute 2 gouttes d'acide sulfurique e t  9 ml 
de liquide sc int i l lant  avant de compter. 



Résultats 



CHAPITRE 1 : 

CROISSANCE.DE LA SOUCHE DE TYPE SAUVAGE 2011 Str3 

ET DE SON MUTANT 2011 L-i 

1 - CROISSANCE E N  PRESENCE DE p-GALACTOSIDES 

A - Milieu m i n i m u m  

La croissance de l a  souche de type sauvage 2011 Str3 e t  ce l le  de son 

mutant 2011 L'i dans l e  milieu minimum RHBl  sont suivies par mesure de 

l'absorbance à 600 mn. De nombreux contrôles ont é t é  effectués en numérant 

les  ce l lu les  viables en milieu solide.  Les courbes de densité optique e t  

de numération sont superposables. Une densité optique de 1 correspond à 
9 environ 10 ce1 1 ul es/ml.. La croissance a é t é  mesurée avec l e s  sources de 

carbone sui vantes : gl ucose , galactose, 1 actose, 1 actul ose , 1-O-&thyl -$-D- 

galactoside e t  ce1 l obiose, toutes additionnées à 0 , l  %. Les courbes de 

croissance sont représentées sur la  figure 1. On constate que l e s  souches 

se développent de manière similaire sur glucose, galactose e t  cellobiose 

(4-O-$-D-gl ucopyranosyl -D-gl ucose) . Par contre, la  souche 2011 L-i  c r o i t  

à peine avec un p-galactoside comme seule source de carbone, q u ' i l  s ' ag isse  

du lactose (4-O-p-D-gal actopyranosyl -D-gl ucose) , du  1 actul ose (4-0-P-D- 
galactopyranosyl-D-fructose) ou du  1-O-méthyl-p-D-galactoside. 

Une t r è s  f a ib l e  croissance, comme ce1 l e  observée i c i ,  peut ê t r e  due 

à une d i f f icu l té  pour l e  substrat  à pénétrer dans l e s  cel lules .  Dans l e  cas 

qui nous intéresse,  on pouvait supposer qu'un système de pénétration au 
lactose par une perméase, ac t i f  chez la  souche de type sauvage a i t  é t é  

affecté  par la mutation, l a  synthèse de - l a  perméase ne se fa i sant  plus 

chez l e  mutant. Dans ce cas, on aboutit à un système de pénétration des 

substrats par diffusion simple e t  en augmentant 1 a concentration en substrat  

dans l e  milieu, on augmente proportionnellement sa concentration intra-  

ce l lu la i re  e t  donc l a  densité optique de l a  culture.  Nous avons inoculé 

l a  souche 2011 L-i dans l e  mi l ieu minimum RHBl additionné de concentrations 

croissantes en lactose.  La même expérience a é t é  f a i t e  avec l e  type sauvage 

2011 Str3.  La f igure 2 représente les  courbes de croissance obtenues. 

Pour l e  type sauvage, on observe un  début de croissance d'autant plus rapide 



Figure 1. Courbes de croissance de - l a  souche de type sauvage 201 1 S t r3  (m ) 
e t  de son mutant 2011 L-i  ( H ) dans l e  milieu minimum RHBl 
additionné d'une source de carbone à l a  concentration de 0,1% 
Sources de carbone: a.glucose b .galactose c .cellobiose 

d.lactose e , lac tulose  f.1-O-méthyl-P-D-galactoside 



que l a  concentration en lactose dans l e  milieu e s t  élevée. Par contre, 

e t  dans ces conditions d'expérience, 1 a densi t é  optique maximale obtenue 

en phase s tat ionnaire  ne varie pas selon les  concentrations en lactose 
essayées. La concentration en 1 actose n ' e s t  donc pas un facteur  1 imitant,  
au moins jusqu'à 0 , l  %, de l a  croissance. En ce q u i  concerne l e  mutant, 
l a  croissance e s t  fa ible  dans tous l e s  cas e t  l 'addi t ion de lactose à une 

concentration élevée, 3 %, n'augmente pas sensiblement l e  taux de croissance. 

B - Milieu riche 

A de nombreuses reprises au cours de ce t te  étude, nous avons eu besoin 

d'une quantité importante de ce1 1 ules cultivées dans u n  milieu contenant 
du lactose,  ceci af in  d' induire 1 a synthèse des enzymes impl iqui?s dans 
l ' u t i l i s a t i o n  du  lactose.  Puisque l e  mutant 2011 L - i  ne se développe pres- 
que pas sur mi l i eu  minimum lactosé,  nous avons u t i l i s é  u n  milieu riche 
contenant de l ' e x t r a i t  de levure, l e  milieu RC dans lequel 1 % de lactose 

a é t é  ajouté.  Dans ces conditions, l a  croissance d u  mutant 2011 L-i e s t  
nettement moins importante que ce l le  du type sauvage (figure 3 ) ,  mais per- 
met l a  récupération de cellules en quantité suffisante.  Dans l e  milieu RC 

seul,  sans addition de lactose,  la  croissance des souches 2011 Str3 e t  
2011 L-i e s t  la même. Cette croissance e s t  sensiblement égale à ce l le  de 
l a  courbe basse de la  figure 3,  c 'es t -à-dire  à cel le  du mutant cultivé sur 
RC lactosé.  Ceci indique que l e  lactose n ' e s t  pas non plus u t i l i s é  par l e  
mutant dans ce milieu riche. 

I I  - CROISSANCE EN PRESENCE D'AUTRES SOURCES DE CARBONE 

Le mutant 2011 L-i a é t é  sélectionné par son incapacité à se déve- 

lopper correctement sur milieu minimum RHBl  additionné de lactose comme 
- 

seule source de carbone. I l  é t a i t  intéressant de savoir s i  l a  mutation 

conduisant de l a  souche 2011 Str3 à 2011 L-i n'avait  pas a f fec té  d'au- 
t r e s  caractères. Aussi avons nous inoculé ces deux souches dans l e  milieu 
m i  nirnum RHB1, addi ti onné d ' une source de carbone. Les résul t a t s  figurent 

dans 1 e tableau 1. 

Rhizobium me1 i l o t i  type sauvage 2011 Str3 e s t  capable d ' u t i  1 i s e r  pour 
sa croissance toutes les  sources de carbone essayées, excepté l e  glycogène. 
Cette souche semble donc posséder de grandes capacités métaboliques e t  u n  



Heures 

Figure 2. Courbes de croissance de l a  souche de type sauvage 2011 S t r3  
(symboles creux) e t  de son mutant 201 1 L i  (symboles ~ l e i n s )  
dans l e  milieu minimum RHBi additionné de lactose 
d i f fé ren tes  concentrations. 
Concentrations en lactose: A A ; 0,1% 

am; O,% 
O*; 3% 
O@; 3% 

Figure 3. 
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Courbes de croissance de l a  souche de type sauvage 201 1 Çtr3 \.->) ( L L A  ) e t  de son mutant 2G11 L-i ( A-A ) dans l e  milieu r iche 
RC additionné de lactose à 1%. 



Tableau 1 : Croissance des souches 2011 S t r3  e t  2011 L-i sur milieu 

m i  nirnurn RHBl , additionné d 'une source de carbone. 

: Source : Type sauvage 2011 Str3 : Mutant 2011 L-i 
de +-----------------------------a-----------------------------A 

: Carbone : 48 h 72 h 96 h : 48 h 72 h 96 h : 
*--------------*-----------------------------+----------------------------- ?. 

- : 0,Ol O , O 1  O : 0,Ol O ,O2 0,Ol : 

: Gl ycérol : 0,29 : 0,63 

: Erythri to l  : 0 ,O8 O ,28 0,52 : 0,04 0,14 0,31 : 

: D  Arabinose : 0,48 : 0,23  

:LArabinose : 0,51 : 0,42 

:Ribose : . O ,44 : 0,46 

:D Xylose : 0,64 : 0,66 

: Adoni tol  : 0,27 : 0,22 

:D Glucose : 0,82 : 0,78 

: D  Fructose : 1,48 

: Rhamnose : 0,51 
:Du1 ci tol  : 0,09 

:Inosi to1 : 0,60 

: D  Cellobiose : 0,34 

:Maltose : 0,48 

:Lactose : 0,66 

:Saccharose : 0,71 

:Trehalose : 0,52 

:D Melezi tose : 0,40 

:D Raffinose : O , 1 1  

: Glycogène : 0,04 

:p Gentiobiose : 0,40 

:L  Fucose : 0,23 

G Les inocula sont d'environ 2.10 bactérieslrnl . 
Les résu l ta t s  sont exprimés en absorbance à 600 nm. Lorsque l 'ab-  

sorbance a t t e in t e  après 48 heures d '  incubation é t a i t  f a ib l e ,  1 'ex- 
périence a é t é  poursuivie jusqu'à 72 ou même 96 heures. 



équipement important en enzymes de dégradation des oses e t  osides. Le 
mutant 2011 L-i donne des résu l ta t s  tout  à f a i t  semblables pour 1 'ensemble 

des sources de carbone essayées, à 1 'exception bien sûr du  lactose.  A ce 
tableau, i l  faut  ajouter l e  sorbitol  qui ,  essayé séparément, s ' e s t  révélé 
ê t r e  une source de carbone u t i l i s ab le  par ces deux souches pour leur  crois-  
sance. 

Pour s 'assurer  de ce que l a  différence de croissance sur p-galactosides 
entre  les  souches é t a i t  entièrement localisée au niveau de l a  première éta- 
pe du catabolisme, c 'es t -à-dire  pour l e  lactose : lactose -, galactose 
+ glucose, nous avons calculé l e  temps de génération des deux souches sur 

mi l i eu  minimum additionné de gl ucose. Les courbes de croissance nécessaires 
au calcul de ces temps de génération constituent l a  figure 4 .  

Heures  

Figure 4. Courbes de croissance de l a  souche de type sauvage 201 1 Str3 
(H) e t  de son mutant 2011 L-i (A-A ) dans l e  milieu minimum 
RHBl additionné de llucose à 0,1% 
Ce3 courbes permettent l e  calcul des temps de génération. 



Dans les  conditions de 1 'expérience, l e s  temps de génération cal cul és  

dans l a  phase exponentielle de croissance, sont les  suivants : 
2011 St r3  : 2 h 45 2011 L - i  : 2 h 45. 

Les résu l ta t s  identiques obtenus quant à 1 ' u t i  1 isation d'un grand 
nombre d'oses e t  osides comme seule source de carbone e t  les  temps de gé- 

nération semblables pour les  deux souches monltrent que l a  mutation a a f fec té  
l a  première étape du catabolisme du lactose,  e t  e l  l e  seule. 

Le mutant 2011 L-i apparaît donc comme é tan t  affecté  sur l a  première 
étape du catabolisme du  lactose.  Aucune fonction essent iel le  à l a  dégrada- 
t ion des autres oses e t  osides ne semble avoir é t é  dé t ru i te .  Une des expé- 

riences décrites ci-dessus donne à penser que ce n ' e s t  pas u n  système per- 
méasique qui a é t é  touché lors  de la  mutation, mais cela va ê t r e  étudié 
plus en détail  dans l e  chapitre IV. Avant ce la ,  nous nous intéresserons 
d'abord à l a  p-galactosidase. 



CHAPITRE I I  : 

ACTIVITES p-GALACTOSIDASIQUES DES CELLULES ENTIERES DE LA 
- - -- 

SOUCHE DE TYPE SAUVAGE 2011 S t r3  ET DE SON MUTANT 2011 L-i 

1 - RECHERCHE DE L'ACTIVITE p-GALACTOSIDASIQUE DANS DIFFERENTES CONDITIONS 

La p-galactosidase dlEscherichia co l i  e s t  capable d'hydrolyser u n  grand 

nombre de subs t ra t s  : l ac tose ,  phényl-$-D-galactoside, orthonitrophényl-p-D- 

galactoside,  métanitrophényl-p-D-galactoside, paranitrophényl-B-D- 

galactoside,  orthoaminophényl-/3-D-galactoside , paraaminophényl -p-D-gal actos i  de 

2-4-di n i  trophényl-$-D-galactoside, 3-5-di ni trophényl -$-D-galactoside, cinnamyl- 

p-D-galactoside, méthyl -p-D-galactoside, naphtyl -p-D-gal actos ide ,  5-bromo- 

4-chloro-3-indoxyl -p-D-gal actos ide ,  6-bromo-2-naphtyl -$-D-galactoside, 

orthonitrophényl-a-L-arabinoside,  orthonitrophényl-p-D-fucoside e t  

orthoni trophényl -$-D-gl ucosi de (59) . 
Parmi tous ces subs t r a t s ,  l e  plus couramment u t i l i s é  e s t  1 'orthoni t ro-  

phényl-p-D-galactosi de ( O N P G )  . L 'hydrolyse de 1 'ONPG 1 i bère de 1 'orthoni t ro -  

phénol de couleur jaune e t  du galactose. La mesure de 1 ' a c t i v i t é  p-galacto- 

sidasique se f a i t  par l ec tu re  de 1 'absorbance à 415 nm après l a  réact ion.  

Un composé voisin de I'ONPG, l e  paranitrophényl-p-D-galactoside (PNPGal) 

peut ê t r e  également t r è s  u t i l e  dans ce r ta ins  cas .  Son hydrolyse l i bè r e  du 

paranitrophénol dont l e  maximum d'absorption se  s i t u e  à 400 nm e t  qui a 

l 'avantage sur  l 'orthonitrophénol d ' avo i r  une absorbance près de quatre f o i s  

plus élevée pour une même concentration. Ceci e s t  part iculièrement in té res -  

san t  quand l e s  a c t i v i t é s  p-galactosidasiques mesurées sont f a ib l e s .  

Chez Rhizobium me1 i l o t i ,  nous avons u t i l i s é  t r o i s  subs t ra t s  : 1 ' O N P G ,  

l e  PNPGal e t  l e  l ac tose .  

L ' a c t i v i t é   al actosidasique a é t é  mesurée dans u n  premier temps su r  

ce l lu les  en t iè res  dans d i f fé ren tes  conditions. Les r é su l t a t s  f igurent  dans 

l e  tableau 2. On constate que : 

1) L ' ac t i v i t é  p-gaiactosidasique des ce1 1 ul e s  de type sauvage e s t  su- 

périeure à ce l l e  des ce l lu les  du mutant. 

2) L ' ac t i v i t é  des ce1 1 ules du mutant n ' e s t  pas nul le ,  ce qui révèle  

q u ' i l  ex i s t e  encore dans ces ce11 ules une enzyme à a c t i v i t é  p-galactosidasique. 



Tableau 2 : Activi tés  /3-galactosidasiques des ce1 l u l e s  du type sauvage 

e t  du mutant perméabilisées dans différentes condit ions.  

Substra t  e t  produit : Type sauvage : Mutant No 
: qui perméabi l i s e  l e s  ce1 l u l e s  : 2011 S t r3  : 2011 ~ - i  : 

? 

1 : 0,5 ml PNPGal à 1 mglm1 0,58 O ,27 

2 : 0,5 ml PNPGal à 1 mglm1 3,61 1,20 

: 2 gouttes Tol uène 

: 3 : 0 ,5mlPNPGalà1mg/ml  3,57 1,24 

: 4 gout tes  de Tol uène 

: 0,5 ml PNPGal à 1 mglm1 6,79 1,22 : 4 

: 4 gouttes chloroforme 

5 : 0,5 ml PNPGal à 1 mg/ml 7,14 1,58 

: 2 gouttes Toluène 

: 4 gouttes chloroforme 

: 6 : 0,5 ml PNPGal à 1 mglm1 6,97 O $91 

: 2 g o u t t e s S . D . S . 0 , 1 %  

: 4 gouttes chloroforme 

: 7 : 0,4 ml ONPGal à 4 rnglml 8,64 2,35 

: 2 gout tes  S.D.S. 0 , l  % 

: 4 gouttes chloroforme - 

Les résul t a t s  sont  exprimés en u n i  t é s  p-gal actosidasiques. Une u n i  t é  

p-galactosi dasique se  défi  n i t  comme 1 nanomole de paranitrophénol 

l i bé r é  par minute par mg de ce l l u l e s  (poids s ec ) .  
/ 



Même quand ces ce l lu les  ne sont pas perméabilisées, une ac t iv i t é  résiduelle 

persis te ,  ce q u i  montre que l e  PNPGal peut pénétrer dans l e s  ce l lu les  du 

mutant. 
3) Pour les  deux souches, 1 ' a c t iv i t é  e s t  nettement plus fo r t e  quand 

l e s  ce1 1 ules sont perméabi 1 i sées par un sol vant organique. 
4) Les ac t iv i t é s  l e s  plus for tes  ont é t é  obtenues par perméabilisation 

des ce11 ules avec l e  chloroforme. 
5)  L'expérience no  7 e s t  la  seule f a i t e  avec 1 'ONPGal comme substrat ,  

ce t te  expérience donne l e s  résu l ta t s  l e s  plus élevés en nombre d 'uni tés  
f3-galactosidasiques. Mais, s i  l 'on t i e n t  compte du  f a i t  que 1'ONPG a é t é  

ajouté à 4 mg/ml contre 1 mg/ml pour l e  PNPGal , l e s  résu l ta t s  ne sont pas 
comparables. 

On peut déduire de cet te  expérience que l a  mutation conduisant à l a  
souche 2011 L-i a perturbé la  synthèse de la  p-galactosidase. Cette muta- 
tion a pu a f fec ter  u n  gène de s t ructure ou u n  gène de régulation. Toute- 
fo i s ,  chez l e  mutant, 1 ' a c t iv i t é  p-galactosidasique, bien que diminuée, 

subsiste à u n  taux non négligeable. Dans ces conditions, l'hypothèse la  
plus simple e s t  que l e  mutant synthétise une $-galactosidase modifiée e t  

moins active vis-à-vis des substrats synthétiques ONPG e t  PNPGal . Si te l  
e s t  l e  cas, l a  mutation a affecté un gène de structure de l a  $-galactosidase 
e t  la  régulation de l a  synthèse de c e t t e  enzyme doit  ê t r e  l a  même chez l a  
souche de type sauvage e t  chez l e  mutant. 

Pour savoir si t e l  é t a i t  l e  cas,  nous avons cultivé l e s  deux souches 
dans différents  milieux e t  en présence de différents  oses, osides e t  analo- 

gues, puis l e s  ce l lu les  ayant é t é  lavées e t  perméabilisées, nous avons me- , 

suré leur ac t i  vi t é  B-galactosidasique spécifique. 

I I  - INDUCTIBILITE DES ACTIVITES p-GALACTOSIDASIQUES 
-- - - --  - - 

La recherche de 1 ' i  nducti bi 1 i t é  de 1 ' ac t iv i t é  p-galactosidasique se  
f a i t  de l a  manière suivante. 

Les cel lules  sont cultivées sur l e  milieu qu'on désire étudier .  Puis 

e l l e s  sont centrifugées, l e  surnageant e s t  re je té  e t  on reprend l e  culot 
avec u n  tampon dans lequel on veut effectuer  la  réaction enzymatique, puis 

on perméabilise l e s  cel lules  à raison de deux gouttes de toluène pour 2 ml 
de cellules dont 1 'absorbance à 600 nm e s t  1. Enfin, l e  substrat  PNPGal e s t  
ajouté. 



Tableau 3 : Induction des ac t iv i tés  p-galactosidasiques par des oses, 

osides e t  analogues après culture des cel lules  dans l e  
milieu riche RC contenant de 1 ' ex t r a i t  de levure. 

: Inducteurs 1 0 - ~  M : Type sauvage 2011 Str3 : Mutant 2011 L-i 
*------------------------f---------------------------+------------------------ f 

- : 3,32 1,36 

: Galactose : 6,79 (3,47) : 1,56 (O, 20) : 

: Lactose : 11,OO (7,68) : 1,67 (0,31) : 

: Lactulose : 11,58 (8,26) : 1,47 (O, 11) : 

1 PTG : 11,35 (8,03) : 1,40 (0,04) : 

: MG : 12,30 (8,98) : 1,48 (O, 12) : 

: TMG : 9,36 (6,04) : 1,29 (- 0,07) : 

: Glucose 2,99 (- 0,33) : 1,44 (O ,08) : 

: Fructose : 3,11 (- 0,21) : 1,46 (0,lO) : 

: Cellobiose 3,57 (O ,25) : 1,97 (0,61) : 

Les résu l ta t s  sont exprimés en unités /3-galactosidasiques. 
Les chiffres  entre parenthèses indiquent 1 a différence entre  l e  
taux d 'ac t iv i té  en présence d'inducteur e t  l e  taux de base sans 
inducteur. 



Deux milieux de culture ont é t é  u t i l i s é s  pour l a  recherche de l ' induc- 

t i b i l i t é ,  l e  milieu riche RC contenant de l ' e x t r a i t  de levure e t  l e  milieu 

minimum RHBl additionné d'une source de carbone : fructose, glycérol , lac- 

tose,  glucose, ce1 lobiose ou succinate. 

Les r é su l t a t s  obtenus après croissance des ce11 ules dans l e  milieu 

riche RC f igurent dans l e  tableau 3 e t  ceux du milieu minimum RHBl  dans l e  

tableau 4.  

Les oses, osides e t  analogues ajoutés à ce milieu de culture pendant 

toute l a  croissance l e  sont à la concentration de 1 0 - ~  M y  ce qui e s t  une 

concentration généralement considérée comme t r è s  excédentaire pour 1 'inac- 

t ivation du répresseur impliqué dans l a  synthèse des enzymes étudiées.  

A l a  lecture du tableau 3, on constate que : 

1) Chez l a  souche 2011 Str3,  s i x  composés : galactose, lactose,  lac- 

tulose , isopropyl -p-D-thiogal actosi de (IPTG) , 1-O-méthyl -B-D-gal actoside 

(MG) e t  méthyl-p-D-thiogalactoside (TMG) augmentent 1 ' a c t i v i t é  p-galactosi- 

dasique spécifique. Trois composés, l e  gl ucose, l e  fructose e t  l e  ce1 lobiose 

n'augmentent, n i  ne diminuent ce t te  a c t i v i t é  de façon s ignif icat ive.  Les 

s ix  composés qui augmentent 1 ' ac t iv i t é  e t  q u i  sont donc des inducteurs, 

possèdent tous u n  radical galactose dans leur molécule. Ce radical galac- 

tose semble su f f i r e  pour 1 'induction de la  p-galactosidase. Cette induction 

s e r a i t  donc peu spécifique. 

2 )  Lorsqu'i 1 y a augmentation de 1 ' ac t i  v i t e  p-galactosidasique, cet te  

augmentation e s t  toujours fa ib le .  Le taux de base, obtenu avec l e  milieu 

RC seul ,  e s t  à peine multiplié par 4 dans l e  meilleur des cas (induction 

par l e  MG). En première approximation, i l  semble que l e  taux d'induction . 

de l ' a c t i v i t é  p-galactosidasique s o i t  f a ib l e ,  incomparablement plus fa ib le  

que pour la p-galactosidase lac Z dlEscherichia co l i ,  dont l e  nombre de 

molécules par ce l lu le  e s t  multiplié par environ 10 000 lorsqu'un inducteur 

e s t  ajouté dans l e  milieu de culture.  

3) En ce qui concerne l e  mutant 2011 L - i ,  les résu l ta t s  varient peu 

quels que soient l e s  oses, osides, ou analogues additionnés au milieu R C .  

Toutefois, c ' e s t  avec l e  cellobiose que l e  taux d 'ac t iv i té  e s t  l e  plus 

élevé, sans que 1 'on pui sse véritablement parler d '  induction. 

Nous avons donc d'une part  chez l e  type sauvage, une /3-galactosidase 

inducti ble e t  d 'au t re  par t ,  chez l e  mutant une ac t iv i t é  p-galactosidasique 

plus fa ib le  e t  devenue non inductible. 



A p a r t i r  de ces données, nous pouvons examiner plusieurs hypothèses 

concernant l a  mutation survenue. 

1)  Un gène de régulation d ' u n  éventuel opéron lactose de Rhizobium 

meliloti a é t é  touché. La synthèse de l a  f3-galactosidase, inductible chez 

la  souche de type 'sauvage, deviendrait consti tutive chez l e  mutant. Deux 

arguments s'opposent à ce t te  hypothèse. L 'ac t iv i té  f3-galactosidasique chez 

le-mutant e s t  t r è s  fa ib le  par rapport à ce l le  du type sauvage induit  

(environ 10 f o i s  moins). Or, on s a i t  que les  mutants cons t i tu t i f s  synthé- 

t i s en t  l a  p-galactosidase à un taux maximal. Mais surtout,  l e  mutant 

2011 L-i se développe t r è s  mal sur m i  1 ieu minimum lactosé, ce qui n ' e s t  

pas du tout  l e  cas d'un mutant cons t i tu t i f .  

2) La mutation a complétement dé t ru i t  u n  gène de régulation e t  a 

a t t e i n t  partiellement l e  gène de structure de l a  p-galactosidase. Cette 

hypothèse, bien q u  'ayant peu de chance de se produire, e s t  néanmoins vrai-  

semblable. La destruction d ' u n  gène de régulation aurai t  rendu la synthèse 

de l a  p-galactosidase constitutive chez l e  mutant, mais les  dommages subis 

par l e  gène de s t ructure font que l a  f3-galactosidase fonctionne à u n  taux 

t r è s  diminué (envi ron 10 fo i s  moins) . 
3) Troisième hypothèse : l e  type sauvage 2011 Str3 possède deux en- 

zymes à ac t iv i t é  $-galactosidasique, l 'une e s t  inductible par les  p-galac- 

tosides, par l e s  thiogalactosides e t  dans une moindre mesure par l e  

galactose, 1 'autre  enzyme n ' e s t  pas inducti ble par ces composés. 

L'analyse du tableau 4 nous permet de mieux étudier 1 ' i nduc t ib i l i t é  

de l ' a c t i v i t é  p-galactosidasique. Dans ce tableau figurent les  résu l ta t s  

obtenus après croissance des cel lules  dans l e  milieu minimum R H B 1  Dans 

ce milieu, les éventuelles interférences dues à l ' e x t r a i t  de levure sur  

l e  taux de synthèse des enzymes sont éliminées. 

Les observations suivantes peuvent ê t r e  énoncées : 

1) L 'ac t iv i té  p-gal actosidasique des bactéries cultivées dans l e  

milieu minimum RHBl contenant une source de carbone, autre q u ' u n  p-galac- 

toside e s t  plus f a ib l e  que ce l le  des mêmes cellules cultivées dans l e  milieu 

RC additionné de l a  meme source de carbone. 

2) Chez l a  souche 2011 L-i, l es  ac t iv i tés  p-galactosidasiques diffèrent  

peu quelles que soient les sources de carbone ajoutées au milieu. 



d 

Tableau 4 : Induction des ac t iv i tés  $-galactosidasiques par des oses, 
osides e t  analogues après culture des cel lules  dans l e  
milieu minimum R H B l .  

: Principale source : Inducteurs : Type sauvage : Mutant 

:de carbone ( 0 , l  %) : ~ o - ~ M  : 2011 Str3 2011 L-i 

: Fructose - O ,60 0,52 

: Lactose 1,13 (0,53) : 0,64 (0,12) : 

: IPTG 0,63 (0,03) : 0,57 (0,05) : 

: Glycérol - ,  0,93 0,76 

: Lactose 2,29 (1,36) : 1,04 (0,28) : 

: Glucose 

: R t f G  1,89 (0,96) : 0,75 ( -  0,Ol): 

: IPTG 1,63 ( 0 ~ 7 0 )  : 0,71 ( -  0,05): 

: Lactose - 4,23 - 

: Cellobiose - 1,24 0,65 

: Succinate - O ,83 0,90 

Les r é su l t a t s  sont exprimés en uni t é s  $-galactosidasiques. 
Les chiffres  entre parenthèses indiquent la  différence entre l e  
taux d ' ac t iv i t é  en présence d'inducteur e t  l e  taux de base sans 
inducteur . 



3 )  Chez l a  souche de type sauvage, l a  présence du lactose comme seule 

source de carbone donne un taux d ' ac t iv i t é  relativement élevé, respective- 

ment 6 à 7 fois  plus élevé que l e  niveau obtenu après addition de glucose 

e t  de fructose.  Quand l e  lactose e s t  ajouté en t an t  qu'inducteur dans l e  

milieu minimum dont l a  source principale de carbone e s t  l e  fructose ou 

l e  glycérol, on observe une augmentation de l ' a c t i v i t é  p-galactosidasique 

spécifique. Cependant, ce t te  augmentation e s t  f a ib l e  lorsque c ' e s t  1 ' IPTG 

qui e s t  additionné au milieu minimum glycérolé e t  nulle au milieu minimum 

fructosé. Dans ce dernier,  1'IPTG n ' e s t  plus inducteur du tout .  

4 )  Dans l e  milieu minimum additionné de fructose ou de succinate, 

1 ' a c t iv i t é  p-gal actosi dasique e s t  sembl ab1 e chez l e s  deux souches. 

Cette dernière observation e s t  certainement t r è s  importante : e l l e  

contredit 1 'hypothèse selon 1 aquel 1 e i 1 n 'y aura i t  qh 'une p-gal actosi dase 

dont 1 ' ac t iv i t é  vis-à-vis du PNPGal s e r a i t  diminuée par rapport au type 

sauvage. 

Parmi les  hypothèses formulées, ce1 l e  q u i  apparaît comme la  pl us pro- 

bable e s t  donc ce l le  qui f a i t  intervenir deux enzymes à a c t i v i t é  $-galac- 

tosidasique chez l e  Rhizobium meliloti 2011 Str3.  Nous avons voulu véri-  

f i e r  ce t te  hypothèse en t rava i l lan t  non plus sur des cellules en t iè res ,  

mais sur des ex t r a i t s  enzymatiques possédant une ac t iv i t é  p-gal actosi da- 

sique. 



CHAPITRE I I I  : 

MISE EN EVIDENCE ET FONCTION PHYSIOLOGIQUE DES D E U X  
- 

ENZYMES A ACTIVITE $-GALACTOSIDASIQUE CHEZ RHIZOBIUM MELILOTI 

A - Précipitation fractionnée au su l fa te  d'ammonium 

Les cellules sont cultivées dans l e  milieu RC additionné de lactose 
à 1 %. O n  prépare un  ex t r a i t  brut de chaque souche. Ces ex t r a i t s  bruts 

sont ensuite soumis à une précipitation fractionnée des protéines au sul- 
fa te  d'ammonium. Une solution saturée de su l fa te  d'ammonium à 0°C e s t  ajou- 
tée à chaque e x t r a i t  brut maintenu à l a  même température. Après des études 
préliminaires, nous avons séparé l ' é che l l e  de saturation en quatre zones : 

O à 35 % de saturation en su l fa te  d'ammonium, 35 à 50 %, 50 à 65 % e t  

65 à 100 %. 

Chaque précipité e s t  dissout dans l e  tampon phosphate e t  1 ' a c t i v i t é  
p-galactosidasique de l a  fraction e s t  mesurée avec l e  PNPGal comme subs t ra t .  

Les résul ta ts  figurent dans l e  tableau 5. 

I l  apparaît que chez la souche de type sauvage 2011 Str3,  près des 
t ro i s  quarts de 1 ' ac t iv i t é  p-galactosidasique se retrouve dans la  f ract ion 
précipitant entre 35 e t  50 % de saturation ; par contre, chez le  mutant 

2011 L-i , c ' e s t  dans la  fraction 50-65 % que 1 'on récupére la majeure 
par t ie  de l ' a c t i v i t é .  I l  ex is te  donc deux enzymes à ac t iv i t é  /3-galacto- 
sidasique, ces deux enzymes peuvent pré-exister ou l e  deuxième peut ré- 
su1 t e r  d'une modification du  premier. 



B - I n a c t i v a t i o n  thermique i r r é v e r s i b l e  

Les e x t r a i t s  b r u t s  des d i f f é r e n t e s  souches sont  por tés  à une c e r t a i n e  

température pendant un c e r t a i n  temps, p u i s  instantanément r e f r o i d i s  dans l a  

glace. L ' a c t i v i t é  p-galactos idasique e s t  ensu i te  mesurée. S i  pour  une tem- 

péra ture  donnée, 1 ' a c t i v i t é  /3-galactosidasique ne se conserve pas de l a  même 

manière chez l e s  deux souches, ceci  e s t  un argument en faveur  de 1 'ex is tence 

de deux enzymes. La f i g u r e  5 représente 1 ' a c t i v i t é  p-gal actos idasique r ë s i -  

d u e l l e  après un c e r t a i n  temps de chauffage à 4 8 O C .  On constate que 1 'enzyme 

du mutant conserve presque t o u t e  son a c t i v i t é  après l e  t ra i t emen t  à 4 8 ° C .  Au 

con t ra i re ,  1 'enzyme e x t r a i t e  de l a  souche 2011 S t r 3  i n d u i t e  en perd  près de 

90 %. 

m i n u t e s  à 4 8 '  

Figure 5. Act ivi tés  P-ga.lactosidasiques r é ç i d ~ c l l e s  au cours de 
1' inac t iva t ion  thermique à 480C de ç e x t r a i t s  enzynstique ç 

provenant des souches 201 1 St r3  (@) e t  201 1 ~ - i  (A) 
cu l t iv6es  çur milieu RC lactosé .  



C - Double traitement à 48°C 

Les résu l ta t s  précédemment obtenus sont en faveur de 1 'existence chez 

l e  type sauvage 2011 Str3 de deux enzymes, 1 'une inductible e t  devenue 

inactive ou inexistante chez l e  mutant 2011 L-i (enzyme A), 1 'autre  peu 

i nducti ble e t  persis tant  chez l e  mutant (enzyme B) . Pour chercher l a  

présence de l'enzyme B chez l a  souche 2011 Str3,  nous avons étudié l ' a c -  

t i v i  t é  p-galactosidasique de cet te  souche non induite.  Ce procédé devait 

permettre de minimiser 1 'enzyme A ,  dont l a  synthèse n ' e s t  pas induite dans 

ces conditions . 

Sur l a  figure 5 ,  on constate que 1 ' inact ivat ion thermique de 1 'enzyme 

de l a  souche 2011 Str3 induite,  l a i sse  pers i s te r  une ac t iv i t é  résiduelle 

(après 7 mn 30 s à 48°C). Pour déterminer s i  ce t t e  ac t iv i té  résiduelle 

é t a i t  due à la molécule B ,  thermorésistante, ou simplement à l a  forme de 

l a  courbe de dénaturation de l a  molécule A ,  nous avons ex t r a i t  l'enzyme 

de l a  souche 2011 Str3 non indu'ite, que nous avons chauffée à 48°C pendant 

7 mn 30 s ,  dans ces conditions, la  majeure par t ie  de l ' a c t i v i t é  de l ' en-  

zyme A e s t  supprimée. On réa l i se  des courbes d' inactivation thermique i r -  

réversible sur 1 ' ex t r a i t  i n t ac t  e t  sur 1 ' e x t r a i t  dé jà  chauffé (f igure 6 ) .  

On voit que l a  fraction préalablement chauffée e s t  devenue thermo- 

résis tante  à 48°C e t  donc, qu 'e l le  possède une enzyme à ac t iv i t é  

/3-galactosidasique différente de 1 'enzyme A .  

Tableau 5 : Répartition de l ' a c t i v i t é  B-galactosidasique au cours de l a  
précipitation fractionnée par l e  su l fa te  d'ammonium. 

Concentration en Pourcentage de l ' a c t i v i t é  
su1 fa te  d 'ammonium : p-galactosi dasique dans l a  f ract ion : 

: (en % de saturation) 
: Souche 2011 St r3  Mutant 2011 L-i : 

. . O - 35 - O 4 
35 - 50 7 3 22 
50 - 65 27 6 9 
65 - 100 O 5 
0 - 100 100 100 

- 

Les résu l ta t s  sont exprimés en pourcentage d ' ac t iv i t é  p-galactosidasiqüe 
par rapport à l ' a c t i v i t é  to ta le .  



minutes à 48' 

Figure 6 .  Activités $-galactosidasiques r i s idue l l e s  au cours de 
1' inactivation thermique à 48°C des e x t r a i t s  enzymatiques 
prealablement chauffé 7 min 30 s à 48OC (O) e t  non 
chauffé (a) provenant de l a  souche 201 1 Str 3 non induite 
(cultivée sur milieu RC) . 

D - Préci pi tation fractionnée au su1 fate d'ammoni um après traitement 
à 48°C 

L'expérience consiste à opérer une précipitation fractionnée au sulfate 
d'ammonium comme dicr i t  précédemment, so i t  sur u n  ex t ra i t  intact ,  soi t  sur 



un e x t r a i t  préalablement chauffé, toujours chez l a  souche 2011 Str3 non 

indui te .  Le tableau 6 renferme les résu l ta t s .  

Tableau 6 : Répartition de 1 ' ac t iv i t é  p-galactosidasique au cours de 

la  précipitation fractionnée au su l fa te  d'ammonium pour 

1 ' e x t r a i t  enzymatique de la  souche 2011 Str3 (non induite) 

avant e t  après inactivation thermique. 

: Concentration en : Pourcentage de 1 ' ac t iv i t é  

: Sui'fate d'ammo- : /3-galactosidasique dans la fraction 

: saturation) : Extrai t  non chauffé Extrait  chauffé 

7 mn 30 s à 48°C *-------------------+------------------------------------------------------ * 

La souche e s t  cultivée sur  milieu R C .  Les résu l ta t s  sont exprimés en 

pourcentage d ' ac t iv i t é  /3-galactosidasique par rapport à l ' a c t i v i t é  t o t a l e .  

On constate que l e  chauffage de 1 ' ex t r a i t  enzymatique a pour e f f e t  

d'augmenter sensiblement l e  pourcentage d ' a c t i v i t é  précipitant entre 50 e t  

65 % de saturation en su l fa te  d'ammonium. Cet e x t r a i t  chauffé a alors l e  

même comportement que celui de 1 'enzyme de type 2011 L - i  ou enzyme B .  

I I  - SEPARATION DES DEUX ENZYMES A ACTIVITE p-GALACTOSIDASIQUE A ET B 

Deux méthodes ont é té  employées pour obtenir l a  séparation des deux 

enzymes à ac t iv i t é  i3-galactosidâsique A e t  B : 1 'électrophorèse en gel 

d'agar e t  la chromatographie d'échange d' ions.  



A - Electrophorèse en gel d'agar 

Figure 7 

Elec trophorèse en g e l  

d 'aga-  des e x t r a i t s  

enzymatiques b r u t s  de l a  

souche de type sauvase 

2011 S t r 3  e t  de son 

mutant 2011 L-i. Les 

zones h a c h ~ ~ r é e s  reprgsen- 

8 t e n t  les zones dv a c t i v i t é  

A: Enzyme A 

3: Enzyme 3 

Après migration des protéines, les  enzymes à ac t iv i t é  p-galâctosidasique 

sont révélés par addition de PNPGal sur la  gélose e t  incubation à 37°C. 

La figure 7 constitue un schéma des résu l ta t s  obtenus. Après 4 heures de 

migration électrophorétique, deux bandes sont observées pour 1 ' e x t r a i t  

b r u t  du type sauvage, 1 'une à 5 mm du dépôt, 1 ' au t re  à 1 2  mm. Chez l e  mu- 
t an t  2011 L- i ,  on retrouve une seule bande s i tuée  à 5 mm du dépôt. 



B - Chromatographie d'échange d'ions 

La présence des enzymes A e t  B chez l e  type sauvage a également é té  

détectée par ce t te  méthode. Un e x t r a i t  brut de l a  souche 2011 Str3 cul t ivée 

dans l e  milieu R C  sans addition, a d'abord subi une chromatographie de tami- 

sage moléculaire sur une colonne de Sephadex 6-200. Un seul pic d ' a c t i v i t é  

p-galactosidasique a é t é  obtenu, ceci montre que l e s  poids moléculaires des 
enzymes sont voisins (environ 150 000, JOTTARD, r e f .  101). Les fractions 

présentant une ac t iv i t é  $-galactosidasique ont é t é  collectées e t  concentrées 

à 1 'aide du polyvinyl pyrol 1 idone, puis passées sur une colonne de DEAE- 

cellulose.  La figure 8 montre l e  profil  obtenu après ce t te  seconde chroma- 

tographie : deux pics ont é t é  détectés. L'un e s t  dû à l'enzyme A dont l a  

synthèse e s t  inducti ble, 1 'autre  à 1 'enzyme B. 

Volume d'élution (ml)  
Figure 8. Séparation des deux enzymes à a c t i v i t é  P-galac tosidasique 

A e t  B chez l a  souche de type sauvage 2011 Sts3 par 
chromatographie d'échange d'ions. 
L a  souche 2011 S t r3  a é t é  cu l t ivée  dans l e  milieu RC sans 
addit ion d'ose, oside ou analogue pour ne pas induire l a  
synthese des enzymes. Une première chromatographie de 
tamisage moléculaire sw Sephadex 6 2 0 0  a é t é  r ea l i s ée  sur  
un e x t r a i t  brut ;  l e s  f r ac t i ons  ayant une a c t i v i t é  
P-galac tosidasique ont  é t é  co l l ec t ée s  e t  rassemblées pu is  
passées en chromatographie d'&change d'ions. 

: act ivi tC f3-gal~ctosidaslque 
0-0 : a c t i v i t é  P-glucosidasique 



Nous avons également mesuré 1 es ac t iv i t é s  $-gl ucosidasiques après 

ce t te  seconde chromatographie . 
Remarquons dès à présent qu'on obt ient  un pic d ' a c t i v i t é  p-glucosi- 

dasique e t  que ce pic  se s i tue  au même niveau que l e  pic d ' a c t i v i t é  $- 
gal actosidasique de 1 'enzyme B. 

L 'existence de deux enzymes à a c t i v i t é  i3-galactosidasique chez 

Rhi zobi um me1 i l o t i  pouvait paraî t re  assez surprenante. Aussi, nous sommes 

nous posés la  question : S 'ag i t - i l  vraiment de deux $-galactosidases ou 

d'enzymes capables de catalyser d 'autres  réactions chimiques que 1 'hydro- 

lyse des $-galactosides ? C'est à ce t t e  question que nous allons mainte- 

nant nous efforcer  de répondre. 

I I I  - PROPRIETES ET FONCTIONS PHYSIOLOGIQUES DES ENZYMES A ET B 

A - Constantes de Michaelis 

Les Km ont é t é  calculés pour deux substrats ,  u n  substrat  synthétique, 

l e  PNPGal e t  u n  substrat  naturel, l e  lactose.  Ces expériences ont é té  réa- 

l isées  aux pH optimaux respectifs de chacun des enzymes : pH 6,5 pour 

1 'enzyme A e t  pH 6 ,4  pour 1 'enzyme B ( l e s  courbes de pH sont données 

sur l a  figure 9 ) .  

Les résu l ta t s  concernant les  Km f igurent  dans l e  tableau 7 .  



Figure 9. Courbes df ac t iv i t é  P-galactosidasique en fonction du pH 
des enzymes A (f ig.  /a) e t  B ( f io .  9b). Les taux d 'ac t iv i té  
des deux enzymes sont non comparables. 

Tableau 7 : Constantes de Michaelis des enzymes A e t  B pour l e  PNPGal 

e t  pour l e  lactose. 

Substrat Enzyme A Enzyme B 
*---------------"-------f------------------------+------------------------.* 

: PNP Ga1 0 ,5  mM 6 ,4  mM 

: Lactose 4 , l  mM 30 mM 

On peut d'abord constater que pour les  deux enzymes l e  Km pour l e  

PNPGal e s t  moins élevé que l e  Km pour l e  lactose.  Ce phénomène e s t  assez 

général : 1 ' a f f i n i t é  pour un substrat  synthétique e s t  souvent plus grande 
que pour l e  substrat  naturel. 



On remarque aussi que 1 'enzyme B a moins d ' a f f in i t é  pour ces substrats  
que 1 'enzyme A .  Le Km de 1 'enzyme B pour l e  lactose (30 mM) e s t  interessant 
car  la  souche 2011 L-i possède B e t  non A ,  e t  ne se développe presque pas 
sur milieu minimum lactosé. Ce Km de 30 mM montre une fa ib le  a f f i n i t é ,  
mais non u n  manque d ' a f f in i t é  pour l e  lactose.  Si l e  nombre de molécules 
d'enzyme B par cel lule  e s t  suf f i sant ,  une t e l l e  a f f i n i t é  devrai t  permettre 
à l a  souche 2011 L-i de se développer sur  milieu minimum lactosé.  Nous re- 

viendrons sur  ce problème dans l e  chapitre IV. 
Concernant 1 'enzyme A ,  son Km pour l e  lactose ( 4 , l  mM) e s t  proche de 

celui de l a  p-galactosidase dfEscherichia coli  pour ce substrat  : 2 mM. 

B - Inhibiteurs 

Chaque enzyme partiellement purif ié  e s t  mis en présence du substrat  
PNPGal e t  d ' u n  ose, oside ou analogue essayé en tan t  qu' inhibiteur de l ' a c -  
t i v i  t é  p-gal actosidasique. Le tableau 8 donne les  principaux résu l ta t s  
obtenus. 

Tableau 8 : Inhibition des ac t iv i t é s  /3-galactosidasiques par des oses, 
osides, e t  analogues . 

Pourcentage d ' inhibition 
Inhi bi teur 

Enzyme A Enzyme B 

Lactose 8 1 2 O 

: l-0-méthyl-p-galactoside 75 2 1 
: Phényl-p-D-galactoside 7 1 4 1 

Cellobiose 
Gentiobiose 

Ga1 actose 

Gl ucose 

Le PNPGal e s t  à l a  concentration de 1 mM. Les inhibiteurs sont à l a  
concentration de 50 mM. 



L'enzyme A e s t  t r è s  inhibée par l e s  B-galactosides e t  peu inhibée par 

l e s  p-gl ucosi des, comme on pouvait s 'y attendre pour une p-galactosidase. 

A u  contraire,  1 ' a c t i v i t é  de 1 'enzyme B e s t  t r è s  diminuée par l e s  p-gl uco- 

sides e t  peu par les  p-galactosides. 

L'expérience décr i te  ensuite repose sur  une observation précédente. 

Nous avons montré au paragraphe 1-B que 1 'enzyme B n ' é t a i t  pratiquement 

pas inactivée par un chauffage à 48°C pendant 7 mn 30 s ,  tandis que l ' en -  

zyme A perdait la majeure par t ie  de son a c t i v i t é .  L'expérience consiste 

à mettre en présence u n  e x t r a i t  de l a  souche de type sauvage 2011 St r3  

contenant les  enzymes A e t  B ,  l e  substrat  PNPGal e t  l e  cellobiose, inhibi-  

teur  de l'enzyme B ,  comme nous venons de l e  voir.  Cet e x t r a i t  e s t  employé 

in t ac t  ou chauffé à 48°C pendant 7 mn 30 S .  

Les résul ta ts  inclus  dans l e  tableau 9 confirment les  précedentes 

observations : 1 'extrai  t in t ac t  e s t  peu inhibé, car 1 'enzyme A y prédomi ne, 

par contre l ' e x t r a i t  chauffé 00 l'enzyme B e s t  responsable de l ' a c t i v i t é  

restante ,  e s t  pratiquement inactivé.  

Tableau 9 : Inhibition de 1 ' ac t iv i t é  /3-galactosidasique par l e  cellobiose.  

Souche 2011 Str3.  

Pourcentage de 1 ' ac t iv i t é  to ta le  
Nature de 1 ' e x t r a i t  +------------------------------------------------- $ 

: Sans cellobiose Avec ce1 1 obiose 

: Extrait  non chauffé 1 O0 

: Extrait  chauffé 2 9 

Le p-nitrophényl-/3-D-galactoside e s t  à l a  concentration de 1 mM. 
Le cellobiose e s t  à la concentration de 50 mM. 

Ces f a i t s  expérimentaux nous ont conduit à envisager l'hypothèse selon 

laquelle 1 'enzyme B s e r a i t  en f a i t  une p-gl ucosidase à ac t iv i t é  P-galactosi- 

dasique e t  nous avons par la su i t e  expérimenté de façon à infirmer ou confir- 

mer cet te  hypothèse. 



C - Inactivation thermique i r réversible  

L'enzyme B partiellement purifié a é t é  porté à différentes tempéra- 

tures pendant 7 mn 30 s e t  après refroidissement les  ac t iv i tés  /3-galac- 

tosidasique e t  /3-gl ucosidasique ont é t é  mesurées. 

Le tableau 10 montre que 1 ' inactivation i r réversible  qui s 'en s u i t ,  

survient à l a  même température pour les  deux ac t iv i tés .  La température de 

demi-i nacti vation e s t  proche de 50°C. 

Tableau 10 : Inactivation i r réversible  d ' u n  e x t r a i t  de la  souche 2011 L-i 

porté à différentes températures. 

Pourcentage d ' act i  v i t e  rési duel 1 e 
: Température +----------------------------------------------------------- I 

: (en OC) : Activité p-galactosi dasique Activité p-gl ucosi dasique : 

D - Equation de Dixon e t  Webbs 

La même préparation & 1 'enzyme B a é t é  mélangée simultanément à deux 

substrats synthétiques, l e  PNPGal e t  l e  parani trophényl-p-D-gl ucoçide 

( P W G ~ C ) .  Dans ces conditions, s i  un seul enzyme e s t  responsable de 1 ' hydro- 

lyse des deux substrats  dans l e  même s i t e  a c t i f ,  1 'équation suivante peut 
ê t r e  appliquée (102) : 

V : Vitesse to t a l e  d'hydrolyse 

Vi : Vitesse maximale d'hydrolyse d u  substrat  i  ( i ,  1 ou 2) 

Si : Concentration du  substrat  i  

Kmi : Constante de Mi chael i  s  pour l e  substrat  i  . 
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Trois sér ies  de tubes sont incubées, une sé r i e  avec les  deux substrats  

sirnultanêment, une sé r i e  avec l e  PNPGal seul e t  une sé r i e  avec l e  PNPGlc 

seul .  Ces deux dernières sér ies  nous permettent de calculer l e s  Km e t  l e s  

vitesses maximales d'hydrolyse pour chacun des substrats .  Dans l e  tableau 

11 ne sont portés que les  résu l ta t s  concernant l a  première sé r i e .  

Les valeurs obtenues expérimentalement sont t r è s  proches des valeurs 

théoriques calculées pour une seule enzyme, alors que les  valeurs théori- 

ques calculées pour deux enzymes sont t r è s  différentes .  

L 'enzyme B apparaît donc responsable des ac t iv i t é s  /3-gal actosidasique 

e t  p-glucosidasique. Son Km e s t  de 0,135 mM pour l e  PNPGlc e t  6,4 mM pour 

l e  PNPGal . De cet te  différence d ' a f f i n i t é ,  i l  ressort  que 1 'enzyme B peut 

ê t r e  considéré comme une p-glucosidase à ac t iv i t é  p-galactosidasique e t  non 

1 ' inverse.  Toutefois, on peut remarquer que sa vi tesse maximale d'hydrolyse 

pour l e  PNPGal e s t  plus élevée que pour 1 e PNPGlc. 

Rhizobium meliloti type sauvage 2011 S t r3  possède donc une /3-galac- 

tosidase dont la synthèse e s t  inductible e t  une /3-glucosidase à ac t iv i t é  

p-galactosidasique. Cette dernière enzyme, appelée enzyme B, a u n  Km pour 

l e  lactose de 30 mM, ce qui devrait suf f i re  à la croissance sur milieu 

minimum lactose s i  l e  nombre de molécules B par ce l lu le  e s t  suff isant .  

Dans l e  dernier chapitre,  grâce à 1 'isolement de mutants ~ac' ,  nous es- 

sayons d'aborder ce problème de défaut de croissance sur milieu minimum 

1 actosé . 



CHAPITRE IV 

DIFFERENTS DU TYPE SAUVAGE 

A - Isolement 

Nous avons i so lé  des mutants Lac' spontanés à par t i r  de l a  souche 
mère 2011 L-i q u i  se  développe extrêmement lentement sur milieu minimum 
lactosé.  La souche 2011 L-i e s t  cultivée dans u n  milieu riche puis l e s  

cel lules  sont centrifugées e t  lavées dans l e  milieu R. On é ta le  ensuite 
7 8 cet te  souche à raison de 10 à 10 cel lules  sur l e  milieu R H B l  gélose 

contenant l e  lactose comme seule source de carbone. Au bout de 4 ou 5 
jours, des colonies apparaissent à la fréquence de 2,5 . 1 0 - ~ .  

Nous avons récupéré u n  certain nombre de ces souches que nous 

avons étudiées d u  point de vue de leur  croissance. 

B - Croissance 

Le tableau 12 e s t  u n  récapi tulat i f  des phénotypes des clones récu- 
pérés vis-à-vis des t r o i s  p-galactosides que nous avons employés : lactose,  

+ lactulose e t  l-0-méthyl-p-D-galactoside. On remarque que les  mutants Lac 
isolés ont tous retrouvé l a  capacité à se développer avec l e  lactulose 
comme seule source de carbone, mais aucune de ces souches ne peut, contrai-  
rement au type sauvage 2011 Str3,  u t i l i s e r  l e  1-O-méthyl-p-galactoside 

+ pour sa croissance. Ces mutants Lac ne sont donc vraisemblablement pas 
des révertants vra is .  Sur 50 mutants Lac' é tudiés ,  aucun ne s ' e s t  avéré 
ê t r e  un révertant du type sauvage. Ces révertants ,  s i  i l s  exis tent ,  appa- 

ra issent  donc à l a  fréquence inférieure à 5 . 1 0 - ~  (2 ,5 .10 '~  : 50). 11 e s t  
possible qu ' i l  n'y en a i t  pas du t ou t ,  notamment dans l e  cas où la  mutation 
Lac- s e r a i t  une grande délétion dans 1 'ADN. 



Tableau 12  : Croissances des souches étudiées sur  l e  milieu minimum RHBl 

additionné d'un p-galactoside. 

: Nom de la souche. : Lactose : Lactulose :1-O-méthyl-p-D-galactoside: 

5 

2011 Str3 + + + 
2011 L-i : Très fa ib le  : - - 

: 2 0 1 1 ~ + i 3  + + - 
2011 L+i6 + + - 
2011 ~ + i 9  + + - 
2011 L'il8 + + - 
2011 ~ + i 2 1  + + - 
2011 L + ~ Z Z  + + - 

: 2011 L'i27 + + - 
2011 L+i 28 + ,  + - 

: 2011 L'i32 + + - 
2011 ~ + i 3 4  + + - 

: 2011 ~ + i 3 5  + + - 
: 2011L+i48 + + - 

11 s ' a g i t  de croissances en milieu l iquide.  

C - Activités $-gal actosidasiques des cel lules  ent ières  

Ces mutants ont - i l s  retrouvé l ' a c t i v i t é  p-galactosidasique de l a  souche 

de type sauvage ? Le tableau 13 nous indique que non seulement i l s  n'ont 

pas retrouvé ce t t e  ac t iv i t é ,  mais que l a  plupart d 'entre  eux ont une ac t i -  

v i t é  égale à ce l l e  du mutant 2011 L- i .  En e f f e t ,  seules deux souches, la  

2011 ~ ' i 6  e t  la  2011 L'i48, ont une ac t iv i t é  p-galactosidasique s ignif ica-  

tivement supérieure à ce1 1-e du mutant 2011 L- i .  ( c f .  tableau 13).  

D - Inactivation thermique 

Pour év i te r  d 'avoir à procéder à l ' ex t rac t ion  chez chaque nouvelle 

souche isolée des enzymes' responsables des ac t iv i t é s  p-galactosidasiques , 
nous avons u t i l i s é  u n  t e s t  rapide d' inactivation thermique i r réversible  de 



Tableau 13 : Activités p-galactosidasiques de l'ensemble des souches étudiées 

: Nom de 1 a souche Activité i3- : Nom de la  souche Activité p- : 

gal actosi dasique : galactosidasique : 

Les résu l ta t s  sont exprimés en unités p-galactosidasiques par mg de 
ce1 1 ul es (poids hum? de) perméabi 1 i sées par 1 e toluène . 



minutes à 48'C 

Figure 10. Inactivation thermique i r revers ib le  de ce l lu l e s  en t i s r e s  

permt5abilisées. Les courbes representent l e s  ac t iv i t e s  

P-galactosidasiques résiduel les  après chauffage A 48OC. / 7 

L e s s o u c h e s o n t é t é ~ l t i v é e s d a n s l e ~ l i e u R C ( ~ )  \ ( , , : :  k.-w..~' 

ou dans ce milieu additionne de lactose a 1% ( H ) . 



cel lules  ent ières  perméabilisées. Pour chaque clone étudié,  ce t e s t  a é t é  

f a i t  sur deux lo ts  de cel lules ,  l e s  unes é ta ien t  cultivées sur milieu riche 

R C ,  l es  autres  sur ce milieu additionné de lactose à 1 %, ce qui aurai t  dû 

induire l a  synthèse de l'enzyme A éventuellement présente. 

Les courbes de l a  figure 10 montrent deux comportements. D'une part ,  

l a  souche de type sauvage 2011 St r3  voit son pourcentage d ' a c t i v i t é  p-galac- 

tosi  dasique décroître fortement en fonction du temps de chauffage , quand 

cet te  souche a é té  cultivée en milieu lactosé e t  faiblement dans l ' au t r e  

cas. D'autre par t ,  l'ensemble des autres souches tes tées ,  q u ' i l  s 'agisse 

du  mutant 2011 L-i ou des mutants Lac', où les  deux lo t s  de cel lules  se 

comportent de la  même façon. Ceci pourrait s 'expliquer par l a  présence de 

l'enzyme B ,  dont l a  synthèse n ' e s t  pas inductible , comme uniqlie enzyme à 

ac t iv i t é  /3-galactosidasique chez 1 'ensemble de ces souches. 

E - Propriétés symbiotiques 

Les souches 2011 Str3,  2011 L - i ,  2011 L'i3, 2011 L'i6 e t  2011 ~ + i 9  

ont é t é  inoculées à plusieurs reprises à des plantules aseptiques de luzer- 

ne (Medicago sat iva)  . Ces souches provoquent toutes l a  formation de nodules 

racinaires e t  sont e f f ic ien tes  (capables de f ixer  1 'azote atmosphérique). 

F - Fréquence de mutation 

La fréquence de mutation spontanée Lact à par t i r  de la  souche 2011 ~ - i  

e s t  de 2,s. 1 0 - ~ .  Cette fréquence nous e s t  apparue élevée. Aussi avons-nous 

calculé chez la  souche sauvage 2011 l a  fréquence de l a  mutation spontanée 

streptornyci ne-résistance. La fréquence trouvée e s t  de 3,5.  IO-^, s o i t  donc 

7 fo is  plus faible que cel le  de l a  mutation Lact. La fréquence s i  elevée 

de la  mutation ~ a c +  pourrait ê t r e  due à 1 'une des deux causes suivantes : 
+ - plusieurs gènes sont impliqués dans l 'appari t ion d'une souche Lac . 

Une mutation sur u n  seul de ces gènes donne naissance à une t e l l e  souche ; 
- i l  ne s ' a g i t  pas d'une mutation au sens dommage physique causé à 

1 'ADN de l a  bactérie,  mais plutôt mise en fonctionnement à basse fréquence 

d'un mécanisme de dérépression d 'une part ie  du  génome normalement incapab1 e 

de s 'exprimer. 

+ Nous sommes donc en présence de mutants Lac qui n 'ont pas subi une 



mutation réverse e t  qui apparaissent à une fréquence élevée. 

Nous avons choisi u n  de ces mutants, représentatif  du groupe, la  souche 

2011 L'i3, e t  1 'avons étudié plus en détail  par la  su i te .  

. 
I I  - COMPARAISON DES ACTIVITES $-GALACTOSIDASIQUES DES SOUCHES 2011 L-i 

A - Induct ibi l i té  

Le tableau 14 indique les  ac t iv i tés  p-galactosidasiques des souches 

2011 St r3 ,  2011 L- i ,  2011 L'i3 e t  - Escherichia coli 200 PS F ' lac .  On cons- 

t a t e  d'une part  que les  souches 2011 L-i e t  2011 L'i3 ont des ac t iv i tés  

voisines e t  que l a  synthèse de leur p-galactosidase e s t  peu induite par 

1 'addition de lactose ; d'autre  par t ,  on voi t  que 1 ' induction par l e  lac- 

tose de la  souche de type sauvage 2011 St r3  e s t  t r è s  inférieure à ce l le  

d'une souche dlEscherichia col i  portant l e  plasmide F ' lac  prise comme té- 

moin. 
i / ah 

Tableau 14 : Unités p-galactosidasiques de 1 mg de ce l lu les  (poids sec) \"/ 

: Cellules perrnéabilisées : 

Souche Cellules +--------------+--------------- f 

: intactes : Non induites : Induites par : .  

: Non induites : : l e  lactose : 

. Rhizobium meliloti 
0 3 8  299 13,9 

Escheri chi a col i 

KI2 200PS F' lac 

Les cel lules  non induites sont cultivées dans l e  milieu RC 

e t  les  cellules induites dans l e  même milieu additionné de lactose 



B - Activi tés  p-gal actosidasiques e t  lactasiques des e x t r a i t s  bruts 

Pour deux e x t r a i t s  préparés dans l e s  mêmes condit ions,  l e  tableau 15 

donne l e s  a c t i v i t é s  t3-gal actosidasiques (vis-à-vis du PNPGal ) , 1 actasiques 

(vis-à-vis du lactose)  e t  l eur  r épa r t i t i on  au cours de l a  p réc ip i ta t ion  

fractionnée par l e  s u l f a t e  d 'ammonium. Une grande simi 1 i tude e s t  constatée 

en t re  l e s  deux souches, ce qui peut pa r a î t r e  surprenant é t an t  donnée l eu r  

différence quant à l ' u t i l i s a t i o n  du l ac tose  pour l a  croissance.  

Tableau 15 : Activi tés  p-gal actosidasiques e t  lactasiques e t  1 eur  répar t i t ion  

au cours de l a  p réc ip i ta t ion  fractionnée par l e  s u l f a t e  d'am- 

monium. Souches 2011 L-i e t  2011 L'i3. 

: Concentration en : Substrat  PNPGal : Substra t  lac tose  

: Sulfa te  d'ammonium : 

: (en % de sa tu ra t ion)  : 2011 L-i 2011 ~ ' i 3  : 2011 L-i 2011 ~ ' i 3  : 
.------------------------.---------------------------&------------------------& 

O - 35 : 0,03 O : 0,Ol O 

35 - 50 : 0,14 0,25 : 0,05 0,08 : 

50 - 65 : 0,44 0,56 : 0,21 0,19 : 

65 - 100 : 0,03 0,08 : 0,Ol 0,02 : 

Les r é su l t a t s  sont  exprimés en absorbance. Le PNPGal e s t  à l a  con- 

centra t ion de 1 mg/ml. Le lactose  e s t  à l a  concentration de 40 mg/ml. 

Les a c t i v i t é s  vis-à-vis du PNPGal e t  du lactose  ne sont pas comparables 

en t re  e l l e s .  

C - Inactivation 

Nous avons e f fec tué  des expériences montrant qu'un e x t r a i t  b r u t  de l a  

souche 2011 L'i3 a l e  méme comportement à 48OC qu'un e x t r a i t  de l a  souche 

2011 L-i (vo i r  f igure  5 ) .  Ce comportement e s t  t r è s  d i f fé ren t  chez l a  souche 

2011 Str3 .  

11 en e s t  de même en ce qui concerne 1 ' inac t iva t ion  par 1 'urée.  En 

présence d 'urée 3 M par exemple, l ' e x t r a i t  b r u t  de l a  souche 2011 S t r3  n ' a  

conservé que 2,5  % de son a c t i v i t é  contre 30 % e t  34 % respectivement pour 



l es  ex t r a i t s  bruts des souches 2011 L-i e t  2011 L'i3. 

Ces résu l ta t s  sont des arguments t r è s  puissants en faveur du f a i t  que 

l a  souche 2011 ~ ' i 3 ,  comme 2011 L i  , posséderait 1 'enzyme B comme unique 

enzyme à a c t i v i t é  P-galactosidasique. 11 y aura i t  donc un même équipement 

enzymatique mal gré la  différence de phénotype entre les  deux souches. Pour 

mettre ceci en évidence de maniere d i rec te ,  nous avons u t i l i s é  l ' é lec t ro-  

phorèse en gel d'agar. 

D - Electrophorèse en gel d 'agar 

Le comportement d'un e x t r a i t  b r u t  de l a  souche 2011 L'i3 soumis à une 

électrophorèse en gel d'agar e s t  identique à celui d'un e x t r a i t  de la souche 

2011 L-i (voir  f i  gure 7),  révélant une seule bande d ' a c t iv i t é  /3-gal actosi - 
dasique correspondant à 1 'enzyme B .  

I I I  - MESURE DE L A  PENETRATION D U  LACTOSE ET D E  L'IPTG DANS LES CELLULES 

A - Temps courts 

Etant donnée l a  similitude des p-galactosidases des souches 2011 L-i 

e t  2011 L'i3, i l  é t a i t  indispensable de savoir s i  l a  première ou la seconde 

mutation n 'avai t  pas affecté  u n  gène impliqué dans l e  système de pénétration 

au lactose dans les cel lules ,  éventuellement un gène codant pour une per- 

méase au lactose s ' i l  en ex is te  une chez Rhizobium mel i lo t i .  

Aussi, avons nous mesuré à 1 'aide de lactose radioact i f ,  l a  pénétra- 

tion du lactose dans des cel lules  ent ières  non perméabilisées des t ro i s  sou- 

ches 2011 St r3 ,  2011 L-i e t  2011 L'i3. 

La f igure 11 montre que l e  lactose pénètre rapidement dans les cellu- 

les  quelle que so i t  la souche considérée e t  que les  différences observées 

pendant l e s  cinq premières minutes de péiiétration sont tout  à f a i t  niinimes. 

Ce f lux  d'entrée e s t  constant en fonction du  temps e t  ne se t a r i t  pas 

après 20 heures chez 2011 L-i (f igure 12). 

Ce f lux  entrant de lactose peut ê t r e  stoppé dès l e  départ par addition 

de lactose non radioactif  en large excès ou d'azoture de sodium (0,05 %) 

(figure 13).  



Figure 11. 

Entree du lactose en fonc- 

t ion du temps dans l e s  

ce l lu l e s  des souches 201 1 

~ t r 3  (M), 2011 L-i 

( -0) e t  201 1 ~ ' i 3  (O-U ). 
Le lactose non radioactif  

à 5mM e t  l e  lactose radio- 

a c t i f  à 0,2 )rci/ml sont 

ajoutés au temps 0. Envi- 
8 ron 8.10 bactéries sont 

prélev6es e t  f i l t r é e s  aux 

d i f fé rents  temps. 

Minutes 

Figure 12. Entrée du lactose en fonction du temps dans l e s  ce l lu1 .e~  

de l a  souche 2011 L-i. Le Zactose non radioact i f  à 2mM 

e s t  ajouté au temps O. 

A. Addition de lactose radioactif  2 0 , 2  p~i /ml au temps O. 

Be Addition de lactose radioactif  à 0,2 l i ~ i / m l  aprés 4 heures. 

C e  Addition de lactose radioactif  à 0,2 ja~i/ml après 20 heures. 
8 Environ 8,10 bactér ies  sont pr6levées e t  f i l t r é e s  aux 

di f férents  t e q s .  



Par contre,  aucune entrée  d'IPTG n ' a  é t é  détectée après 15 mn chez 

2011 S t r 3 ,  ni chez 2011 ~ ' i 3 .  

L'entrée de 1'IPTG ou d'un de ses  dérives a l i eu  " in  vivo" pu i squ ' i l  

y a  induction de l a  synthèse de 1  'enzyme A par addit ion diIPTG ; c e t t e  en- 

t r é e  e s t  vraisemblablement due à un phénomène l en t  qui pour ra i t  s e  produire 

par d i f fus ion simple. 

A 
CC) 

I 

B 

I e 4 

O 

5 

0 .  5 O 5 O Minuter 

Figure 13. Entrée du l ac tose  en fonction du temps dans l e s  c e l l u l e s  

des souches 2011 Str3 (A,B,c) e t  2011 L-i (D,E,P). Le lactose 

non radioact i f  à 2mM e t  l e  l ac tose  radioact i f  à 0,2 p~i /h l  
sont ajoutés au temps 0. En B e t  E, l a  f lêche indique 

l 'addi t ion de lactose non rad ioac t i f  à SOmM, En C e t  F, l a  

f leche indique l 'addi t ion dt azoture de sodium 0,05% 
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B - Temps longs 

L'expérience d 'accumulation de métabolites marqués dans les  ce1 lules 

après addition de lactose radioactif  a é t é  renouvelée sur des temps longs 

e t  dans les  conditions de cul ture ,  c 'est-à-dire que les  souches ont é t é  

inoculées dans l e  milieu minimum R H B l  additionné de lactose non radioactif 

à 2 mi4 e t  de lactose radioactif  à 0,02 pCi/ml s o i t  environ 40000 cpmjml . 
La figure 14 montre que 1 'accumulation de produits marqués e s t  u n  r e f l e t  

exact de l a  croissance dans l e  même milieu, les courbes d'accumulation 

étant  superposables aux courbes de croissance. 

F-igure 14. Radioactivi te accumulée dans l e s  ce l lu l e s  des souches 

2011 ~ t r 3  ( A-A), 2311 L-i ( ) e t  2011 ~ ' i 3  

( [l-O ) l o r s  de leur  croi.ssance dans le milieu minimum 

RIIBl additionné de lactose à 2mM e t  de lactose radio- 

ac t i f  à 0,-02 p~i/ml. 

Le surnageant de culture e s t  récupéré en f in  de croissance, après 

95 heures, e t  compté en sc in t i l l a t ion  1 iquide. Les résu l ta t s  sont les  sui- 

vants : par m i l l i l i t r e  8460 cprn pour l e  surnageant de la  culture de 2011 Str3,  

38860 cpm pour 2011 L-i e t  6610 pour 2011 ~ ' i 3 .  Si l 'on  t i e n t  compte des 



excrétions réjetées  dans l e  milieu par les  ce l lu les ,  on peut conclure que l e s  

souches 2011 St r3  e t  2011 Lfi3 ont u t i l i s é  l a  quasi t o t a l i t é  du lactose ; 

l es  ce1 lules de la souche 2011 L-i ont absorbé t r è s  peu de lactose. 

Dès lors ,  s i  1 'on admet u n  équipement identique pour 1 'hydrolyse du 

lactose (p-galactosidase) e t  l a  pénétration de ce dernier dans les  cel lules  

(perméases ?) , comment expl iquer 1 ' u t i  1 i sation du lactose par 2011 Lf i 3  

pour sa croissance ou p lu tô t  sa non-utilisation par 2011 L-i ? Plusieurs 

hypothèses subsistent,  e t  dans l e  dernier paragraphe, nous présentons un 
cer tain nombre de résu l ta t s  expérimentaux e t  nous discutons ces hypothèses. 

IV - ETUDE ET DISCUSSION DU PROBLEME POSE P A R  LA DIFFERENCE D E  CROISSANCE 

S i  1 'on reprend les  f a i t s  expérimentaux importants déjà énoncés sur ce 

problème, on peut dégager quatre points principaux : 

1) La mutation conduisant de l a  souche 2011 L-i à 2011 L'i3 e s t  une 

mutation spontanée survenant selon toute vraisemblance en une seule étape. 

En e f f e t ,  l a  fréquence de mutation e s t  plus élevée que l a  normale e t  de plus ,  

l e  délai  d'apparition des mutants, 4 ou 5 jours, e s t  l e  délai moyen habi tue1 . 
Nous avons par a i l leurs  mesuré l a  croissance de la  souche 2011 ~ ' i 3  sur u n  
grand nombre d'oses e t  osides (expérience analogue à ce l le  du tableau 1) .  
l a  croissance e s t  la même que ce l le  de la souche mère 2011 L-i pour tous l e s  

glucides essayés autres que l e s  $-galactosides, l a  mutation n ' e s t  donc pas 

pléiotrophe, au moins en ce qui concerne les  glucides. 

2)  La vi tesse i n i t i a l e  de pénétration du  1 actose dans les  ce1 1 ules vi- 

vantes e s t  identique chez l e s  souches 2011 L-i e t  2011 ~ ' i 3 ,  ce t te  vi tesse 

e s t  constante dans l e  temps chez l a  souche 2011 L-i . 

3) Les deux souches possèdent une seule enzyme à ac t iv i t é  $-galactosi- 

dasique, appelée enzyme B .  Cette enzyme e s t  en f a i t  une p-glucosidase à ac- 

t i  vi t é  p-gal actosi dasi que. 

4 )  Dès l o r s ,  faut-i 1 penser que l e  fonctionnement de 1 'enzyme B e s t  

bloqué pendant la croissance chez 2011 L-i ? C'est ce que nous avons voulu 



examiner par 1 'expérience suivante, qui constitue l a  quatrième observation. 

Puisqu'il n ' e s t  pas possible de cul t iver  l a  souche 2011 L-i sur lactose 

comme seule source de carbone, nous avons cul t ivé les  deux souches sur glu- 

cose plus galactose, qui sont ses produits d'hydrolyse. Des prélèvements 

sont effectués à différents  temps, les  bactéries sont centrifugées e t  leur  

ac t iv i t é  p-galactosidasique (vis-à-vis du PNPGal) e s t  mesurée dans l e  tampon 

phosphate de potassium après perméabilisation des cel lules .  

Figure 15 

Les courbes en t r a i t  plein 

représentent l a  c ro i  ssmce 

des souches 2011 Str3 ( 

2011 L-i (u) e t  2011 ~ + i 3  

( m-U) dans l e  milieu minimu.n 

RHBl additionné de glucose 

plus galactose . Les courbes 

en pointil16 e t  l e s  symboles 

creux représentent 1 ' a c t i v i t é  

f3-galactosidasique de ces  

souches pendant leur  croissan- 

ce. L t  absorbante e s t  mesurée 

à 600 nm pour ].es croissances 

e t  à 400 nm pour l e s  a c t i v i t é s  

@-galactosidasiques ( l ibéra t ion  

de parani trophénol ) . 

La figure 15 montre l a  croissance des souches étudiées sur l e  milieu 

RBHl additionné de glucose 0,5 % e t  de galactose 0,5 %, e t  l e  taux d ' a c t i v i t é  

p-galactosidasique pendant ce t te  croissance. Les taux d ' ac t iv i t é  p-galactosi- 

dasique des souches 2011 L-i e t  2011 L'i3 sont t r è s  voisins ; bien entendu, 

l e  taux d ' ac t iv i t é  de l a  souche 2011 Str3 e s t  t r è s  supérieur. On remarquera 
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que pour les  t ro i s  souches, 1 ' a c t iv i t é  spécifique diminue fortement pendant 

l e  deuxième jour de cul ture  ( ac t iv i t é  spécifique divisée par 2 ) .  

En tenant compte de ces quatre observations, e t  s i  l 'on veut expliquer 

pourquoi l a  souche 2011 L'i3 e s t  capable de se développer sur milieu mini- 

mum lactosé ou pourquoi l a  souche 2011 L-i n'en e s t  pas capable, on peut 

envisager l 'une des hypothèses suivantes : 

- Le lactose e s t  u n  mauvais substrat  énergétique chez 2011 L-i .  

- L'enzyme B e s t  ré t ro- i  nhi bée par u n  métabolite chez 2011 L-i . 
- Une répression catabolique empêche l a  synthèse d'enzymes du catabo- 

1 i sme chez 2011 L-i . 

A - Rendement éneraétiaue 

Dans ce t te  hypothèse,, l e  lactose e s t  u t i l i s é  mais sa dégradation ne 

l ibère  pas suffisamment d'énergie pour permettre l a  croissance chez l a  sou- 

che 2011 L-i . Deux f a i t s  expérimentaux infirment ce t te  hypothèse : 

1)  La croissance de l a  souche 2011 L-i sur mil ieu minimum RHBl  addition- 

né de glucose plus galactose e s t  identique à ce l l e  de la  souche 2011 L'i3 

(figure 15) . 
2) Nous avons mesuré l a  croissance des deux souches sur milieu minimum 

RHBl  additionné de glucose ou de fructose en quantité l imitante,  inférieure 

ou égale à 500 pg/ml. Le glucose e s t  u n  des oses l ibérés  par l 'hydrolyse du 

lactose e t  l e  fructose a é t é  choisi car on s a i t  que son métabolisme e s t  t r è s  

différent  de celui du glucose chez Rhizobium meliloti  (93),  i l  induit  notam- 

ment la  synthèse d'exopolyosides. Les courbes de l a  figure 16 montrent 

que les  croissances observées sont identiques chez l e s  deux souches. 



Figure 16. Courbes de croissance dans l e  milieu minimum RHB 1 additionné 

d'un ose en concentration limitarite. Les inocula sont  d'envi- 

ron 107 bact&ries/rnl. 

a. Souche 201 1 L-i, glucose b. Souche 201 1 L-i, f ruc tose  

c. Souche 201 1 L f i  3, glucose d. Souche 2011 ~ ' i 3 ,  f ruc tose  

A Concentration en ose, 100 pg/ml 

O Concentration en ose,  300 pg/ml 

O Concentration en ose,  500 txg/ml 



B - Rétro-i n h i  bi t i  on 

Si l e  lactose n 'es t  pas u t i l i s é ,  ce peut ê t r e  parce que 1 'enzyme B e s t  

inhibée par u n  métabolite rétro-inhibiteur.  Si c ' e s t  l e  cas,  ce métabolite 

exis te  dans l e  cytoplasme des cellules e t  s i  1 'on lyse les  ce l lu les ,  i l  do i t  

ê t r e  l ibéré  dans l e  milieu extér ieur ,  e t  donc se retrouver dans l e  lysat .  

Au cours des premières étapes de l a  purif icat ion enzymatique, ce métabolite 

inhibiteur doi t  ê t r e  rapidement éliminé. En ajoutant à une fract ion enzyma- 

tique purifiée u n  certain volume de lysa t ,  on devrait non pas augmenter l ' a c -  

t i v i t é  p-galactosidasique bien que ce lysat  contienne aussi l'enzyme B ,  mais 

au contraire ,  l a  diminuer. C'est l e  principe d'une expérience dont les  résul- 

t a t s  sont présentés ci-dessous. Le lysa t  e s t  t r è s  dilué pour que son ac t iv i t é  

s o i t  inférieure à cel le  de 1 'enzyme B purif ié  : les  résu l ta t s  sont exprimés 

en absorbance à 400 nm. Tous les  ch i f f res  sont comparables. 

lère  expéri ence 

Enzyme Lysat Enzyme t Lysat 

2011 L-i 4,54 1,99 10,25 

2011 ~ ' i 3  6,92 1,46 8,92 

Enzyme 2011 L-i t lysat  2011 L'i3 : 9,53 

Enzyme 2011 ~ ' i 3  t lysat  2011 L-i : 10,17 

2ème expérience 

Enzyme Lys a t Enzyme -t lysat  

2011 L-i 6 $62 1,99 14,51 

2011 ~ " i 3  N . D .  1,80 10,57 

Enzyme 2011 L-i t lysat  2011 L'i3 : 12 ,O7 

Enzyme 2011 ~ ' i 3  t lysat  2011 L-i : 13,97 

Enzyme s igni f ie  enzyme B purif ié  . Le substrat  e s t  l e  PNPGal. 

N.D. : non déterminé. 

Les valeurs expérimentales enzyme t lysat  ne sont jamais inférieures 

aux valeurs théoriques calculées en additionnant la valeur enzyme seul à l a  

valeur lysat  seul .  Ceci n 'es t  pas en faveur d'une inhibition par u n  métabo- 

l i t e  contenu dans l e  lysa t .  



C - Répression catabolique 

UCKER e t  SIGNER ('85) t rava i l lan t  sur Rhizobium meliloti type sauvage 
2011 Str3,  ont montré que l e  succinate avai t  u n  rôle t rès  proche de celui 
d'un répresseur catabolique chez cet te  souche. Nous avons mis en évidence 
une ac t iv i t é  p-galactosidasique chez des cel lules  de 2011 L-i cultivées 
sur succinate comme seule source de carbone. 11 e s t  donc impossible que l e  

succinate réprime totalement l a  synthèse de l'enzyme B ; néanmoins, l ' u t i -  
l i sa t ion  du succinate devait nous apporter des éléments importants de ré- 
flexion. 

Nous avons d'abord vé r i f i é  que l e  succinate, l e  fumarate e t  l e  gluta- 
mate n 'é taient  pas inhibiteurs des ac t iv i tés  B-galactosidasiques A e t  B ,  

p u i s  que les ac t iv i tés  p-galactosidasiques des ce1 1 ules de 2011 L-i e t  
2011 ~ ' i 3  cultivées en milieu minimum additionné de succinate é ta ien t  f ~ i -  

bles e t  identiques. Mais, 1 'expérience l a  plus intéressante e s t  schématisée 
sur. ' . la figure 17. Elle consiste à mesurer l a  croissance des t r o i s  souches 
étudiées principalement sur milieu minimum additionné de succinate en con- 
centration limitante e t  de lactose. La figure 17a montre que l a  souche de 
type sauvage 2011 Str3 présente une croissance diauxique ; dans un premier 

temps, e l l e  dégrade l e  succinate, puis celui-ci é tan t  épuisé, e l l e  dégrade 
l e  lactose pendant sa deuxième phase de croissance. La souche 2011 L - i  q u i  

ne dégrade pratiquement pas l e  lactose ne pr2sente que l a  phase de croissance 
correspondant à 1 ' u t i l i s a t ion  du succinate ( f i g .  176). La souche 2011 L'i3 
montre également deux phases de croissance ( f i g .  17c). Toutefois, la diffé-  
rence de pente observée entre  l e s  deux phases e s t  f a ib l e  e t  l a  phase de la- 
tence t r è s  courte, contrairement à l a  souche de type sauvage où e l l e  dure 
au moins quatre heures. 

L'ensemble de ces résu l ta t s  peut s ' i n t e rp ré t e r  de la  façon suivante. 
Chez la  souche 2011 Str3,  lorsque l e  succinate e s t  entièrement u t i l i s é ,  

l e  lactose présent induit  l a  synthèse de 1 'enzyme A e t  on observe durant 
ce t t e  induction, une phase de latence longue. L'enzyme B s e r a i t  incapable 
d'hydrolyser l e  lactose chez ce t te  souche. Par contre, chez l a  souche 
2011 L'i3, 1 'enzyme A s e r a i t  inexistant e t  1 'enzyme B s e r a i t  capable d ' hydro- 
lyser  l e  1 actose , 1 a synthèse de cet te  enzyme fonctionnel 1 e s e ra i t  consti t u -  
t ive .  



Figure 17. Courbes de croissance des  souches 2011 S t r 3  (A), 2011 ~ - i  (B) 

e t  201 1 ~ + i  3 (c) dans l e  milieu minimm M9A additionné de 

succinate 21 0,1% e t  de lactose 0,1% 

La légère différence de pente observée dans la  courbe de l a  figure 

17c marquerait 1 'épuisement du succinate suivi peu après par 1 'hydrolyse du 

1 actose par 1 'enzyme B .  



Discussion 



Ce travai l  a d'abord consisté à i so l e r  e t  à étudier deux mutants de 
Rhizobium meliloti sur l e  caractère lactose. En étudiant chez ces mutants 
l e  devenir du lactose ajouté comme source de carbone, nous avons pu  t i r e r  

u n  certain nombre d'enseignements valables pour l a  souche de type sauvage 
2011 Str3.  

Le premier de ces mutants, 2011 L-i , e s t  u n  mutant se développant 
t r è s  lentement sur milieu m i n i m u m  lactosé e t  incapable de se développer 
avec l e  lactulose ou l e  1-0-rnéthyl-p-D-galactoside comme seule source de 
carbone. Cette prem-ière mutation n'a pas affecté  l a  poss ib i l i té  pour 
Rhizobium meliloti de se développer sur u n  grand nombre d'oses ou osides, 
présentant ainsi de grandes capacités catabol iques . 

Le second mutant étudié, 2011 L'i 3, e s t  l e  représentant de la  classe 
l a  plus nombreuse parmi les  mutants ~ac' .  Dans ce t te  c lasse,  se s i  tuent 
tous les  mutants ~ a c '  dont 1 ' a c t i v i t é  /3-galactosidasique des ce1 lules en- 
t i è re s  vis-à-vis d u  parani trophényl-p-D-galactopyranoside e s t  la  même que 
ce l le  des cel lules  2011 L- i .  

L'étude simultanée de ces deux mutants e t  de l a  souche de type sauvage 

nous ont permis de mettre en évidence chez ce t te  dernière, deux enzymes à 

ac t iv i t é  p-galactosidasique A e t  B.  

Dans les  expériences destinées à déterminer 1 'inducti b i l  i  t é  de la 
synthèse des enzymes A e t  B ,  les  inducteurs ajoutés dans l e  milieu de cul- 

ture 1 'ont toujours é t é  à haute concentration : 1 0 - ~  M .  Chez l a  souche de , 

type sauvage, 1 ' a c t iv i t é  p-galactosidasique e s t  6 ou 7 fo i s  supérieure 
quand ce t t e  souche e s t  cultivée sur milieu minimum lactosé,  plutôt que 
sur milieu m i n i m u m  glucosé ou fructosé.  -L'addition de lactose comme source 
de carbone induit donc la synthèse d'au moins une des enzymes à ac t iv i t é  
f3-galactosidasi que présentes chez ce t te  souche. 

Quand l e  lactose e s t  ajouté à l a  concentration de 1 0 - ~  M à un milieu 
minimum dont la  principale source de carbone e s t  l e  fructose ou l e  glycérol , 
l e  taux d 'act ivi té  /3-galactosidasique e s t  moins élevé qu 'avec l e  1 actose 
seul.  Le fructose se distingue du glycérol par des taux d ' ac t iv i t é  toujours 
pl us fa ib les  . 



Quand 1 'IPTG e s t  ajouté à u n  milieu minimum fructosé,  i l  n 'y a plus 

aucune induction a lo r s  que 1 'IPTG e s t  u n  inducteur chez ce t te  même souche 

cultivée en mi 1 ieu riche contenant de 1 ' e x t r a i t  de levure ou dans une 

moindre mesure en milieu minimum glycérolé. 11 semble donc que l e  fructose 

ag i t  comme u n  répresseur dans l a  synthèse d'au moins une des enzymes. 

UCKER e t  SIGNER (85) indiquent que l e  succinate exerce u n  e f f e t  analogue 

à l a  répression catabolique sur l ' a c t i v i t é  /3-galactosidasique e t  sur d'au- 

t res  ac t iv i t é s .  Ces auteurs ont t r ava i l l é  sur la  souche de type sauvage 

2011 St r3  e t  ont montré que, cultivée dans l e  milieu minimum lactosé plus 

succinate en concentration 1 imi tante ,  e l  l e  présentait  une croissance di au- 

xique. Nous avons f a i t  des expériences simi l a i r e s  avec l e  lactose plus fruc- 

tose en concentration limi tan te ,  la  courbe de croissance n ' e s t  alors pas 

di auxi que. 

Chez la  souche 2011 L-i ,  1 ' a c t iv i t é  P-galactosidasique des ce l lu les  

cultivées en milieu minimum RHBl  e s t  toujours sensiblement l a  même quelle 

que s o i t  l a  ou les  sources de carbone. Donc, l a  synthèse de l'enzyme B, 

unique /3-galactosidase chez ce t t e  souche, n ' e s t  pas inductible par l e s  

composés essayés. Le taux de base dû à ce t te  enzyme e s t  de 0,52 uni t é  

p-galactosidasique en milieu minimum fructosé.  Comme chez l a  souche 2011 S t r 3  

l e  taux mesuré pour ce même milieu e s t  de 0,6, i l  semble que dans ces con- 

di t ions ,  1 ' a c t iv i t é  due à 1 'enzyme A s o i t  t r è s  fa ib le  ou nul 1 e .  En présence 

d'autres sucres e t  sans inducteur, l ' a c t i v i t é  fbgalactosidasique du mu- 
tant e s t  presque égale à ce l l e  du type sauvage. On peut donc considérer 

que 1 ' ac t iv i t é  de base de 1 'enzyne A e s t  fa ib le  ; l e  lactose,  l e  lactulose,  

I'IPTG, l e  TMG e t  l e  MG apparaissent a lors  comme des inducteurs puissants 

e t  1 'enzyme A comme une p-galactosidase typique. Cette enzyme n 'a  pas 

d ' ac t iv i t é  i3-glucosidasique, Son Km pour l e  lactose 4 , l  mV, e s t  proche 

de ce1 ui de la  p-galactosi dase lacZ dlEscheri chi a col i ( 2  mM) . C'est cer- 

ta i  nement 1 'enzyme A qui hydrolyse l e  1-0-méthyl --p-D-gal actoside pui sque 

les  mutants ~ a c '  q u i  n'en sont pas pourvus ne peuvent croî t re  sur ce 

substrat ,  l'enzyme B sembTe donc incapable d'une t e l l e  hydrolyse. 

La première mutation n 'affecte  pas l e  système de pénétration d u  lac- 

tose dans la ce l lu l e ,  e l l e  se t radui t  simplement par la  perte de la  

i3-gal actosi dase A .  

Quant à 1 'enzyme B, nous montrons dans ce mémoire qu ' i l  ne s ' a g i t  pas 



d'une /3-galactosidase, mais d'une p-gl ucosidase à ac t iv i t é  /3-galactosida- 

sique e t  nous décrivons quelques unes de ses propriétés, d 'autres  ont é t é  

décrites par DELMAERE (103) e t  JOTTARD (104). Cette enzyme e s t  u n  nouvel 

exemple d'enzyme possédant deux ac t iv i tés  p-glycosidasiques , t e l  1 es les 

p-galactosidases d'amande (105, 106) e t  d'épididyme du r a t  (107). L'enzyme 

B a une a f f i n i t é  bien plus grande pour l e  PNPGlc que pour l e  PNPGal ( K m  
respectivement de 0,135 e t  6,4 mM) , c ' e s t  pourquoi nous l a  considérons 

comme une p-gl ucosidase, toutefois sa vitesse maximale d'hydrolyse pour 

l e  PNPGlc e s t  inférieure à cel le  du PNPGal . 

t 
La deuxième mutation conduisant au phénotype Lac ne semble a f fec ter  

n i  l es  enzymes A e t  B ,  ni l e  système de pénétration au lactose dans les  

cel lules .  Avec u n  Km de 30 mM pour l e  lactose e t  en quantité suff isante  

dans les  ce1 1 ules,  1 'enzyme B devrait permettre à toute souche qui en e s t  

pourvue de se développer normalement sur milieu minimum lactosé. Or, la  

souche 2011 L-i en e s t  incapable e t  nous avons cherché à savoir pourquoi. 

On peut éliminer 1 'hypothèse selon laque1 l e  l e  mutant 2011 L-i ne laisse- 

r a i t  pas pénétrer l e  1 actose dans la  ce1 1 ule,  e t  1 'hypothèse selon laque1 1 e 

1 'enzyme B s e r a i t  rétro-inhibée. 11 n ' e s t  pas question de penser que la  

synthèse de l'enzyme B pourrait ê t r e  réprimée, puisqu'on met constamment 

ce t t e  enzyme en évidence chez la souche 2011 L - i ,  contrairement à l'enzyme 

A qui e s t  soumise à régulation chez l a  souche de type sauvage. C ' e s t  cepen- 

dant l 'étude de l a  répression catabolique au moyen du phenomène de diauxje 

qui nous donne les  r é su l t a t s  les plus intéressants .  En e f f e t ,  i l s  démon- 

t r e n t  que chez la  souche de type sauvage, 1 'enzyme 13 n 'es t  pas fonctionnelle 

" i n  vivo" pour 1 'hydrolyse du lactose. Le mutant 2011 L-i dérive par muta- 

tion simple de ce t te  souche, i l  a perdu l ' a c t i v i t é  enzymatique A e t  chez 

1 ui , comme chez la  souche de type sauvage, 1 'enzyme B ne peut se rv i r  à 

u t i l i s e r  l e  lactose pour l a  croissance. Quant à l a  mutation simple qui don- 

ne à par t i r  de la  souche 2011 L'i l e  mutant 2011 ~ + i  3, e l l e  consiste à 

rendre 1 'enzyme B capable de fonctionner "in vivo" sans que nous ayons 

pu en déterminer la  raison. 
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