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A V A N T  - P R O P O S  



L'association symbiotique des bactéries du genre Rhizobium 
avec les plantes de la famille des Légumineuses se traduit par la 
fixation de l'azote atmosphérique comme source azotée pour la 
croissance. Lors de cette association, 1 'échange des nutriments entre 
les deux symbiontes est d'une importance capitale pour le développement 
et le maintien de la fixation de 1 'azote. 

Les hexoses sont les hydrates de carbone les plus abondants 
dans les nodules (Antoniw et Sprent, 1978), mais leur rôle dans 
1 'établ issement de 1 'efficience (c'est-à-dire la réduction de 1 'azote 
atmosphérique) n'est pas clairement défini. 

En effet, des mutants de Rhizobium trifolii (Ronson et 
Primrose, 1979a) et Rhizobium 1 egumi nosarum (Glenn et col 1 . , 1984b), 
incapables d'utiliser le glucose et le fructose, induisent la formation 
des nodules efficients, alors que ceux formés par un mutant fructokinase 
nêgatif de Rhizobium meliloti (Duncan, 1981) sont inefficients. 

D'autre part, 1 'accumulation des hexoses tels que le glucose 
et le fructose, ne semble pas avoir lieu activement chez les bactéro7des 
in vitro (De Vries et coll., 1982 ; Hooymans et Logman, 1984), mais i l  

est concevable que leur diffusion passive puisse être suffisante pour 
fournir des hydrates de carbone essentiels au maintien et au 
fonctionnement de ces cellules (Mc Kay et coll., 1985). 

Dans notre laboratoire, nous étudions particulièrement le 
métabolisme ênergétique et hydrocarboné de ces bactéries du sol il 1 'état 
libre, afin de mieux comprendre leur fonctionnement lors de la symbiose. 

Nous avons montré que Rhizobium synthétise d' importantes 
quanti tés d'exopolysaccharides (Courtois, 1984). Certains auteurs 
(Dazzo, 1980 ; Graham, 1981) attribuent à ces macromolécules un rôle 
éventuel dans le mécanisme de reconnaissance bactérie - plante. 
Cependant, une étude récente dans notre 1 aboratoi re (Nicolaidis - 
Struzyk, 1985) a montré que, pour certains couples lêgumineuse - 
bactérie, 1 ' intervention des exopolysacchari des est mineure voire même 
nul le. 



La croissance des Rhizobia peut avoir lieu en présence de 

substrats carbonés variabl es (Graham, 1969). Lorsque Rhizobium me1 i 1 oti 

est cultivé en présence de fructose, beaucoup d'exopolysaccharides sont 

synthétisés et le pH du milieu reste constant. Par contre, en présence 

de glucose, i l  y a peu de polysaccharides synthétisés,le pH diminue 

rapidement (Hornez et coll., 1976) et, plus la con cent ratio^ en glucose 

est élevée, plus i 1 y a accumulation d'acide 2-cétogl uconique (Derieux 
et coll., 1983). Les conditions d'aération des milieux sont éoalement 

importantes (Hornez et col 1 ., 1982) : 1 'acide organique ne s 'accumule 
qu'en condition de limitation en oxygène. 

On a montre (Remy, 1980) que la production de cet acide est 

effectuée à partir du glucose par un système enzymatique à deux 

deshydrogenases situées au niveau de la membrane bactérienne. 

Au vu de ces travaux, il  semble que la différence 
d'utilisation du glucose et du fructose pourrait se situer au niveau de 

leur vitesse de pénétration à l'intérieur du cytoplasme. 

Enfin, la présence de quantités importantes d'hexoses dans les 

nodules et leur rôle apparemment essentiel lors de la symbiose nous ont 

amenés à étudier le transport du glucose et sa régulation chez les 

cellules libres de Rhizobium meliloti. 



G E N E R A L I T E S  



1 - PRESENTATION DU GENRE RHIZOBIUM ET DE LA SYMBIOSE 

Le genre Rhizobium 

Le genre Rhizobium regroupe 1 'ensembl e des bac tér ies  capabl es 

d ' i n d u i r e  l a  fo rmat ion  de nodules morphologiquement b ien  d i s t i n c t s ,  s u r  

l e s  rac ines  des p lan tes  de l a  f a m i l l e  des Légumineuses. 

Les Rhizobia sont des b a c i l l e s  à Gram n é g a t i f  qu i  cont iennent  

souvent un nombre important  de granules de poly-6-hydroxybutyrate. 

Le genre e s t  d i v i s é  en deux catégor ies d'espèces : 

- l e s  espèces à croissance rap ide  qu i  ont  un temps de 

générat ion v a r i a n t  de 2 à 4 heures. 

- l e s  espèces à croissance l e n t e  qu i  on t  un temps de 

générat ion de 6 à 8 heures. 

Chaque espèce e s t  d é f i n i e  par  rappor t  à un ensemble de 

Légumineuses q u ' e l  l e  i n f e c t e  spécif iquement e t  avec lequel  e l  l e  

e n t r e t i e n t  des r e l a t i o n s  symbiotiques se t radu isan t  par l a  f i x a t i o n  de 

1 'azote atmosphérique ( tab leau 1). 

1.2. La symbiose 

Le phénomène de l a  symbiose se ca rac té r i se  par  d i f f é r e n t e s  

étapes q u i  conduisent à un nodule e f f i c i e n t .  

Dans un premier temps, l e s  Rhizobia s ' a t t achen t  aux p o i l s  

r a d i c u l a i r e s  e t  forment, par  l a  su i t e ,  un cordon i n f e c t i e u x  q u i  

progresse dans l e  p o i l  r a d i c u l a i r e  en se r a m i f i a n t .  Le cordon i n fec t i eux  

pénètre a l o r s  dans l e s  c e l l u l e s  végétales où il se desagrege en l i b é r a n t  

l e s  bac tér ies .  Les c e l l u l e s  de R h i z ~ b i u m  se d i f f é renc ien t  en 

"bactéroldes" : e l l e s  adoptent une morphologie t r e s  v a r i a b l e  

(pleiomorphe) e t  t r è s  d i f f é r e n t e  de l a  forme b a c i l  l a i r e  q u ' e l  l e s  



Tableau 1 : Taxonomie du genre J h i 7 0 b i u ~  

1 : Groupe 

! Croissance : Genre : Espèce : d ' i n o c u l a t i o n  ! 
! 1 

I : Rhizobium : Japonicum Soja ! 

l e n t e  : II l u p i n i  Lupin ! 
I I 

1 II : du "Cowpea-group" : Cowpea ! 
! 1 

I II : leguminosarum : Pois ! 

! ! 

! rapide : II me1 i l o t i  : Luzerne ! 
1 ! 

1 II phase01 i : Har i co t  ! 
! 

! II tri f o l  i i T r ë f l e  ! 

possèdent habi tue1 1 ement. E l  1 es sont capables par  a i  11 eurs de f i x e r  

l ' a z o t e  atmosphérique. 

D'une manière générale, Rhizobium ne f i x e  1 'azote i n  v i vo  que 

sous l a  forme bac téro ide  çrace à l ' a c t i v i t é  d'une enzyme p a r t i c u l i è r e ,  

l a  nitrogénase. La réduc t i on  de l ' a z o t e  en ammonium peut se résumer 

comme s u i t  : 

t 
N2 + 13 ATP + 6 NADPH + PH+ 2NH4 + 13 ADP + 13 P i  + 6 NAOP' + ee-. 

Cette r é a c t i o n  nécessi te 355 KJ/ ion ammonium formé. La 

n i  trogenase e s t  t r è s  rapidement i n a c t i v é e  par  1 'oxygène e t  son 

fonctionnement n ' e s t  poss ib le  que grâce à l a  r é g u l a t i o n  par l a  



léghémoglobine de l a  t ens ion  en oxygène au n iveau des s i t e s  de f i x a t i o n .  

Une p a r t i e  de l'ammonium p r o d u i t  e s t  u t i l i s é e  pour l a  

cro issance e t  l e  m a i n t i e n  du fonctionnement des bactéroïdes,  l a  p l u s  

grande p r o p o r t i o n  e s t  expor tée dans l e  cy toso l  de l a  p l a n t e  hote.  

I I  - LA PERMEABILITE DE LA MEMBRANE EXTERNE DES BACTERIES A GRAM NEGATIF 

La p a r o i  des b a c t é r i e s  à Gram n é g a t i f  e s t  c o n s t i t u é e  d 'une  

couche de mureine e t  d 'une couche supplémenta i re  s i t u é e  à l ' e x t é r i e u r  de 

ce1 l e - c i  , l a  membrane ex te rne  ( f i g u r e  1). 

Ce t t e  membrane, vue en mic roscop ie  é lec t ron ique ,  a  une 

s t r u c t u r e  b i l a m e l l a i r e  e t  e l l e  joue un r ô l e  t r è s  impor tan t  dans l a  

phys io l og ie  de ces bac té r i es .  En e f f e t ,  e l l e  confère une r é s i s t a n c e  à 

d i f f é r e n t s  agents comme l e  lysozyme e t  e l l e  permet l ' e n t r é e  p l u s  ou 

moins s p é c i f i q u e  des nu t r iments  e t  l ' e f f l u x  des p r o d u i t s  

b iosyn thé t iques .  

11 e x i s t e  deux types de d i f f u s i o n  à t r a v e r s  l a  membrane 

ex te rne  : 

- l a  d i f f u s i o n  non spéc i f ique ,  

- l a  d i f f u s i o n  spéc i f ique .  

Tous l e s  deux son t  e f f e c t u é s  pa r  l ' i n t e r m é d i a i r e  des 

proté ines,  dont  1  'arrangement s p a t i a l  forme des pores ou canaux : - 

- c e r t a i n s  sont  responsables de l a  p e r m é a b i l i t é  non s é l e c t i v e  

de p e t i t e s  mol écu1 es hydrophi  1  es, 

- d ' a u t r e s  sont  responsables de l a  perméabil i t é  s é l e c t i v e  

( d i f f u s i o n  s p é c i f i q u e )  des substances t e l l e s  que l e  mal tose e t  l e s  

mal t odex t r i nes ,  1  es nuc l  éos i  des e t  1  a  v i  tami ne BI*. 



Trime 

por I n 

Murein lipopro tein ~ h & ~ h o l i ~ i d  Peptidoglycan 
(Murein) 

Figure 1 : Modèle schématique de la membrane externe d '  Escherichia 

col i e t  Salmonell a typhimurium (d'après Ni kaido e t  - 
Vaara, 1985) 

OmpA : outer membrane protein A 

2.1 .  Les canaux de diffusion non spécifique : les porines 

Les protéines qui sont codées par les  gènes OmpF, OmpC e t  PhoE 

dlEscherichia coli ont é t é  appelées porines car leur arrangement conduit 
à la mise en place de pores non spécifiques qui permettent l e  passage à 

travers 1 a membrane externe de pet i tes  mol écu1 es hydrophiles de 

dimension inférieure à 600 daltons (Decad e t  Nikaido, 1976 ; Nakae e t  

Ni kaido, 1975). 



Il a é t é  démontré, en u t i l i s a n t  l a  m ic roscop ie  P lec t ron ique  e t  

l a  r e c o n s t i t u t i o n  d'images, que l e s  t r o i s  canaux s i t u é s  au n iveau de l a  

su r f ace  externe,  que l ' o n  observe su r  l e  dess in  de l a  f i g u r e  1, émergent 

en un canal unique au niveau de 1 'espace pér ip lasmique (Engel e t  c o l l  ., 
1985). 

Récemment, Alves e t  c o l  1. (1985) o n t  abordé 1 'é tude du r ô l e  de 

l a  membrane ex te rne  su r  l e  t r a n s p o r t  de pep t ides  en é t u d i a n t  l e s  

paramètres c i n é t i q u e s  de c e l u i - c i  chez des c e l l u l e s  sauvages e t  chez des 

mutants d 'E. c o l i  d é f i c i e n t s  en p ro té i nes  de l a  membrane externe.  I l s  

o n t  observé que l e s  por ines  i n t e r v i e n n e n t  en f a c i l i t a n t  l a  d i f f u s i o n  des 

d i v e r s  pep t ides  e t  que l a  p r o t é i n e  OmpF joue  un r ô l e  p l u s  impor tan t  que 

l e s  p r o t é i n e s  OmpC ou PhoE l o r s  de ce t r a n s p o r t .  

Le fonctionnement de ces canaux e s t  1 i é  à l a  présence, d 'une 

p a r t ,  des 1 ipopolysacchar ides (L.P.S.) e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  des p ro té i nes  

p é r i  plasmiques. Ces dern iè res  son t  s i  tuées dans 1 'espace p é r i  p l  asmique 

dé1 i m i t é  pa r  l a  membrane cytoplasmique e t  l a  pa ro i .  Cer ta ines  d ' e n t r e  

e l l e s  o n t  une f o r t e  a f f i n i t é  pour  un s u b s t r a t  donné e t ,  dans ce cas, 

e l  l e s  son t  appelées p ro té i nes  de 1 i a i s o n  ou "b ind ing  p r o t e i n s "  (B.P. ) .  

En ce q u i  concerne 1 es L .P .S., d i v e r s  au teurs  (Furukawa e t  

c o l l . ,  1979 ; Overbeeke e t  c o l l  ., 1980 ; Sch ind le r  e t  Rosenbusch, 1978) 

o n t  remarqué que l e s  po r i nes  on t  une f o r t e  a f f i n i t é  pour  ces 

macromol écu1 es. Ce1 1 es -c i  peuvent j oue r  de p l  us un r ô l e  impor tan t  au 

niveau de l ' o u v e r t u r e  e t  de l a  fe rmeture  de ces canaux. 

En ce q u i  concerne l e s  p ro té i nes  pér ip lasmiques,  c e t t e  

d i f f u s i o n  non s p é c i f i q u e  du canal emprunté semble en général  f a v o r i s é e  

par  1 ' a c t i v i t é  de p r o t é i n e  de l i a i s o n  s p é c i f i q u e  d ' u n  s u b s t r a t  e t  dont  

l a  f i x a t i o n  su r  l a  po r i ne  réorgan ise  l e  canal en faveur d ' u n  passage 

accé lé ré  de ce s u b s t r a t  (Lo e t  Sanwal , 1975 ; Lo e t  Bewick, 1981). 



2.2. Les canaux de diffusion spécifique 

2.2.1. Exemple du maltose e t  dérivés 

Le maltose e t  les maltodextrines diffusent chez les  
entérobactéries par u n  canal formé par la  protéine LamB (protéine 
réceptrice du phage 2) (Ni kaido e t  Vaara, 1985). 

Ce canal e s t  appelé aussi "maltoporine" car i l  achemine 
également d 'autres substances comme des amino acides e t  d 'autres 
hydrates de carbone (Lo e t  Sanwal, 1975 ; Luckey e t  Nikaido, 1980). E n  
e f f e t ,  ce canal Lam6 la i sse  diffuser facilement des monosaccharides mais 
i l  e s t  plus discriminatoire pour des saccharides de plus en plus grands. 
Néanmoins, ce canal e s t  complètement spécifique pour les trisaccharides. 
Par exemple, l e  maltotriose diffuse 100 fo is  plus vi te  que d'autres 
trisaccharides de structure différente comme l e  raffinose (Lo e t  Sanwal, 
1975). 

Des études du transport des maltodextrines avec des mutants 
MBP- (maltose " b i n d i n g  protein" déf icient)  e t  des expériences de 
compéti l ion (Overbeeke e t  col 1 . , 1980) ont montré que 1 '  interaction 
physique entre l a  protéine LamB e t  l a  MBP joue un rôle important e t  e s t  
nécessaire pour l e  transport "efficace" des maltodextrines à travers l e  
canal. 

2.2.2. Exemple du glucose 

Mizumo e t  Kageyama (1978) ont remarqué que Pseudomonas 
aeruginosa, cul t ivé en présence d u  glucose, produit une protéine D ,  

s i tuée au niveau de la  membrane externe. L'analyse de ce t te  protéine a 
montré qu 'e l le  e s t  constituée de deux éléments appeles D l  e t  D 2 .  Seul Dl  

permet l e  passage spécifique du glucose au travers du canal de diffusion 
q u  ' i 1 présente (Hancock e t  Carey, 1980). 



2.3. Conclus ion 

Mis à p a r t  l e  t r a n s p o r t  du g lucose ou de c e r t a i n s  

t r i saccha r i des ,  i 1  semble que, d 'une facon générale,  1  es d i f f é r e n t s  

nu t r iments  e t ,  en p a r t i c u l  i e r ,  l e s  monosaccharides, a t t e i g n e n t  1  'espace 

pér ip lasmique  pa r  d i f f u s i o n  pass ive  non s p é c i f i q u e  au t r a v e r s  de l a  

membrane externe.  

III - LE TRANSPORT DES HYDRATES DE CARBONE A TRAVERS LA MEtIBRANE 

CYTOPLASMIQUE ET SA REGULATION 

La membrane c y t o p l  asmi que e s t  une b a r r i  è r e  s é l  e c t i  ve q u i  

permet 1  a  p é n é t r a t i o n  s é l e c t i v e  de nu t r imen ts  nécessaires à 1  a  ce1 l u l e .  

L ' a c q u i s i t i o n  des nu t r imen ts  e s t  une f onc t i on  p r i m o r d i a l e  de 

tous l e s  organismes v i van t s  c a r  l a  p l u p a r t  des a c t i v i t é s  c e l l u l a i r e s  

sont d i r i g é e s  à t r a v e r s  c e l l e - c i .  Une étape e s s e n t i e l l e  de c e t t e  

a c q u i s i t i o n  e s t  l e u r  t r a n s p o r t  du m i l i e u  e x t é r i e u r  vers  l e  cytoplasme ûù 

l e  métabolisme a  l i e u .  

Les systèmes de t r a n s p o r t  des hydrates de carbone on t  é t é  

largement é tud iés  chez l e s  bac té r i es ,  en p a r t i c u l i e r  chez E. c o l i  e t  

Salmonel la typhimurium. On en d i s t i n g u e  deux types : 

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

- 1 e  t r a n s p o r t  a c t i f .  

3.1. La d i f f u s i o n  f a c i l i t é e  

Dans ce cas, l e  s u b s t r a t  d i f f u s e  à t r a v e r s  l a  membrane 

cytoplasmique j u s q u ' à  a t t e i n d r e  l ' é q u i l i b r e  e n t r e  l a  concen t ra t i on  

cy top l  asmi que e t  1  a  concen t ra t i on  du mi 1 i e u  e x t é r i e u r .  Ce processus ne 

nécess i te  pas l ' a p p o r t  d ' éne rg ie .  



Le seul hydrate de carbone accumulé par diffusion f ac i l i t ée  e t  

actuellement connu e s t  l e  glycérol . Son transport e t  son u t i l i sa t ion  ont . 
é té  décr i t s  chez plusieurs genres bactériens (Lin, 1976). 

Son mécanisme e s t  connu : des études effectuées chez E .  coli 

(Sanno e t  col1 ., 1968 ; Hayashi e t  Lin, 1965) ont montré que l a  capture 

du glycérol e s t  réalisée par une protéine membranaire qui fonctionne en 

association avec une kinase cytoplasmique (figure 2 ) .  Le transporteur du 

glycérol e s t  induit lors  des cultures sur ce substrat  e t  la 

glycérokinase, qui e s t  la  première enzyme de sa dégradation, joue u n  
rôle t r è s  important lors  du transport. En  e f f e t ,  des mutants qui ne 

possèdent pas ce t te  enzyme sont incapables d'accumuler l e  glycérol. 

MEOiUM CY TOPLASM 

Figure 2 : Le système de transport d u  glycérol 

(d'après Andrews e t  Lin, 1976) 

D'autre part ,  l e  km de la  glycerokinase pour son substrat  e t  

l e  km du système de transport pour l e  glycérol sont t rès  proches, 

indiquant ainsi  que l'accumulation de ce substrat e s t  l i ée  à l 'act ion de 

1 a glycérokinase. 



3.2. Le transport  ac t i f  

Ce type de transport e s t  réa l i sé  par des perméases q u i  sont 
des macromolécules spécifiques ou des assemblages mol écul a i res  1 imités 
e t  spécialisés dans l e  transport des métabolites à travers les  
membranes. 

L 'étude du mécani srne des transports ac t i f s  chez les  bactéries 
n'a pas permis de dégager u n  principe universel e t  aucune des perméases 
étudiées n ' e s t  à ce jour pleinement comprise quant à son mécanisme 
mol écul ai re. 

Exceptée la  diffusion f a c i l i t é e  du glycérol, tous les  systèmes 
de transport des hydrates de carbone explorés chez les  bactéries 
effectuent u n  transport ac t i f  contre u n  gradient de concentration. 

On distingue au moins t r o i s  grandes classes de mécanismes 
(Kepes , 1973). 

3.2.1. Les systèmes à transporteur mobile 

Ses systèmes font appel à une seule e t  unique protéine 
membranaire q u i  e s t  responsable de la  reconnaissance e t  de la 
translocation des substrats.  D'autre par t ,  ces derniers sont accumulés à 

travers une membrane énergisée par u n  gradient des protons. 

3.2.1.1. La lactose perméase 

La lactose perméase fu t  l e  premier système de transport decr i t  
e t  étudié (Cohen e t  Rickenberg, 1955 ; Rickenberg e t  col l . ,  1956), mais 
e l l e  reste la plus controversée des perméases (Kepes, 1971). 

Ce système, qui e s t  composé par une unique protéine 
membranaire, l a  protéine M codée par l e  gène LacY chez E.  col i ,  peut 
transporter l e  lactose mais également l e  mélibiose e t  des analogues 
structuraux de ceux-ci. 



Cette protéine présente une asymétrie, el le fonctionne 
différemment en fonction de la disponibilité de l'énergie dans la 
cellule. 

Quand la bactérie est privée d'énergie, la fonction de la 
protéine M est réduite à celle d'un transport passif du substrat à 

travers 1 a membrane cytoplasmique. 

Dans des conditions énergétiques favorables, rêsul tant de 1 a 
formation d'un gradient de pH à travers la membrane cellulaire, le 
substrat s'accumule (Harold, 1972 ; Kaback, 1974) (figure 3). L'affinité 
de la protéine M pour son substrat est augmentée quand celle-ci est 
protonée. La perméase ainsi complexée change de conformation et peut 
présenter, de ce fait, le substrat et le proton au niveau de la face 
interne de la membrane cytoplasmique, qui sont tous deux relargués dans 

le cytoplasme. 

Les différentes étape$ ae ce mécanisme peuvent être 
représentées par 1 'équation suivante (d'après Page et West, 1984) : 

H+ S m i  1 i eu extéri eur 

membrane 
cytoplasmique 

cytoplasme 

où @ représente la perméase, H+ le proton, S le substrat, en 
l'occurrence un galactoside. 



Pour que l e  systeme puisse continuer de fonctionner, i l  faut 
que l e s  protons intracel lulaires  sortent du cytoplasme. Cette so r t i e  e s t  
1 'évènement premier de ce type de transport e t  1 'accumulation du 

substrat  e s t  u n  e f f e t  secondaire directement l i é .  

L'efflux des protons du cytoplasme e s t  réal i s é  activement 
(Konings e t  co l l . ,  1984) (figure 3 )  : 

- dans des conditions d'aérobiose i l  e s t  l i é  2. l a  fois  au 

système de t.ransport d 'é l  ectrons e t  au complexe ATPasique ( C .  Burstei n, 
communication personnel 1 e )  , 

- dans des conditions d'anaérobiose, i l  e s t  l i é  so i t  à 

1 ' a c t i v i t é  d u  complexe ATPasique, s o i t  à 1 ' instal la t ion d ' u n  gradient 
des produits finaux lors de leur excrétion dans l e  milieu extérieur.  
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Figure 3 : La lactose perméase 
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Sachant, d'une part, que 1 'hydrolyse d'une molécule d'ATP est 

capabl e de transférer à travers 1 a membrane cytoplasmique deux protons 
et, d'autre part, que l'entrée d'une molécule de substrat est 

accompagnée d'un proton, on déduit que le coût énergétique pour 

1 'accumulation d'une molécule de substrat par ce système de transport 

est équivalent à la moitié de l'énergie d'une liaison pyrophosphate 

(Simoni et Roseman, 1973). 

Ce processus d'entrée peut être inhibé par trois classes 

d'inhibiteurs : 

- par un substrat compétitif, qui agit en occupant le site de 
fixation, 

- par un découplant énergétique, qui agit en dissipant 

1 'énergie créée par le flux des protons, 

- par des agents chimiques complexants tels que le 

N-éthylmal éimide (NEM) . Celui -ci agit directement sur 1 e système de 

transport du lactose en bloquant les fonctions -SH libres. 

3.2.1.2. La mélibiose perméase 

La mélibiose perméase est un système de transport inductible 

décrit pour la première fois chez S. typhimurium (Stock et Roseman, 

1971). L'étude de ce système a été entreprise en utilisant le TMG 

analogue structural non métabolisable du mélibiose, qui est son substrat 

naturel. 

Ce système est distinct de la lactose perméase qui peut 

également transporter le TMG, par le fait qu'il dépend de la présence 

d'ions sodium (~a+) ou lithium (~i'). En effet, l'accumulation 

intracellulaire du TMG n'est pas effectuée par couplage avec des protons 
+ 

mais avec celui d'ions Na . 

Une étude compârative récente (Burstein et Kepes, 1985) de ces 

deux systèmes chez E. coli a montré que le système mélibiose perméase 



e s t  é t r o i t emen t  dépendant du pH, a l o r s  que c e l u i  du l ac tose  présente un 

spec t re  p l u s  l a r g e .  Ce t t e  étude a également montré que l e  système 

d 'accumulat ion du l a c t o s e  e s t  p l u s  r é s i s t a n t  au chauffage que c e l u i  du 

mél i b i  ose. 

L ' é tude  de l ' e f f e t  d ' i n h i b i t e u r s  métabol iques su r  l e  t r a n s p o r t  

du TMG pa r  l a  m é l i b i o s e  perméase a permis de d é f i n i r  l e  mode 

d ' é n e r g i s a t i o n  de ce1 l e - c i .  Ce t te  étude a é t é  r é a l i s é e  avec des ce1 l u l e s  

e n t i è r e s  ou des vés i cu les  membranaires d 'E.  c o l i  ne possédant pas l a  

l a c t o s e  perméase ( L o p i l a t o  e t  c o l l  ., 1978). Les auteurs  on t  observé que 

1 'accumulat ion e s t  for tement  i nh ibée  p a r  l e  NEM e t  l e  CCCP démontrant 

a i n s i  que, d 'une p a r t  l a  p r o t é i n e  de t r a n s p o r t  possède à son s i t e  a c t i f  

des groupements -SH e t  que, d ' a u t r e  p a r t  l e  t r a n s p o r t  e s t  énerg isé  p a r  

un g r a d i e n t  de protons.  L ' iodoacé ta te ,  i n h i b i t e u r  de l a  v o i e  

g l y c o l y t i q u e ,  n ' a  pas a f fec té  l ' a c c u m u l a t i o n  du TMG. 

Ces observa t ions  démontrent que l e  g r a d i e n t  des p ro tons  joue  

un r o l e  t r è s  impo r tan t  au niveau de l a  c r é a t i o n  du g rad ien t  ch imique de 

~ a +  nécessai re  au t r a n s p o r t  du TMG. La s o r t i e  des protons du cytoplasme 

a u r a i t  pour  r ô l e  de f o u r n i r  1  ' éne rg ie  nécessai re  pour  e f fec tuer  

1 'accumulat ion e t  1  ' expu l s i on  des i o n s  sodium. Quant à 1  ' éne rg ie  

nécessai re  pour l ' e f f l u x  des protons,  e l l e  es t ,  au moins en p a r t i e ,  

f o u r n i e  p a r  l e  système ATPasique (Van Thienen e t  c o l l . ,  1978). 

3.2.2. Les systèmes à p r o t é i n e  pér ip lasmique  

Ces systemes de t r a n s p o r t  f o n t  appel à des p r o t é i n e s  de 

1 i a i s o n  (B ind ing  P r o t e i n s )  porteuses de s i  t e s  d ' a f f i n i t é  pour l e  

s u b s t r a t  t r a n s p o r t é  ( v o i r  2.1.). I l s  son t  i l l u s t r é s  par  l a  f i g u r e  4. 

Lorsque l a  membrane ex te rne  des b a c t é r i e s  à Gram n é g a t i f  e s t  

p a r t i e l  lement désagrégée p a r  des t r a i t e m e n t s  d i f f é r e n t s ,  se lon  l e s  

auteurs  (Le ive,  1965 ; Neu e t  Heppel, 1965 ; St inson  e t  c o l l . ,  1976), on 

a s s i s t e  à une l i b é r a t i o n  des p ro té i nes  pér ip lasmiques dans l e  m i l i e u  e t  

à une p e r t e  de l ' a c t i v i t é  perméasique. On a pu a i n s i  me t t r e  en évidence 

e t  é t u d i e r  un bon nombre de t e l s  systèmes accumulant des hydra tes  de 

carbone. Le t ab leau  2 montre l a  r é p a r t i t i o n  de ceux-c i  chez E. c o l i .  
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Galac tose  

Figure 4 : Les systèmes de transport à protéine périplasmique. 

Exemple de l a  fi-méthyl-galactoside perméase 

(d'après Andrews e t  Lin, 1976 modif7ê) 

Des études concernant l ' ac t ion  des divers inhibiteurs 

métaboliques sur ce type de transport c n t  permis de cerner son mode 

d'énergisation. 

- Les découplants énergetiques inhibent partiellement 

1 'accumulation de maltose par la maltose perméase (Ferenci e t  c a l l . ,  

1977). Cette observation e s t  en défaveur de l 'existence d'un système 

énergisé par flux de protons. Henderson e t  col 1 .  (1977), étudiact l e  

changement d u  pH durant l e  transport des substrats de l a  fi-rnéthyl 

galactoside p e r ~ e a s e  chez E .  co l i ,  concluent également que ce système ne 

f a i t  pas intervenir u n  flux des protons. 

- L'arséniate inhibe fortement l e  fonctionnement de ces 

systèmes (Ferenci e t  co l l . ,  1977 ; Parnes e t  Boos, 1973), par ur.e 

réductson importante du "pool " intracel lu la i re  de 1 ' ATP  (Klein e t  Boyer, 

1972) .  11 semble donc que tous les  systemes de transport à protéine 

périplasmiaue sont énergisés par 1 'ATP ou par u n  composé riche en 

energie dont la  synthèse dépend de 1 'ATP. 



Tableau 2 : Les systèmes de transport à protéines périplasmiques 
des hydrates de carbone chez E. col i (d'après Di1 1s e t  
col 1 . , 1980) 

1 : Locus : Binding ! 

! Système : Substrats : génétique : protein ! 
I ( M . M . )  ! 

! Arabinose : L-Arabinose, D-fucose, D-ga : araE : 38000  ! 
I : lactose, fi-methyl-L-arabino: I 

: galactoside, lactose 

! Maltose : Maltose, mal totriose e t  : malB : 37000  ! 

: maltodextrines 

! Methyl-p- : D-glucose, D-galactose, p -  : mglA, mglB, : 35 000 ! 

! galactose : glycerol -gal actoside, L-ara: mg1 C I 

! : binose, 6-deoxy-D-glucose, : ! 

! : side xyl ose ! 
I I 

! Ribose : Ribose, ribulose rbsP : 30 OOC ! 
I ! 

! Xylose : Xylose : xylT N D  ! 
I 1 

ND : Non Déterminé 



3.2.3. Les systèmes phosphotransférases (PTs) 

3.2.3.1. Le fonctionnement du système PTS 

11 s ' a g i t  d ' u n  système de t r a n s p o r t  p a r t i c u l i e r ,  puisque l e  

s u b s t r a t  pu isé  dans l e  m i l i e u  n ' a p p a r a î t  pas t e l  quel  dans l e  cytoplasme 

mais a p p a r a î t  à sa p l a c e  un p r o d u i t  chimiquement t ransformé : un hexose 

phosphate dans 1 'exemple d ' u n  système hexose PTS (Kundig e t  c o l l . ,  

1964). 

Le t r a n s p o r t  des hydrates de carbone PTS e t  l e u r  

phosphoryl a t i o n  nécess i  t e  1 a p a r t i c i p a t i o n  d 'un  c e r t a i n  nombre d'enzymes 

so lub les  e t  membranaires ( f i g u r e  5 ) .  

membrane 

p l  asmi que 

SUCRE-P 

PEP 

I:p 1:; x E1:::2~- PY RUVATE 

cytoplasme 

F i g u r e  5 : Le système hexose - PTS chez E. c o l i  e t  S. typhimurium 

( d ' a p r è s  D i l l s  e t  c o l l . ,  1980) 

1 

SUCRE 

m i  1 i e u  

e x t é r i e u r  



Ces protéines catalysent l e  t ransfer t  d'une molécule de 
phosphate du phosphoénolpyruvate (PEP) à l 'hydrate de carbone 
transporté. Cette réaction nécessite l a  présence d'ions M ~ ' '  e t  les  
produits formés sont l e  pyruvate e t  l e  substrat  phosphorylé. 

L ' in i t ia t ion  du t ransfer t  e s t  réal i s é  par deux protéines 
solubles q u i  sont 1 'enzyme 1 e t  une protéine de faible  poids moléculaire 
1 'Hpr. Ces constituants du PTS ne sont pas spécifiques de chaque 
substrat  accumulé e t  i l s  ont é té  purifiés e t  caractérisés chez plusieurs 
souches bactériennes (Postma e t  Roseman, 1976). 

La seconde étape du t ransfer t  e s t  effectuée par les  enzymes I I  
e t  I I I ,  q u i  sont des protéines spécifiques de chaque hydrate de carbone 
transporté. L'enzyme I I I  e s t  si tuée sur la  face interne de l a  membrane 
cytoplasmique, tandis que l'enzyme I I  y e s t  totalement intégrée. 

Les résu l ta t s  obtenus, su i t e  à 1 'étude de 1 ' inhibi t ion 
chimique de ce système de transport, sont différents de ceux décri ts  
pour les  autres systèmes perméasiques. En e f f e t ,  les  découplants 
énergétiques stimulent 1 'accumulation des substrats (Haguenauer e t  
Kepes, 1971 ; Reider e t  col 1 ., 1979), par contre, l e  fluorure,  
inhibiteur dans certaines conditions de l a  synthèse du PEP, l imite ce 
transport (Haguenauer e t  Kepes, 1972). 

3.2.3.2. La distribution du PTS chez les  bactéries 

Le transport des hydrates de carbone par l e  système PTS e s t  u n  
processus t r è s  répandu chez les bactéries (tableau 3 ) .  D'une façon 
générale, les bactéries anaérobies possèdent ce système à condition que 
l 'hydrate de carbone accumulé s o i t  métabolisé par la  voie 
d '  Embden-Meyerhof-Parnas (voie glycolyti que). Les hexoses ainsi  
métabol isés fournissent deux molécules de PEP par molécule d'hexose 
u t i l i s é .  

D'autre part ,  les  bactéries aérobies s t r i c t e s ,  en général, ne 
possèdent pas ce système. En e f f e t ,  l a  majorité de ces organismes 
u t i l i sen t  les hexoses e t  les  hexitols par la  voie dlEntner-Doudoroff 



et,  de ce f a i t ,  génèrent de l ' é n e r g i e  sous forme d'ATP ou de grad ien t  

é lect rochimique de protons. Dès l o r s ,  il e s t  p lus avantageux, pour ces 

souches aérobies, d ' u t i  1 i s e r  d i rectement  c e t t e  forme d 'énerg ie  pour 

a c t i v e r  l e u r  mécanisme de t ranspor t  p l u t ô t  que de f a i r e  appel à d 'au t res  

voies métaboliques conduisant à l a  synthèse de PEP. 

Néanmoins , des except ions e x i s t e n t  : cer ta ines  espèces de 

B a c i l l u s  e t  d1Ar throbacter  dégradent l e s  hydrates de carbone par  vo ie  

g l y c o l y t i q u e  e t  développent, de ce f a i t ,  des systèmes de t r a n s p o r t  PTS, 

b ien adaptés dans ce cas. 

Tableau 3 : D i s t r i b u t i o n  du système de t ranspor t  PTS chez l e s  

procaryotes (d 'après Di1 1 s e t  co l  1 ., 1980) 

I Genres : Réact ion Gram ; Subst ra ts  I' 

! I 

! Rhodopseudomonas - Fructose ! 
! Rhodospi r i  11 um - : Fructose ! 
! Thiocapsa - : Fructose ! 
! Th iocys t i s  - : Fructose I 
! Ancalomicrobium - : General ! 
! Spi rochaeta - : Manni to l  ! 
! Pseudomonas - : Fructose I 

! A l  c a l  i genes - : Fructose ! 
! Beneckea - : General ! 
! Escher ich ia - : General ! 
! K l e b s i e l l a  - : General I 

! Photobacterium - : General ! 
! Salmonella - : General ! 
! S e r r a t i a  - : General ! 
! Fusobacterium - : Fructose ! 
! Megasphaera - : Glucose, Fructose ! 
! Staphylococcus t : General I 

! Streptococcus + ; General ! 
! B a c i l l u s  + : General I 

! C l  os t r i d ium t : Fructose, Mannitol  ! 
! B rocho t r i x  + : General ! 
! Lactobâci 11 us 4- : General I 
! Ar th robacter  t : Fructose, Rhamnose ! 
! Mycoplasma : General ! 
1 I 



3.3. La régulation des systèmes perméasiques 

Le bon fonctionnement d'une perméase est indispensable pour 
l'utilisation optimale d'un hydrate de carbone. En effet, son transport 
est la première étape de son utilisation. 11 est en général assuré par 
des protéines enzymatiques, qui, comme les autres enzymes, sont régulées 
génétiquement au niveau de leur synthèse ou chimiquement au niveau de 
leur fonctionnement. 

Deux aspects de régulation sont ici abordés : l'un est commun 
à 1 'ensemble des systèmes enzymatiques (effets glucose), 1 'autre est 
spécifique de la régulation des perméases autres que les PTS. 

3 . 3 . 1 .  Les "effets glucose" 

Chez de nombreux genres bactériens, le glucose joue un rôle 
régulateur métabolique important. En effet, i l  peut inhiber 
l'utilisation de divers substrats selon deux mécanismes majeurs : 

- 1 a répression catabol ique permanente ou transitoire. 

* La répression catabolique permanente est un processus de 
régulation qui consiste à une répression plus ou moiils sévère des 
enzymes catabol iques par le glucose. Dans certains cas, d'autres 
substrats, rapidement métabolisables, ont le même effet. 

* La répression catabolique transitoire est un phénomPne selon 
lequel le glucose inhibe immédiatement, mais transitoirement, la 
synthèse enzymatique quand i l  est additio~né à une culture utilisant un 
substrat qui est consommé plus lentement. 

- l'exclusion d'inducteur. Ce phénomène désigne le mécanisme 
selon lequel le glucose inhibe l'entrée de substrats dont l'utilisation 
nécessite la synthèse d'enzymes inductibles, CU entraîne leur sortie du 
cytopl asme. 



3.3.1.1. La r ép ress i on  ca tabo l  i que  

Malgré de nombreuses recherches, l e  mécanisme t r è s  complexe de 

l a  r é p r e s s i o n  ca tabo l i que  n ' e s t  pas encore é l uc i dé .  

Des t r avaux  e f f e c t u é s  (présentés en annexe l ) ,  e n t r e  1942 e t  

1981, o n t  permis de d é f i n i r  l e  mécanisme de l a  r ep ress i on  c a t a b o l i q u e  

dépendante de liAMPc. 

D 'après ces t ravaux ,  il appa ra î t  que : 

- des subs t ra t s ,  rapidement métabol i sabl  es, provoquent 1  a  

d i m i n u t i o n  de 1'AMPc i n t r a c e l l u l a i r e ,  ce q u i  e n t r a î n e  une i n h i b i t i o n  de 

l ' e x p r e s s i o n  de c e r t a i n s  gènes i n d u c t i b l e s  ou c o n s t i t u t i f s  ; 

- c e t t e  i n h i b i t i o n  e s t  l e vée  pa r  1  ' a d d i t i o n  dlAMPc, q u i ,  en 

s ' a s s o c i a n t  avec l a  " C y c l i c  AMP Receptor P r o t e i n "  (CRP), o g i t  au n iveau 

de 1 'ADN en f a c i l i t a n t  l a  f i x a t i o n  de 1'ARN polymerase e t ,  de ce f a i t ,  

l a  t r a n s c r i p t i o n  ( f i g u r e  6 ) .  

P O 

RNA RNA @ C R  proteln 
polymerasa polymerase - I 

Cjdi iAMP 

CR ~ r c t e i n  t qciic PtP 
Cyclic AMP 

n c c p l o r  protcin 
*= gena 

F igu re  6 : Mode d ' a c t i o n  de 1'AMPc sur  l ' o p e r o n  l a c t o s e  

(d ' ap rès  Pastan e t  Perlman, 1970) 



Cependant, d'autres faits ont amené les chercheurs à 

considërer que le complexe AMPc - CRP n'est pas le régulateur exclusif 
de la répression catabolique. 

Ces travaux (présentes en annexe 2) ont montré que : 

- la rëpression catabolique, telle qu'elle a été décrite chez 
E. coli, n'est pas toujours vërifiée chez les autres bactéries ; 

- cette rëpression, due à des intermédiaires catabol iques, 
n'est pas un phénomène du "tout ou rien". Certains opérons sont plus 
réprimés que d'autres ; 

- 1 'AMPc n'est pas le seul modulateur et les taux 
intracellulaires de ce nucléotide sont plutôt la conséquence et non la 
cause de 1 a répression catabol ique (Ul lmann, 1985). 

L'hypothèse la plus récente est proposée par Ullmann (1985), 
qui suggère que 1 'expression des gènes est régul ée, soit négativement 
par des cataoolites, soit positivement par le complexe AMPc - CRP 
(figure 7). 

3.3.1.2. La relation entre répression catabolique et exclusion 
d ' inducteur 

L ' inhibition de 1 ' expression des gènes catabol i ques peut être 
également effectuée par un mëcanisme d'exclusion de 1 'inducteur du 
cytoplasme. Le mécanisme exact de cette inhibition n'est pas défini et 
certains auteurs (Dills et coll., 1980) ont soutenu que la répression 
des enzymes cataboliques par le glucose doit être due, en premier lieu, 
à un manque d'entrée du substrat inducteur dans les cellules. Ceci, 
certainement exact pour des enzymes inductibles, n'est pas le cas pour 
les systèmes constitutifs. En effet, la comparaison des systèmes 
constitutifs et inductibles a permis de dissocier la contribution de 
chacun de ces deux phénomènes au niveau de 1 'inhibition des activités 
enzymatiques par le glucose (Hefferman et col 1 ., 1976 ; Joseph et col 1 ., 
1981 ; Taylor et Yudkin, 1978). 



Promo t er  
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denyla te  
cyclase 

RNP 

1 Modulat 

f a c t o r  
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Metabolic pathways 

Fioure 7 : Modèle schématique de la relation -entre le contrôle 

positif de l'expression des gènes et la régulation 

négative de la répression catabolique. 

(d ' après Ul lrnann, 1985). 



Ces travaux ont été résumés (Ul lmann, 1985) dans le tableau 4, 
qui montre 1 a comparai son de cinq systèmes catabol i ques. 

Dans le cas de la 6-galactosidase et de la hoyptophanase, 
1 'effet du glucose est très proche, quelque soit la souche étudiée. On 
conclut donc que le seul "effet glucose" est la répression catabolique. 

Par contre, si on considère l'activité de l'arnylomaltase et de 
1 ' UDP-Ga1 -épimérase, on remarque que 1 es pourcentages des activités 
enzymatiques sont très différents selon les souches. En effet, 
l'inhibition causée par le glucose chez les souches sauvages inductibles 
est en grande partie ou totalement supprimée chez les souches 
constitutives. Dans ce cas, 1 'exclusion d' inducteur apparaît être le 
majeur ou seul effet inhibiteur de ces enzymes. 

En ce qui concerne enfin la L-arabinose épimérase, les deux 
effets doivent être impliqués dans la régulation de 1 '  expression de 
l'opéron arabinose. 



Tableau 4 : Comparaison des quelques activités enzymatiques chez des souches sauvages et constitutives d'E. coli. 
Les résultats sont exprimés en % de 1 'activité enzymatique chez des cellules cultivées sur glucose par 
rapport à 1 'activité mesurée chez les ce1 lules cultivées sur glycérol (d'après Ul lmann, 1985, modifie) 

! Souche sauvage : Souche constitutive : Nature de l'inhibition ! 

! (inductible) : ! 

! B-galactosidase (lac) ! 4 O 4 0 : Répression catabolique ! 

! Amylonialtase (mal ) : 4 60 : Exclusion d'inducteur ! 
I I 

I UDP-Gal-épimérase (gal ) : 3 5 1 O0 : Exclusion d'inducteur ! 

! Tryptophanase (tna) : 3 , 7  3,2 : Répression catabolique , , I 

! L-arabinose-épimërase : 2 5 60 : Répression catabolique et ! 
! (ara) : : Exclusion d'inducteur ! 



3.3.2. L ' i n h i b i t i o n  des systèmes de t r a n s p o r t  non-PTS pa r  l e  

système PTS 

Le système PTS i n t e r v i e n t  -dans l a  r é g u l a t i o n  du t r a n s p o r t  des 

hydra tes  de carbone q u i  ne son t  pas accumulés pa r  ce système ( D i l l s  e t  

c o l 1  ., 1980 ; Saier ,  1977). En e f f e t ,  une p r o t é i n e  r é g u l a t r i c e  du 

système PTS, qu i  e s t  1 'enzyme 1 1 1 ~ "  i n h i b e  l e s  pe'rméases non-PTS en s ' y  

assoc ian t  à un s i t e  a l l o s t é r i q u e .  Quand e l l e  e s t  phosphorylée pa r  l a  

chaîne PTS ( f i g u r e  8) ,  e l l e  e s t  incapab le  de l e s  i n h i b e r .  Les subs t ra t s  

du PTS d im inuent  l e  taux  de phosphory la t ion  de 1 'enzyme III G1c en 

en levan t  l e  phosphate de l a  v o i e  PTS e t ,  dès l o r s ,  i l s  causent une 

i n h i b i t i o n  de l ' a c t i v i t é  permeasique non-PTS. 

Osumi e t  S a i e r  (1982) o n t  proposé un modèle, q u i  représente 

l ' i n t e r a c t i o n  a l l o s t é r i q u e  e n t r e  l e s  composants du PTS e t  l a  l a c t o s e  

perméase chez E. co l  i ( f i g u r e  9).  

Selon ces auteurs ,  1 'enzyme déphosphorylé se l i e  à l a  

l a c t o s e  perméase en formant  un complexe avec l e  composant Hpr du système 

PTS . 

Quand l e  l a c t o s e  se f i x e  s u r  sa perméase, il a l t è r e  l a  
G l  c con fo rmat ion  dé c e l l e - c i ,  q u i  d e v i e n t  p l us  a f f i n e  pour l 'enzyme III . 

Ce changement conformat ionnel  i n d u i t  a l o r s  une nouve l l e  conformat ion de 

1 'enzyme 1 1 1 ~ ~ ~ ~  qu i  v o i t  son a f f i n i t é  d iminuer  pour 1 'Hpr.  

Dans c e t  é t a t  (complexe l ac tose - l ac tose  perméase-enzyme 

1 1 1 ~ ~ ~ ) ~  l a  perméase se t r ouve  sous une forme moins a c t i v e  que c e l l e  

observée pour  l e  complexe l ac tose - l ac tose  perméase. 

A 1 'opposé, l a  phosphory la t ion  de 1 'enzyme llIGIC m o d i f i e  son 

é t a t  conformat ionnel  de t e l l e  s o r t e  que son a f f i n i t é  pour  l a  l a c t o s e  

perméase diminue, a i n s i  p a r  conséquent, que son e f f e t  i n h i b i t e u r .  



Figure 8 : Régulation des systèmes non-PTS par le systfme PTS 

(d'après Ul lmann et Danchin, 1983 modifié). 



Lactose conc. 

Figure 9 : Interaction allostérique entre composants du système PTS 

et la lactose perméase chez E. coli. 

(d'après Osumi et Saier, 1982) 

Les symboles M, I I I  et H indiquent respectivement la 
lactose perméase, 1 'enzyme II i G I C  et 1 'Hpr. 



I V  - LE TRANSPORT ET SA REGULATION CHEZ RHIZOBIUM 

L 'é tude  des mécanismes de t r a n s p o r t  chez Rhizobium e s t  

rècente.  Les t ravaux  on t  é t é  e f f e c t u é s  pour l a  p l u p a r t  chez l e s  ce1 l u l e s  

l i b r e s  de Rhizobium, 1 'espèce l a  p l u s  é tud iée  é t a n t  R. leguminosarum. Le 

t r a n s p o r t  des hexoses ( t e l s  que glucose, f ruc tose  e t  mannose) e t  de 

c e r t a i n s  de l e u r s  dé r i vés  (comme l e  malate e t  l e  succ ina te )  sont  l e s  

mieux é tud iés .  

4.1. Le t r a n s p o r t  des hexoses 

4.1.1. Le t r a n s p o r t  des hexoses chez l e s  c e l l u l e s  l i b r e s  de 

Rhizobium 

Le t r a n s p o r t  du glucose e t  du f ruc tose  on t  é t é  d é c r i t s  chez 

R. leguminosarum e t  R. cowpea e t  c e l u i  du mannose e t  du f ruc tose  chez 

R. m e l i l o t i .  Les c a r a c t é r i s t i q u e s  impor tantes de chacun de ces 

t r anspo r t s  son t  r6sumés dans l e  t ab leau  5. 

4.1.1.1. L ' é n e r g i s a t i o n  du t r a n s p o r t  

La d é f i n i t i o n  du mode de t r a n s p o r t ,  p a s s i f  ou a c t i f ,  a i n s i  que 

l a  na tu re  de l ' é n e r g i e  nécessai re  l o r s  d 'un  t r a n s p o r t  a c t i f ,  a  é t é  

systématiquement abordée pa r  l e s  d i f f é r e n t s  au teurs  avec l ' é t u d e  de 

l ' e f f e t  des d i f f é r e n t s  i n h i b i t e u r s  s u r  l ' a ccumu la t i on  des hexoses 

( t ab leau  6 ) .  

Les découplants énergét iques, a i n s i  que l e  cyanure, i n h i b i t e u r  

du t r a n s p o r t  d ' é l  ec t rons ,  provoauent 1  ' i n h i b i t i o n  t r è s  sévère de tous  

l e s  systèmes de t r a n s p o r t  é tud iés ,  i n d i q u a n t  que l e  glucose, l e  f ruc tose  

e t  l e  mannose sont  t r anspo r tés  chez Rhizobium par  un mécanisme a c t i f  e t  

à t r a v e r s  une membrane énerg isée p a r  un g rad ien t  de protons. Il apparaSt 

que, chez Rhizobium, l e s  hexoses, con t ra i rement  à l a  p l u p a r t  des au t res  

espèces bactér iennes,  sont  t r anspo r tés  pa r  un système non-PTS. I l s  

s 'accumulent chimiquement i n a l t é r é s  dans l e  cytoplasme. Ceci  a  pu e t r e  
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démontré d 'une façon p l u s  d i r e c t e ,  en e x t r a y a n t  e t  en i d e n t i f i a n t  l e  

"poo l "  accumulé. Pour ce la ,  l e s  au teurs  ont ,  s o i t  u t i l i s é  des analogues 

s t r u c t u r a u x  de l 'hexose, non métabol isab les pa r  l a  souche étud iée,  s o i t  

des mutants incapables de dégrader l ' hexose  t r anspo r té .  11 a  é t é  

démontré que 1  'a-methyl g l  ucose (analogue non métabol i s a b l e  du glucose 

chez R. leguminosarum WU 235 (Hudmann e t  Glenn, 1980), a i n s i  que l e  

f r u c t o s e  (chez un mutant f r u c t o k i n a s e  négat i ve  de l a  souche MNF 3841 

(Glenn e t  c o l l . ,  1984) de l a  meme espèce, e t  chez R. m e l i l o t i  L  5-30 

(Ga rd io l  e t  c o l l . ,  1980)) son t  accumu16s sous une forme non 

phosphorylée. 

D ' a u t r e  pa r t ,  il semble que ces systèmes ne sont  pas énerg isés 

d i rec tement  pa r  1'ATP. En e f f e t ,  l ' a r s e n i a t e ,  q u i  i n h i b ~  l a  c o n s t i t u t i o n  

d ' u n  "pool  " i n t r a c e l  l u l a i r e  d '  ATP i s s u  du métabol isme i n te rméd ia i r e ,  a  

peu ou pas d ' e f f e t  su r  l ' a c c u m u l a t i o n  des hexoses. 

Récemment, Smart e t  c o l l  . (1984) o n t  observé, chez R. cowpea 

NCR 234, que l ' a r s e n i a t e  e s t  accumulé par  l e  système de t r a n s p o r t  du 

phosphate. I l s  suggèrent a l o r s  que l a  n o n - i n h i b i t i o n  des systèmes de 

t r a n s p o r t  des hexoses par  l ' a r s e n i a t e  peut  e t r e  due à l ' i n p o s s i b i l i t é  de 

ce composé de pénét re r  dans l e  cytoplasme. Ceci s e r a i t  provoqué par  l a  

présence impor tan te  d ' i o n s  phosphate (au moins 1,5 mM) dans l e  m i l i e u  

r é a c t i o n n e l ,  q u i  e n t r e n t  en compé t i t i on  avec l ' a r s e n i a t e .  

En f i n ,  des études d ' i n h i b i t i o n ,  e f fec tuées  en présence du NEM 

ou d'EDTA (Ethy lène diamine t é t r a a c é t i q u e  ac ide) ,  o n t  montré que l e  s i t e  

a c t i f  des perméases possède des groupements t h i o l s  e t  que son 

fonct ionnement nécess i te  que lque fo i s  l a  présence d ' i o n s  b i v a l e n t s .  

4.1.1.2. Caractère i n d u c t i b l e  ou c o n s t i t u t i f  de ces systemes 

La na tu re  de chacune des perméases a  é t é  d é c r i t e  ( tab leau  5 ) .  

A c e t  e f f e t ,  l e s  d i f f é r e n t e s  souches on t  é t é  c u l t i v é e s  su r  d i v e r s  

s u b s t r a t s  e t  ensu i t e  1 'hexose é t u d i é  a  é t é  accumulé par  des c e l l u l e s  

i ssues  de ces d i f f é r e n t e s  c u l t u r e s .  Les r é s u l t a t s  obtenus pa r  l e s  

d i f f é r e n t s  au teurs  on t  montré que, chez R. leguminosarum, l a  glucose e t  

l a  f r u c t o s e  perméase, a i n s i  que l a  mannose perméase de R. m e l i l o t i  sont  



constitutives.  Par contre, l e  système d'accumulation d u  fructose, chez 
R. cowpea NCR 234 e t  chez R .  me1 i1ot.i L 5-30, e s t  inductible, puisque 
des ce1 1 ules cultivées sur différents autres substrats sont incapables ' 

de transporter l e  fructose. 

La spéc i f ic i té  de ces systèmes 

L'accumulation d u  glucose e t  du fructose,  chez 
R. leguminosarum, e t  ce l le  du fructose, chez R .  cowpea, semble ê t r e  
réal isée par des systèmes spécifiques. Ces perméases ne transportent pas 
les  polyols e t  les disaccharides e t  o n t  une fa ib le  ou moyenne a f f i n i t é  
pour les  autres hexoses. Cependant, certains composés ont une fo r t e  
a f f in i t é  pour ces systèmes. Par exemple, l e  sorbose e s t  transporté par 
la  fructose perméase chez R. leguminosarum MNF 3841 e t  chez R .  cowpea 
NNG 234. Egalement, l e  galactose, d'une part ,  e t  l e  xylose e t  l e  
mannose, d 'autre  part ,  semblent ê t r e  accumulés par la glucose perméase 
chez R .  leguminosarum WU 235 e t  RBL 1, respectivement. 

- 

Des études concernant l a  compétition entre l e  glucose e t  ses 
analogues , a -methyl -gl ucose e t  2-desoxy-gl ucose, pour 1 a gl ucose 
perméase de R .  leguminosarum R B L I y  ont montré que, d'une part ,  ces 
composés exercent une inhibition mutuelle du transport, d 'autre  par t ,  
que les  analogues ont une a f f i n i t é  plus fa ib le  que l e  glucose pour l a  
perméase. E n  e f f e t ,  i l  faut une concentration en analogues 100 fo i s  
supérieure à ce1 l e  du glucose pour inhiber 1 'accumulation de celui-ci ,  
tandis qu'une concentration en glucose 10 fo is  supérieure à ce l le  des 
analogues s u f f i t  pour inhiber compl ètement 1 'accumulation de ces 
derniers. 

L'étude des paramètres cinétiques du système a montré que l e  
glucose e t  ses analogues sont transportés chez ce t te  souche par au moins 
deux mécanismes, u n  de for te  a f f i n i t é  e t  1 'autre  de fa ib le  a f f in i té ,  
pour ces substrats.  D'autre part ,  l es  valeurs du km observées sont plus 
for tes  pour les  analogues demontrant ainsi  que ces composés o n t  une 
a f f in i t é  plus faible  que l e  glucose pour l e  système perméasique. 



4.1.1.4. La régulation de ces systèmes , 

Des travaux ont montré que le fonctionnement des pi'erméases 
chez Rhizobium est réprimé lorsque les cellules sont cuitivées en 
présence de malate ou de succinate, comme seules sources de carbone. En 
effet, 1 'accumulation du rnannose chez R. me1 iloti (Arias . et col 1 ., 
1982), ainsi que ce1 le du glucose chez R. leguminosarum WU 235 (Hudmann 
et Glenn, 1980) et chez R. cowpea 32 Hl (Stowers et El kan, 1983) est 
inhibée par le succinate. Par ailleurs, lors des cultures de 
R. leguminosarum RBL 1, en présence de glucose et de malate, ce dernier 
est utilisé d'abord en réprimant le fonctionnement de la glucose 
perméase et, par conséquent, 1 'utilisation du glucose. 

Plusieurs autres travaux ont été pub1 iés quant à la répression 
des activités enzymatiques, ainsi que 1 'utilisation simul tanée des 
différents substrats chez Rhizobium. Les résultats rapportés sont 
différents selon les sources de carbone et les souches utilisées. 

Ainsi, Dilworth et coll. (1983) concluent en 1 'absence de 
répression et 1 'uti 1 isation simultanée des mélanges des substrats tel s 
que histidine / glucose, histidine / succinate, parahydroxybenzoate / 
glucose et parahydroxybenzoate / succinate, chez R. le~uminosarum. Il 
faut cependant noter que les consommations d'histidine et de 
parahydroxybenzoate sont très fortement diminuées en présence de 
succinate. 

Chez R. trifolii, De Hollander et Stouthamer (1979) concluent 
également en 1 'util isation simultanée de lactose et de glucose présents 
à des concentrations variables. 

Contrairement à ces auteurs, d'autres ont décrit la présence 
des croissances diauxiques lors des cultures binaires ainsi que des 
phénomènes de répression des activités catabol iques (Lim et Shanmugan, 
1979 ; Mc Getrick et coll ., 1985 ; R6hm et Werner, 1985 ; Ronson et 
Primrose, 1979 ; Ucker et Signer, 1978). 

Ucker et Signer (1978) décrivent un phénomëne semblable à la 
répression catabolique chez R. meliloti. Ces auteurs rapportent des 



croissances diauxiques pour des mélanges de succinate / maltose, 
succinate / ce1 lobiose et succinate / lactose, diauxies,qui , d'ail leurs, 
ne sont pas levées par 1 'addition d' AMPc dans le mi12ieu de culture. 

Lim et Shanmugan (1979) observent que 1 'accumulation de 
1 'hydrogène est inhibée par le malate chez R. japonicum et que cette 
répression est levée spécifiquement par l'addition dlAMPc. D'autre part, 
la mesure de la concentrat.ion intracellulaire d'AMPc a montré que la 
quanti té de ce nucléotide est proportionnel 1 e à 1 'activité perméasique. 

Chez la même espèce, R6hm et Werner (1985) montrent que le 
succinate exerce une répression catabolique sévère sur l'utilisation du 
phénol. 

Enfin, Mc Getrick et coll. (1985) ont récemment étudié la 
répression de la fixation du CO2, chez R. meliloti et la répression 
catabolique de l'utilisation de l'Hz chez R. japonicum. Ils ont montré 
que, chez R. me1 iloti , 1 'addition d' AMPc, ainsi que 1 'introduction chez 
ces cellules de plusieurs copies du gène de l'adenyl cyclase n'affectent 
pas le taux de fixation du CO2. D'autre part, ils ont observé une levée 
partiel le de la rEpression catabol ique de 1 'util isation de 1 'Hz,  chez 
R. japonicum, lorsque ces cellules contiennent des copies du gène de 
1 'adenyl cycl ase de R. me1 i 1 oti . 

4.1.2. Le transport des hexoses chez les bactéroides 

L'accumulation des hexoses chez les bactéroides est très 
faible ou absente (tableau 6). La plupart de ces accumulations ont &té 
réalisées en anaérobiose, mais celle du glucose, chez R. leguminosarurn 
(De Vries et col 1 ., 1982) a été effectuée dans des conditions aérobies, 
anaérobies ou microaérobies. Cette étude a montré que, quelle que soit 
l'aération du milieu, le transport du glucose reste très faible. 

Cette perte de l'activité pernéasique chez les bactéroïdes 
pourrait être due à 1 'endommagement de la perméase durant leur isolement 
à 1 ' inaccessibilité de cette protéine pour son substrat causée par 1 a 
déformation des cellules lors de la vie symbiotique. 



Sur u n  mutant pléiomorphe de R .  meliloti ,  isolé  par Mroz 
(1984) nous avons montré que ces bactér,ies, q u i  ont l ' aspec t  des 
bactéroïdes en cul ture  l ibre ,  accumulent les  hexoses mais beaucoup plus 
f ai bl ement que 1 es ce1 1 ul es non déf ornées. 

L ' absence d 'ac t iv i té  perméasique chez les  bactéroïdes peut 
ê t re  donc partiellement attribuée à des changements membranaires qui 
a l tèrent  l ' a ccess ib i l i t é  de la  perméase. 

Tableau 6 : Le transport des hexoses chez les  bactéroïdes isolés  des 

nodul es 

I Bactéroïdes : Substrat : Nature de : Références ! 

! : transport :l 'accumulation: j 

! R .  leguminosarum 1 

! WU 235 : glucose : passive : Hudmann e t  I 

I : Glenn, 1980 ! 

! RBL 
! 

! MNF 3841 
I 

: glucose : passive : De Vries e t  ! 

: col l . ,  1982 ! 

: fructose : passive : Glenn e t  1 

: col l . ,  1984 - ! 

! RPL 1003 : glucose : passive :Hooymanset ! 
! : fructose : passive : Logman, 1984 ! 

! ! 

! R .  cowpea I 

! NCR 234 : fructose : passive : Saroso e t  ! 
! : col l . ,  1984 ! 

! ! 

! R .  japonicum ! 

! USDA 110, USDA 138, : glucose : passive : Reibach e t  I 

! 8-D e t  8-T : Streeter ,  1984! 



4.2. Le t ranspor t  du succ ina te-e t  du malate 

/ 

La succinate e t  la 'ma la te  perméase ont  é té  étudiées chez l e s  

c e l l u l e s  l i b r e s  e t  l e s  bac téro ides  de R. leguminosarum, R. japonicum, 

R. t r i f o l i i  e t  R. cowpea ( tableaux 7et 8 ) .  L ' o rgan isa t i on  e t  l a  

r é g u l a t i o n  des gènes de s t r u c t u r e  du système de t ranspor t  des acides 

d icarboxy l  iques on t  é t é  même ca rac té r i sés  chez R. 1  egumi nosarum (Ronson 

e t  co l  1  ., 1984). 

Le processus d 'accumulat ion de ces acides e s t  sa turab le  e t  l a  

v i t esse  i n i t i a l e  de l e u r  t ranspor t  e s t  dépendante de l e u r  concentrat ion 

externe selon une r e l a t i o n  de Michael i s .  Les Km apparents observés chez 

l e s  c e l l u l e s  l i b r e s  sont de l ' o r d r e  du micromolaire (PM) e t  v a r i e n t  en 

f o n c t i o n  des espèces étudiées, se lon un f a c t e u r  de 1 a 4. Chez l e s  

bactéroïdes, une a f f i n i t é  p lus  f a i b l e  de ces perméases pour l e u r s  

subs t ra ts  r e s p e c t i f s  a  é t é  généralement observée e t  l e s  v i tesses  

maximal es (Vmax) d'accumulat ion sont  également i n fé r i eu res  à c o l  1  es 

ca l  cu l  ées pour des ce1 1  u l  es 1  i bres . 

Ces études ont,  par  a i l l e u r s ,  montré que l e  t ranspor t  du 

succinate e t  du malate e s t  r é a l i s é  par  un mécanisme a c t i f ,  qu i  dépend de 

1  ' é t a t  de 1 'énerg isa t ion  de l a  membrane semblable à c e l u i  du t ranspor t  

des hexoses. 

Quant à l a  ,nature i n d u c t i b l e  ou c o n s t i t u t i v e  de ces perméases, 

l es  études ef fectuées ont  montré des d i f f é rences  en f o n c t i o n  des espèces 

e t  des souches étudiées. A ins i ,  chez R. leguminosarum WU 235, 

R. japonicum USDA 1-110 e t  R. cowpea USDA 3278, l a  succinate e t  l a  

malate perméase sont  c o n s t i t u t i v e s .  

Par contre, chez R. leguminosarum GF 160 e t  GF 252, 

R. t r i f o l i i  CF 7012 e t  R. japonicum USDA 110 e t  USDA 217, l e  systGme de 

t ranspor t  du succinate e s t  i n d u c t i b l e .  En ef fet ,  l e s  auteurs ont observé 

une t r è s  f a i b l e  accumulation de ce composé, lo rsque l e s  c e l l u l e s  on t  é t é  

c u l t i v é e s  sur  bon nombre d 'au t res  substrats ,  comme des hexoses, po lyo ls ,  

pentoses, disaccharides ou autres acides organiques, exceptés l e  malate 

ou l e  fumarate. 11 f a u t  cependant n o t e r  que, pour l a  souche USDA 110, 

l ' accumula t ion  du succinate par  des c e l l u l e s  c u l t i v é e s  su r  d ivers  au t res  
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substrats était toujours sup@rieure au quart de celle observée lorsque 
, ' les cellules ont été cultivées sur succinate. Dans ce cas, les auteurs 

ont défini ce système comme plutôt inductible que constitutif. 

Enfin, il ne semble pas que ces systèmes soient réprimés par 
le glucose ou d'autres sources de carbone. 

4.3. Conclusion 

L'analyse des résultats publiés concernant les différents 
systèmes de transport chez les bactéries montre qu'il en existe plu- 
sieurs types actifs que 1 'on peut regrouper en trois grandes classes : 

- les systèmes à transporteur mobile 
- les systèmes à protéine péri plasmique 
- 1 es systèmes phosphotransférases (PTS) . 

L'étude de leur régulation a montré que les non-PTS comme la 
lactose perméase d'E. coli sont réprimés par ie glucose. 

Chez Rhizobium, 1 'étude des perméases n'a jamais mis en 
évidence 1 ' accumul ati on des hexoses par un mécani sme PTS , contrai rement 
à la presque totalité des autres uenres bactériens. Certains de ces 
systèmes sont réprimés par les acides dicarboxyliques tels que le 
succinate et le ma1 ate. 

Dans notre travail nous avons recherché la nature et la 
régulation de l'accumulation du glucose chez R. meliloti, espèce peu 
étudiée de ce point de vue. 

Nous avons utilisé des analogues du glucose tels que le 
2-désoxy-gl ucose, 1 ' a-méthyl glucose et 1 e 3-O-méthyl glucose. Nous 
avons constaté qu' i 1 s pénétraient moins rapidement que le glucose dans 
la cellule nais que, comme lui, ils étaient métabolisés. En conséquence 
et, en absence des mutants métaboliques, la plupart de nos travaux ont 
été réalisés avec le glucose lui-même. Les paramètres du transport 
mesurés sont de ce fait des valeurs apparentes car dépendantes non 



seulement du système perméasique mais auss i  de l a  dégrada t ion  du 

s u b s t r a t  dès son e n t r é e  dans l e  cytoplasme. 

Nous mettons a i n s i  en évidence, en accord avec l e s  t r avaux  

d é j à  pub1 i é s  pour d ' a u t r e s  expèces, 1  'accumulat ion a c t i v e  du glucose au 

t r a v e r s  de 1 a membrane c y t o p l  asmique éne rg i  sée. Par a i  11 eurs  , nous 

décr i vons  un système o r i g i n a l  de r é g u l a t i o n  de ce mécanisme. En e f fe t ,  

nous montrons q u ' i l  s u b i t  l a  répress ion  ca tabo l ique ,  AMPc dépendante, 

p a r  l e  succ inate.  



M A T E R 1  E L S  

E T 

M E T H O D E S  



1 - SOUCHE BACTERIENNE 

11 s'agit de la souche M5N1 de R. meliloti (&M5N1), 
efficiente pour la luzerne (Medicago sativa) . 

La congélation à - 20°C d'une suspension cellulaire en milieu 
complet fructose renfermant 20 % de glycérol permet de conserver la 
souche pendant un an. 

II - TAMPONS ET MILIEUX DE CULTURE 

2.1. Milieu RHBl 

Milieu minimum de croissance constitué de : 

- Milieu R (PH 7,2) 

K2HP04 ..................... 0,5 g 
..................... NH4N03 0,5 g 

MgS04, 7 H20 ............... 0,2 g 
.......... Eau distillée qsp i 1 

- Facteurs de croissance : 
I ................. Vitamine H 0,01 mg/ml 
Vitamine B1 ................ 0,5 mg/ml 

2.2. Milieu complet RC (pH 7 à 7,5) 



......... E x t r a i t  de l evu res  1 g 

.......... E a u d i s t i l l é e q s p  1 1 

2.3. Tampon de non p r o l i f é r a t i o n  (TNP) (pH 7 )  

MgS04, 7 H20 ............... 0,2 g 
K2HP04 ..................... 1 g 

.......... E a u d i s t i l l é e q s p  1 1 

III - CONDITIONS DE CULTURE 

3.1. Cu l tu res  su r  t a b l e  d ' a g i t a t i o n  r o t a t i v e  

On r é a l i s e  des c u l t u r e s  s u r  m i l i e u  RHBl, add i t i onné  d 'une  

source de carbone ti 10 g/1, dans des e r l ens  e t  des f i o l e s  à tox ine ,  

p lacés  su r  une t a b l e  d ' a g i t a t i o n  r o t a t i v e  ayant un excen t r ique  de 20 mm 

e t  t ou rnan t  à 105 tours /min.  La c ro issance  e s t  r é a l i s é e  à 30°C durant  48 

heures. 

3.2. Cu l tu res  en biophotomètre 

Les c u l t u r e s  son t  r é a l i s é e s  dans des tubes a u i  son t  p lacés 

dans un appa re i l ,  l e  b iophotomètre (Marais e t  c o l l . ,  1981). C e l u i - c i  

permet l e  s u i v i  de cro issances,  par  l a  mesure automatique de l a  dens i t é  

op t i que  (D.O.) , dans des cond i t i ons  p réc i ses  d ' a g i t a t i o n  e t  de 

température.  

3.2.1. P répa ra t i on  de 1 ' inoculum 

L ' inocu lum e s t  r é a l i s é  à p a r t i r  d 'une p r é c u l t u r e  ef fectuée s u r  

m i l i e u  RHBl a d d i t i o n n é  de g lucose à 10 g / l  e t  incubé  à 30°C durant  36 

heures. Les c e l l u l e s  sont  récupérées après c e n t r i f u g a t i o n  (8  000 g, 20 

min),  1 avées dans du TNP, c e n t r i f u g é e s  à nouveau e t  r e p r i s e s  dans du TNP 

a f i n  d ' o b t e n i r  une suspension c e l l u l a i r e  de D.O. (mesurée à 600 nm) 



éga le  à 1 (env i r on  1,2 x 10' c e l l u l e s / m l ) .  Les m i l i e u x  son t  i nocu lés  

avec 1 % de l e u r  volume de c e t t e  suspension c e l l u l a i r e .  

3.2.2. Cu l tu res  

E l l e s  son t  r é a l i s é e s  en incubant  10 ml de WB1 60 heures à 

30°C. L ' a g i t a t i o n  e s t  de t ype  "Vor tex"  de 500 rpm. La D.O. e s t  mesurée 

automatiquement à 700 nm t o u t e s  l e s  15 min. Les s u b s t r a t s  son t  a jou tés  à 

des concent ra t ions  va r i ab les .  

3.3. Cu l tu res  en fermenteur  

Lors  d ' une étude précédente (Theodoropoul os, 1982), on a 

cons ta té  que des c e l l u l e s ,  issues des c u l t u r e s  en f i o l e  s u r  m i l i e u  RHBl 

glucosé, accumul e n t  f a i  b l  ement 1 e glucose. Dans ces cond i t i ons  de 

c u l t u r e ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  dans un é t a t  phys io log ique  mauvais dû 3 

1 ' a c i d i f i c a t i o n  du m i l i e u .  

En e f f e t ,  l o r s q u ' o n  c u l t i v e  n o t r e  souche su r  RHB, glucosé en 
1 

fermenteur  avec r é g u l a t i o n  du pH, on o b t i e n t  des c e l l u l e s  q u i  accumulent 

l e  g lucose t r è s  rapidement e t  en q u a n t i t é s  impor tantes.  

Pour c e t t e  r a i son ,  mais Ggalement a f i n  de pouvo i r  c o n t r ô l e r  

c e r t a i n s  paramètres de l a  c u l t u r e ,  on a r é a l i s é  des cro issances 

bactér iennes en fermenteur.  

3.3.1. D e s c r i p t i o n  du m a t é r i e l  
1 

Deux types de fermenteurs o n t  é t é  u t i l i s é s  : 

- l e  fermenteur " S e t r i c "  ayant un volume u t i l e  de t r o i s  l i t r e s  

( f i g .  IO) ,  

- l e  fermenteur  "New-Brunswick" ayant un volume u t i l e  de d i x  

1 i t r e s .  



F i g u r e  10 : Represen ta t ion  schématique d ' un  fermenteur  SETRIC 



Sur ces a p p a r e i l s  son t  f i x é s  l e s  capteurs  s u i v a n t s  : 

- une é l e c t r o d e  pH, 

- une sonde de température,  

- un dé tec teu r  de mousse, 

- une sonde d'oxygène dissous. 

De p lus ,  i l s  son t  munis d 'une r é g u l a t i o n  de température e t  de 

pH e t  d ' un  e n r e g i s t r e u r  pap ie r  i n d i q u a n t  1  ' é v o l u t i o n  de 1 'oxygène 

d issous e t  du pH en f o n c t i o n  du temps. 

3.3.2. P ro toco le  d'ensemencement du fermenteur  

3.3.2.1. R é a l i s a t i o n  d 'une p r é c u l t u r e  

Dans un p remier  temps, des tubes contenant 10 ml du m i l i e u  

r i c h e  RC, add i t i onné  de f r u c t o s e  à 10 g / l  son t  inocu lés  avec une c o l o n i e  

i s o l é e  su r  b o î t e .  On r é a l i s e  a l o r s  une c u l t u r e  pendant une n u i t  à 30°C. 

Dans un deuxième temps, l e s  f i o l e s  de p r é c u l t u r e  contenant du 

RHBl add i t i onné  du s u b s t r a t  à 10 g / l  son t  inocu lés  avec 10 % de l e u r  

volume de c e t t e  c u l t u r e .  La p r é c u l t u r e  e s t  a l o r s  r é a l i s é e  su r  t a b l e  

d ' a g i t a t i o n  r o t a t i v e  à 30°C duran t  24 heures. 

3.3.2.2. Ensemencement du fermenteur  

L'ensemencement v a r i e  se lon  1 ' u t i l i s a t i o n  du fermenteur.  

En e f f e t ,  l o r s  de l a  p roduc t i on  massive des c e l l u l e s ,  l e s  

m i l i e u x  sont  inocu lés  avec 10 % de l e u r  volume de l a  p r é c u l t u r e .  

Par cont re ,  l o r s q u ' o n  s u i t  des cro issances d iaux iques,  il fau t  

é l i m i n e r  l ' e xcéden t  du s u b s t r a t  de l a  p r é c u l t u r e  c a r  c e l u i - c i  e s t  a j o u t 5  

à concen t ra t i on  l i m i t a n t e  e t  sa consommation e s t  mesurée duran t  ce t ype  

de cro issance.  Pour ce la ,  l e s  c e l l u l e s  sont  récupérées après 



centrifugation e t  reprises dans u n  pe t i t  volume de RHB1. Le fermenteur 
e s t  a lors  ensemencé de ce t te  suspension ce l lu la i re .  

3 . 3 . 3 .  Conditions de culture 

Le milieu de culture e s t  toujours l e  milieu RHB1. 

Lors des cultures sur milieu additionné de glucose (10 g / l )  , 
l a  croissance e s t  réal isée à 30°C durant 16 heures, l e  pH étant régulé 
entre 6,8 e t  7 , 2  unités de pH durant toute la fermentation. 

Lors des cultures binaires (en présence simultanée de deux 
subs t ra t s ) ,  chacun des substrats es t  ajouté à 1 g/ l .  La croissance e s t  
réal isée à 30°C sans régulation du pH. 

IV - METHODES DE DOSAGE 

4.1. Dosage du glucose 

La concentration du glucose, dans l e  surnageant des 
échanti 11 ons pré1 evés 1 ors des cul tures,  e s t  détermi née enzymatiquement 
(cof f re t  Boerhinger) . 

4.2. Dosage de protéines 

11 e s t  effectué par la  méthode de Lowry e t  co l l .  (1951), 
u t i l i s an t  la  sérum albumine bovine comme standard. 



V - ETUDE DES ECHANGES CELLULAIRES A TRAVERS LA MEMBRANE PLASMIQUE 

5.1. P répa ra t i on  des c e l l u l e s  pour  des essa is  d 'accumulat ion 

Les ce1 l u l e s  u t i l i s é e s  pour  des essa is  d 'accumula t ion  son t  

obtenues à p a r t i r  des c u l t u r e s  en f i n  de phase e x p o n e n t i e l l e  de 

croissance. 

La suspension c e l l u l a i r e  a i n s i  obtenue e s t  cen t r i f ugée  dans 

des p o t s  à c e n t r i f u g e r  à 8 000 g du ran t  20 min. Le c u l o t  e s t  l avé  dans 

du TNP, c e n t r i f u g é  à nouveau e t  r e p r i s  p a r  un p e t i t  volume de ce même 

tampon. Son adsorbance e s t  mesurée a 600 nm. Ces d i f f é ren tes  

manipu la t ions,  r é a l  i sées  s té r i l emen t ,  permet ten t  de concerver  l e s  

suspensions c e l l u l a i r e s  à + 4°C. 

5.2. Les p r o d u i t s  radiomarqués 

Les p r o d u i t s  radiomarqués u t i l i s é s  sont  obtenus p a r  l e  cen t re  

rad ioch imique Amersham. - 

On a u t i l i s é  l e s  p r o d u i t s  su i van t s  : 

- D- (u - ' ~c )  g lucose ; a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 250 mCi/mmol , - 

- méthy l  (cYD-(u- '~c)  g l uco )  pyranos ide ; a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 279 

m l  i /mm01 , 
3 - 2-désoxy-D(1- H) g lucose ; a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 15 Ci/mmol. 

Selon l a  concen t ra t i on  du s u b s t r a t  u t i l i s é ,  ces s o l u t i o n s  

mères son t ,  s o i t  d i luées ,  s o i t  add i t ionnées  du s u b s t r a t  f r o i d  

correspondant.  

5.3. Accumulat ion des s u b s t r a t s  

11 s ' a g i t  de mesurer, en s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e ,  l a  q u a n t i t é  de 

s u b s t r a t  radiomarqué re tenu  p a r  1  es ce1 1 u l  es bactér iennes au cours du 

temps. 



5.3.1. Technique d'accumulation 

La suspension cellulaire (D.O. : 1 ; volume 1 ml) est pré- 

incubee il 30°C pendant 15 min, avant l'addition du substrat à la 

concentration de 0,l mM. La perméation est realisée à 30°C. Les 

prélèvements sont de 0,l ml. Ils sont filtrés immédiatement sur 

membranes en nitrocellulose de 0,45 ym humides et rincfis par 2 ml de TNP 
+ NaCl à 5 % à + 0°C. 

Les membranes sont séchées sous lampe infrarouge pendant 30 

min, puis déposées dans des pots à scintillation. On ajoute 7,5 ml de 

liquide scintillant (Lipoluma) et on compte le nombre des cpm sur le 

compteur à scintillation liquide "Beckman". 

5.3.2. Expression des résultats 

Les résultats sont exprimés en nmoles de substrat accumulé par 

mg de protéines totales de la suspension cellulaire. 

+- 

5.4. Efflux des produits accumulés 

Plusieurs lots de cellules (0,l ml) sont préparés à 30°C. 

Chaque série est additionnée d'un substrat radiomarqué : soit 1 vCi de 

glucose, soit 1 ~iCi de a-méthyl-0-glucoside ou de 5 vCi de 2-désoxy-D- 

glucose et incubée durant des temps variables. L ' incorporation est 
stoppée en fin d'incubation par l'addition de 2 ml de TNP, additionné du 
substrat non radioactif respectif, à la concentration finale de 1 mM. 

Dès lors, on suit 1 'évolution du marquage intracellulaire en réalisant 
une cinétique durant 15 min sur des échantillons de 0 , l  ml traités comme 

pour des essais d'accumulation. 



VI - ETUDE DE LA NATURE DES PRODUITS ACCUMULES 

6.1. Extraction du matériel accumul é 

Des suspensions cellulaires de 5 ml à D.O. = 1 sont incubées à 

30°C avec des concentrations différentes en glucose et en a-méthyl-D- 
glucoside et durant des temps variables. Elles sont ensuite filtrées à 

travers des filtres en nitrocellulose de 0,45 Pm et lavées avec du TNP. 
Les cellules sont remises en suspension dans 10 ml d'eau distillée et 
portées à 100°C durant 10 min. Le matériel est centrifugé à 10 000 g 
durant 20 min et le surnageant filtré à travers des filtres en nitro- 
cellulose de 0,22 Cim. II est par la suite évaporé par évaporateur 
rotatif, repris par 0,l ml d'eau distillée et gardé à - 20°C pour 
1 'analyse u1 térieure. 

6.2. Techniques de chromatographie et d'électrophorèse 

6.2.1. Chromatographie sur papier 

Les extraits obtenus sont chromatographiés sur papier W3, le 
solvant de migration est celui de Patridge. 

Les témoins sont révélés à l'oxalate d'aniline et les produits 
radioactifs sont détectés en découpant le papier tous les 1 cm et en les 
analysant en scintillation liquide après avoir ajouté 4 ml de liquide 
scintillant (Lipoluma) . 

6.2.2. Chromatographie sur couche mince 

Les extraits sont chromatographiés sur couche mince en gel de 
si1 ice (20 cm x 20 cm ; 0,2 mm d'épaisseur), durant 2 heures. Le solvant 
de migration est constitué d'éthanol / butanol / acide acétique / eau / 
pyridine (100 : 10 : 3 : 30 : 10). Les témoins non radiomarqués sont 
révélés à 1 'orci no1 . Les témoins radiomarqués (UDP-gl ucose, a -méthyl 
glucose et acide gluconique) ainsi que les produits radioactifs sont 



détectés en découpant le gel tous les 0,5 cm et en les analysant sur un 
spectromètre de scintillation liquide Beckman, après avoir ajouté 4 ml 
de liquide scintillant (Lipoluma). 

6.2.3. Electrophorèse sur papier 

L'électrophorèse est réalisée sur papier W3 à 400 V durant 15 

heures et 30 min. Le tampon de migration est constitué de pyridine / 
acide acétique / eau (3 : 10 : 400). La révélation des témoins ainsi que 
la détection des produits radioactifs sont effectuées comme cela a été 
décrit pour la chromatographie sur papier. 

6.3. Hydrolyse acide 

L'hydrolyse acide est effectuée par l'acide trifluoroacétique 
(ATFA) 4N pendant 4 heures à 100°C. 

absolu. 
L'ATFA est éliminé par CO-évaporation avec de l'éthanol 

" 

Le résidu sec est enfin repris par une quantité appropriée 
d'eau et conservé au congélateur. 



R E S U L T A T S  

E T D I S C U S S I O N  



1 - MISE EN EVIDENCE D'UN TRANSPORT ACTIF DU GLUCOSE CHEZ R.MELILOT1 M5N1 

1.1. Cinét iques d'accumulat ion du g l  ucose,a-méthyl glucose e t  

2-désoxy glucose 

Les c iné t i ques  d'accumulat ion du glucose a i n s i  que de 2 de ses 

analogues st ructuraux,  1 'a-méthyl - g l  ucose (aMeG) e t  1 e 2-désoxy-gl ucose 

(2DG) par  des c e l l u l e s  c u l t i v é e s  sur  glucose, sont  représentées par  l a  

f i g u r e  11. 

On observe que l e  glucose e s t  accumulé avec une v i t e s s e  

i n i t i a l e  de 24 nmoles/mg de p ro té ine  x min. Son accumulation e s t  

l i n é a i r e  jusqu'au temps 5 min, après lequel  on remarque une d iminut ion  

de l a  v i t esse  d'accumulat ion. 

RmM N accumule également de 1 'sMeG e t  l e  2DG mais à des - 5 1  
v i tesses  beaucoup p lus  f a i b l e s .  En e f fe t ,  l e s  v i tesses  i n i t i a l e s  

d'accumulat ion de l'aMeG e t  du 2DG sont  respectivement de 4 e t  5 nmoles 

/mg de p ro té ine  x min. Ceci peut ê t r e  dû à une p lus  f a i b l e  a f f i n i t é  du 

système d'accumulat ion du glucose pour l'aMeG e t  l e  206. 

1.2. E f f e t  du chloramphénicol sur  l ' accumula t ion  du glucose 

Nous avons vou lu  savo i r  s i  l ' accumula t ion  du glucose é t a i t  

e f fectuée par un système pro té ique e t  déterminer,  s i  t e l  é t a i t  l e  cas, 

l e  " turnover"  de ce système. Pour cela,  nous avons é t u d i é  l ' e f f e t  du 

ch1 oramphénicol sur  1 'accumul a t i o n  du glucose. 

Les c e l l u l e s  sont  a l o r s  pré-incubées à 30°C durant  des temps 

d i f f é r e n t s ,  avec du chloramphénicol à l a  concent ra t ion  f i n a l e  de 200 

~ g / m l .  Cet te concent ra t ion  e s t  amplement suf f isante puisque 1 e 

chloramphénicol à 50 ~ g / m l  i nh ibe  l a  synthèse pro té ique chez 

(Courto is ,  1984). 

Les ce1 l u l e s  a i n s i  pré-incubées sont addit ionnées de glucose 

radiomarqué. On effectue a l o r s  une c iné t i que  d'accumulat ion pendant 10 

min. 





Paral lèlement,  on r é a l i s e  des c iné t iques  témoins, c ' e s t - à - d i r e  avec des 

ce1 l u l e s  pré-incubées durant  des temps ident iques  aux ce1 l u l e s  

précédentes mais en 1 'absence du chloramphénicol ( d é f i n i t i o n  de 100 % 

d 'accumulat ion).  

La f i g u r e  12 montre l e  pourcentage de 1 'accumulation du 

glucose, déterminé après 5 min d'accumulation, en fonc t ion  du temps de 

l a  p ré incubat ion  des c e l l u l e s  avec l e  chloramphénicol. On remarque que 

l a  capac i té  des c e l l u l e s  à accumuler l e  glucose diminue avec l e  temps de 

contac t  de ces c e l l u l e s  avec l ' i n h i b i t e u r .  L ' i n h i b i t i o n  opt imale e s t  

obtenue avec une pré incubat ion  d 'env i ron  6 heures. 

Ces r é s u l t a t s  suggèrent que l e  glucose e s t  incorporé  par un 

système prote ique ayant un " tu rnover "  d 'env i ron  6 heures. 

1.3. Nature du "pool " accumul é 

Dans l e  bu t  d 'aborder  l e  mécanisme de 1 'accumulation du 

glucose, nous avons examiné sa phosphoryl a t i o n  éventuel 1 e 1 ors de son 

. t r anspor t .  

Pour ce la ,  nous avons u t i l i s é  1 'aMeG qu i ,  d 'après l a  

1 i t t é r a t u r e ,  e s t  un subs t ra t  analogue du glucose, non métabol i s a b l e  ou 

fa ib lement  métabol i s é  p l  us lentement que i e  glucose chez Rhizobium. 

Nous avons d 'abord r é a l i s é  une accumulation du aMeG à l a  

concentrat ion f i n a l e  de 10 PM ( 3 K i )  par  des c e l l u l e s  de &M5F$ (D.O. = 

1) durant  5 e t  60 min. Les p rodu i t s  radiomarqués on t  é t é  a l o r s  e x t r a i t s  

e t  chromatographiés sur couche mince. Les p r o f i l s  de m ig ra t i on  sont 

représentés par  l a  f i g u r e  13. 

Après 5 min d'accumulat ion, on constate que 76,6 % de l a  

r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  e s t  por tée  par  1 'aMeG e t  seulement 9 % des dér ivés 

phosphorylés. On observe également un p e t i t  p i c  à 1 ' o r i g i n e  qu i  

correspond à 4 % de l a  r a d i o a c t i v i t é  e x t r a i t e  t o t a l e .  
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Figure 12 : Effet du chloramph@nicol sur 1 'accumulation du glucose 
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Les cellules ont été pré-incubees avec du 

chloramphénicol (200 ug/ml j durant des temps différents 

(30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 7h, 8h) avant l'addition 

du 1 4 ~ - g i  ucose. L' inhibition est déterminée après 5 min 
d'accumulation et en comparant à des échantillons sans 

ch1 oramphénicol . 
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D i s t a n c e  d e  h l i g r a t i o n  ( c m )  

Figure 13 : Chromatographie sur couche mince des produits radiomarqués 

extraits après une accumulation du aMeG durant 5 min (M) 

et 60 min (w). 

(a) correspond 2 la distance de migration de 1 'aMeG et 

( b )  à ce1 le du glucose-6-phosphate. 



Le p r o f i l  de migra t ion ,  après 60 min d'accumulat ion, r e s t e  

qua l i ta t i vement  l e  même que l e  précédent, mais on observe des v a r i a t i o n s  

q u a n t i t a t i v e s  des p rodu i t s  présents. En e f f e t ,  on remarque une 

d iminut ion  de l a  r a d i o a c t i v i t é  correspondante à 1 'ableG (50 % au l i e u  de 

76,5 %)  e t  une augmentation de c e l l e  de dér ivés phosphates (21,5 % au 

l i e u  de 9 % )  e t  du p r o d u i t  à l ' o r i g i n e  (14 % au l i e u  de 4 %).  

La présence d 'un  p r o d u i t  à 1 l o r i  g i  ne a également é t é  observée 

chez R. leguminosarum (Glenn e t  co l  1 . , 1984). Après une chromatographie 

dans un système so lvant  composé de butanol  / éthanol / eau ( 4  : 3 : 2 ) ,  
ce p r o d u i t  rep résen ta i t  15 % - 20 % de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  d 'un  

e x t r a i t  r é a l i s é  après une accumulation de aMeG (50 MM) par  c e t t e  souche 

durant 10 min. Les auteurs on t  émis 1 'hypothèse que ce  p i c  s e r a i t  

composé de l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  à des proté ines.  

D'après ces r é s u l t a t s ,  on peut  conclure que : 

- 1'aMeG e s t  métabol isé par  n o t r e  souche, 

- 1 'aMeG e t  probablement l e  glucose sont accumulés sous une 

forme inchangée e t  ne sont donc pas phosphorylés durant l e  t ranspor t .  

1-4. Ac t i on  des i n h i b i t e u r s  métaboliques 

L ' a c t i o n  des i n h i b i t e u r s  métaboliques l o r s  de 1 'accumulat ion 

du glucose nous renseigne sur  l e  besoin énergétique des c e l l u l e s  pour 

r é a l  i s e r  ce processus e t ,  éventuel lement, sur 1 a nature des donateurs 

énergét iques impl iqués. 

Pour c e t t e  étude, on a r é a l i s é  des c iné t iques  d 'accumulat ion 

du glucose en présence d '  i n h i b i t e u r s  à des concentrat ions var iables,  

a joutés 30 s avant l ' a d d i t i o n  de ce subs t ra t .  

Les r é s u l t a t s  ( f i g u r e  14) sont exprimés en accumulation 

r e l a t i v e  déterminée après 5 min d'accumulat ion e t  par rappor t  à des 

c iné t iques  témoins sans i n h i b i t e u r .  
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Figure 14 : Action des différents inhibiteurs mPtabnliaues à 

concentration variable sur 1 'accumulation du glucose. 

Les inhibiteurs sont ajoutés 30 s avant l'addition du 

l4c-cj1 ucose. L'accumulation relative est déterminée 

après 5 min d'accumulation et par rapport à des 

cinétiques témoins. 



On remarque une d i m i n u t i o n  rap ide  e t  impor tan te  de 

1 ' accumul a t i o n  du g lucose en présence des découpl an ts  énergét iques t e l  s 

que 1 ' a z i d e  de sodium (NaN3) e t  d ' i n h i b i t e u r s  de l a  chaine r e s p i r a t o i r e  

t e l  que l e  cyanure de potassium (KCN). Ces composés p résen ts  à des 

concent ra t ions  f a i b l e s ,  1 e t  10 mM respect ivement  pour l e  KCN e t  l e  

NaN3, i n h i b e n t  complètement l ' a c c u m u l a t i o n  du glucose. 

Par con t re ,  l e  f l u o r u r e  de sodium (NaF), même à des 

concent ra t ions  élevées, n ' a  pas d ' a c t i o n  s u r  ce t r a n s p o r t .  De façon 

s i m i l a i r e ,  1 ' a r s e n i a t e  de sodium ne r é d u i t  pas c e l u i - c i  d 'une  manière 

impor tante.  Smart e t  c o l  1 . (1984) suguerent que ce manque d ' i n h i b i t i o n  

par  1 ' a r s e n i a t e  s e r a i t  dû à 1 ' impossi  b i  1 i t é  de ce composé de péné t re r  

dans 1 e cytoplasme. 

La N-éthy l  maléimide (NEM), q u i  r é a g i t  avec l e s  groupements 

-SH des p ro té i nes ,  i n h i b e  l ' a c c u m u l a t i o n  du glucose à des concen t ra t i ons  

e n t r e  3 e t  5 mM. Ceci i nd ique  que des groupements -SH l i b r e s  son t  

nécessaires pour a v o i r  des v i t esses  d 'accumulat ion maximales. On a 

également é t u d i é  l ' e f f e t  du NEM en présence d 'un  excès de glucose. Pour 

cela,  on a comparé des c i né t i ques  d 'accumulat ion,  d 'une p a r t ,  du glucose 

0,01 mM en présence ou en absence du NEM ( 5  mM) e t ,  d ' a u t r e  pa r t ,  du 

glucose 0,01 mM p l u s  du glucose non r a d i o a c t i f  1 mM également en 

présence ou en absence du NEM ( 5  mM). 

On a cons ta té  que l ' e x c è s  du g lucose ne protège pas to ta lement  

l a  perméase de 1 ' i n a c t i v a t i o n  due au NEM. En e f f e t ,  on t r ouve  une 

a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  de 55 % en présence d ' un  excès de glucose au l i e u  de 

33 % en 1 'absence de c e l u i - c i .  

Ces r é s u l t a t s  suggërent que : 

- l e  s i t e  de f i x a t i o n  du s u b s t r a t  possede une p e t i t e  p a r t i e  

des groupements -SH s i t u é s  su r  l a  perméase, 

- l a  m a j o r i t é  de ces groupements e t  l e  s i t e  de f i x a t i o n  du 

s u b s t r a t  son t  séparés. 



L'EDTA sel de potassium, qui complexe les cations bivalents, 
cause une faible inhibition (35 % à la concentration de 5 mM) de 
l'accumulation du glucose. 

Afin d'identifier les cations bivalents nécessaires pour 
1 'établ issement des vitesses d'accumulation maximales, on a étudié 
l'effet de différents cations, ajoutés dans le milieu réactionnel sous 
forme de sulfates, sur le transport du glucose (tableau 9). 

On constate que les ions ~g'+ restaurent partiellement 
1 'inhibition causée par 1 'EDTAK, tandis que les ions ~n'' restaurent 
totalement celle-ci. Ces deux cations sont nécessaires pour le bon 
fonctionnement du système perméasique. Par contre, les ions CU'' et Zn 2 + 

provoquent une inhibition supplémentaire de 1 'accumulation du glucose. 

D'après les résultats décrits dans ce paragraphe et résumés 
dans le tableau 10, on peut conclure que : 

- l'accumulation du glucose est réalisée par un mécanisme 
actif, grâce à l'énergisation de la membrane plasmique par le transport 
d'électrons de la chaîne respiratoire ; 

- le "pool" d'ATP intracellulaire issu du métabolisme 
intermédiaire n'intervient pas dans 1 'énergisation de la membrane. 
Néanmoins i l  est possible que 1 'ATP formé par la chaîne respiratoire 
soit utilisé.par l'intermédiaire d'une ATPase membranaire. Ce mécanisme 
est cependant plus coûteux que l'énergisation directe, car le stockage 
de l'énergie sous forme de liaisons pyrophosphates implique une perte 
importante de celle-ci. De plus, chez les bactéries, la chaîne 
respiratoire se si tuant au niveau de 1 a membrane pl asmique, i l  est plus 
avantageux et plus commode, en aérobie, d'uti 1 iser directement 1 'énergie 
produite ; 

- la perméase possède des groupements -SH libres, mais la 
majorité de ceux-ci ne se trouvent pas sur le site de fixation du 
glucose. Ces groupements sont nécessaires pour une activité perméasique 
optimale ; 

- les ions ~n'+ et M ~ ~ +  sont nécessaires pour le bon 
fonctionnement du système d'accumulation. 



Tableau 9 : Inhibition de l'accumulation du glucose par llEDTAK 

et effets des cations bivalents sur cette inhibition. 

L'EDTA est ajouté 30 s avant l'addition du glucose et 
l'activité résiduelle est mesurée après une 

accumulation de 5 min. 

1 : Concentration : % d'activité ! 

I (mM) : résiduelle ! 

! Témoin 100 ! 
1 I 

! EDTAK 5 6 5 ! 

! ! 
I + MCJ~+ : 1 O 87,5 ! 

! ! 
+ 

! + ~ n '  : 10 100 ! 
! ! 

! + cu2+ : 0,Ol 3 1 ! 

! ! 

2+ . + Zn . 0,Ol 3 1 ! 
1 ! - -. ..", - 

l a .  
I ,  1 



Tableau 10 : Act ion  des d i v e r s  i n h i b i t e u r s  métaboliques sur  

1 'accumulation du glucose 

! : Mode de 1 ' a c t i o n  : Pourcentage ! 

! I n h i b i t e u r  : Concentrat ion: i n h i b i t r i c e  : de l ' a c t i v i t é !  

! h W  : r é s i d u e l l e  ! 

! NaN3 10 : Découplant énergét ique : 6,2 ! 

! : I n h i b i t e u r  de 1 ' ATPase : ! 
I I 

! C.C.C.P. 0,1 : Découplant énergét ique : 3,8 ! 
1 ! 

! DNP 1,5 : Découplant énergét ique : 3,9 ! 

! ! 
-- 

! KCN 1 : Chaine r e s p i r a t o i r e  : 4,5 I 

! NaF 40 : Synthèse du PEP : 104 ! 
1 1 

! Arsen ia te  : 2 0 : Synthèse de 1'ATP par  : 64 I 

I : g lyco lyse  I 

! ! 

! NEM 5 : Groupements -SH : 33 ! 

! NEM+glucose : : 55 I 

! 1 

! EDTAK 5 : Complexant des ca t ions  : 65 I 

! EDTAK + M~'+: : 87,5 I 

! EDTAK + ~ n ~ + :  : 100 I 

1 1 

Abrév ia t ions  non u t i l i s é e s  dans l e  t e x t e  : 

C.C.C.P. = CarbonylCyanurée-m-ChloroPhénylhydrazone ; 

DNP = 2-4 D in i t rophéno l  ; 

Na F = f l u o r u r e  de sodium. 



1.5. Effet du pH sur l'accumulation 

Afin d'étudier 1 ' influence du pH sur 1 'activité perméasique, 
on a réalisé des cinétiques d'accumulation du glucose dans des solutions 
de TNP ajoutées à des pH différents. Les cellules employées pour ces 
essais ont été cultivées dans du milieu RHBl additionné de glucose. 

La figure 15 représente 1 'activité perméasique en fonction du 

On constate que : 

- 1 'accumulation du glucose est dépendante du pH. Elle est 
très faible aux pH acides et elle devient importante aux pH proches de 
1 a neutral i té ; 

- le pH optimum de l'activité perméasique est situé entre 7 et 
8 uni tés pH. 

Stabilité de la perméase au chauffage 

Plusieurs lots de cellules (1 ml, D.O. = 1) ont été pré- 
incubés à diffërentes températures durant 10 min. Cette durée a été 
choisie arbitrairement, les résultats peuvent varier selon la valeur de 
ce paramëtre. L'action thermique est alors stoppée. en mettant ces lots 
dans de la glace et on réalise par la suite des essais d'accumulation du 
glucose 0,l mM pendant 5 min. 

Les résul tats obtenus sont représentés par la figure 16. 

On constate une augmentation légère (environ 5 %) de 
1 'activité perméasique à 37OC, par rapport à celle mesurée à 30°C, 
température uti 1 isée 1 ors des cultures et des expériences 
d'accumulation. Ceci montre qu'une variation de + 7°C n' influence 
pratiquement pas l'activité perméasique. De ce fait, l'erreur 
éventuelle, pouvant découler d'une augmentation faible de la température 
lors des expériences de perméation, est négl igeable. 



Le glucose accumulé est exprimé en nmoles/mg de 

protéines x min. 
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Figure 15 : Effet du pH sur l'accu~ulation. L -/ 
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Figure 16 : S t a b i l i t é  de l a  perrnfase au chauffage. 
@ 

Accumulaticn du glucose 0 , l  mM par des c e l l u l e s  

pré- incubees à di f fé ren tes  températures durant 10 

min. Le glucose accumulé e s t  exprimé en nmoles/mg de 

protéines x min. 



Au c o n t r a i r e ,  à p a r t i r  de 37"C, l ' a c t i v i t é  peméasique d é c r o î t  

pour devenir  presque n u l l e  à 57°C. 

1.7. Etude de l a  nature "enzymatique" du système de t r a n s p o r t  

L ' é tude  de l a  na ture  "enzymatique" du système de t ranspor t  a 

é t é  en t rep r i se  en mesurant, à d i f fé ren tes  concentrat ions, l e s  v i tesses 

i n i t i a l e s  de 1 'accumulat ion du glucose. 

On a é t é  t r è s  rapidement conf ron té  à des problèmes techniques 

pr inc ipalement  dûs à l ' u t i l i s a t i o n  des c e l l u l e s  en t iè res .  De ce f a i t ,  l e  

subs t ra t  accumulé e s t  par  l a  s u i t e  metabol isé e t  ce métabolisme a pour 

e f f e t  de mesurer des v i tesses  d ' accumulation r e l a t i v e s  e t  probablement 

i n f é r i e u r e s  à l a  normale. 

De même, lo rsqu 'on  u t i l i s e  une suspension c e l l u l a i r e  de 

densi t é  importante (concent ra t ion  en "enzyme" é levée)  pour 

1 ' accurnul a t i o n  du g l  ucose présent à une concent ra t ion  f a i b l e ,  on o b t i e n t  

des c i  nét iques d'accumulat ion non 1 i néaires, puisque 1 es ce1 1 u l  es 

accumulent t r è s  rapidement t o u t  12 glucose d ispon ib le .  

Dans l e  cas con t ra i re ,  c ' e s t - à - d i r e  avec des concentrat ions 

c e l l u l a i r e s  f a i b l e s  e t  des concentrat ions en glucose élevées, on observe 

des phénomènes d 'adsorp t ion  qu i  se t radu isen t  par  une sures t imat ion  du 

subs t ra t  accumulé durant  l e s  premières secondes. 

1.7.1. Déterminat ion d'une concent ra t ion  c e l l u l a i r e  opt imale 

A f i n  de diminuer l e  p lus  poss ib le  ces in te r fé rences,  on a 

r é a l i s é  des c iné t i ques  d'accumulat ion t r è s  courtes de 10, 20, 40 e t  60 

secondes e t  on a recherché une concent ra t ion  c e l l u l a i r e  pour l a q u e l l e  on 

o b t i e n t  des c iné t i ques  l i n é a i r e s  en f o n c t i o n  des temps indiqués e t  des 

concentrat ions en glucose u t i  1  isées. 

A c e t  e f f e t ,  nous avons é t u d i é  l 'accumula t ion  du glucose 

u t i l i s é  à des concentrat ions a l l a n t  de 0,5 à 10 PM par des suspensions 



c e l l u l a i r e s  de d e n s i t é  v a r i a b l e  (D.O. = 1 ; D.O. = 0,5 e t  D.O. = 0,3). 

On a  cons ta té  que l e s  v i t esses  d 'accumulat ion son t  l i n é a i r e s  durant  au 

moins 1 minute avec une suspension c e l l u l a i r e  de D.O. = 0,3. Un exemple 

de ces r é s u l t a t s  e s t  présenté su r  l a  f i g u r e  17. 

1.7.2. Dé te rmina t ion  des paramètres c i né t i ques  du système 

Les v i t e s s e s  i n i t i a l e s  d 'accumula t ion  ( V i )  son t  obtenues en 

mesurant l a  r a d i o a c t i v i t é  i n t r a c e l  l u l a i r e  après a v o i r  incubé l a  

suspension c e l l u l a i r e  (D.O. = 0,3) avec du D - (u - ' ~c )  glucose aux 

concent ra t ions  e n t r e  0,5 e t  10 HM d u r a n t  10, 20, 40 e t  60 secondes. 

On remarque que l e s  V i ,  exprimées en nmoles de g lucose 

accumulé/mg de p r o t é i n e s  x  min, son t  en r e l a t i o n  avec l a  concen t ra t i on  

du g lucose dans l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  ; l e  processus d 'accumula t ion  e s t  

sa tu rab le  e t  de t y p e  Michael i e n  ( f i g u r e  18). 

Les va leu rs  de l a  cons tan te  d ' a f f i n i t é  (Km) e t  l a  v i t e s s e  

maximale d 'accumula t ion  (Vmax) son t  obtenues en expr imant 1  es r é s u l t a t s  

sel  on 1  a  rep résen ta t i on  en double réc ip roque de L i  neweaver-Burk. E l  1  es 

sont de 0,68 HM e t  de 38,5 nmoles/mg de p ro té i nes  x  min, respect ivement  

pour l e  Km e t  l a  Vmax. 

II - DEVENIR DU GLUCOSE ACCUMULE 

2.1. Mise en évidence des p la teaux  de f i n  d 'accumula t ion  

L 'accumula t ion  complète du glucose pa r  5 M 5 N l  se t r a d u i t  p a r  

1  ' a p p a r i t i o n  d ' u n  p la teau.  On cons ta te  ( f i g u r e  19) que l e s  niveaux des 

p la teaux de f i n  d 'accumulat ion son t  d ' au tan t  p l u s  impor tan ts  que l a  

concen t ra t i on  en s u b s t r a t  au dépa r t  e s t  grande. De p lus,  c e t t e  phase 

s t a t i o n n a i r e  e s t  durab le  : nous avons pu cons ta te r  sa s t a b i l i t é  du ran t  

au moins une heure. 
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Figure 17 : Accumulation du glucose 3 u M  par des suspensions 

cellulaires de D.O. différentes mesurées à 6 0 0  nm. 

0.0. = 1 (H), D.O. = 0,s (M), D.O. = 0 , 3  (M). 
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Figure 19 : Accumuls,tion du glucose 0,025 rnM (M) et 0,2 rnM (w) 

par - RmM5N1. 



Des résultats similaires ont été rapportés chez P. aeruginosa 
(Eagon, 1971) et chez Bacil lus brevis (Asatani et Kurahashi , 1977). Pour 
cette dernière espèce, 1 es auteurs expl i quent 1 a présence d ' un plateau 
stable par un éventuel équilibre entre le transport et 1 laccumulation 
d'intermédiaires métaboliques en même temps que 1 'utilisation 
catabol ique des hydrates de carbone. 

2.2. Action de 1 'azide de sodium au cours de 1 'accumulation 

L'azide de sodium (NaN3), ajouté à la concentration finale de 
4 ou de 10 mM au cours de l'accumulation du glucose 0.01 mM, inhibe 
ce1 le-ci immédiatement (figure 20). Cet arrêt est caractérisé par 
1 'apparition d'un plateau indiquant 1 'absence de sortie du produit 
accumul é . 

2.3. Efflux des produits intracellulaires après une accumulation 
du glucose, du 2-désoxy-glucose et de l'a-méthyl-glucose 

Afin de comprendre les phénomènes conduisant à la stabilité du 
plateau, nous avons chassé le glucose accumulé à différents moments par 
une grande quantité de ce substrat (figure 21A).La sortie est d'autant 
moins importante que l'accumulation est longue. 11 est alors intéressznt 
de voir le devenir des analogues structuraux du glucose 2DG et aMeG dans 
les mêmes conditions (figures 21B et 21C). Les résultats sont similaires 
: RmM N assimi le donc ces composés mais pl us lentement que le glucose. - 5 1  
En effet, après 5 min d'accumulation, 75 % de glucose sont assimilés 
contre 42,5 % et 32,5 % de 2DG et de aMeG respectivement. 

Certains auteurs ont également observé une- modulation, au 
niveau de la sortie des produits intracellulaires après une accumulation 
des dérivés azotés chez R. leguminosarum, en fonction du substrat 
utilisé pour la culture et de celui employé pour l'accumulation. 

Lorsqu'ils réal isent 1 'accumulation de la méthylamine (Glenn 
et Dilworth, 1984) par des cellules cultivées sur ce même substrat, ils 
constatent que celui-ci dans sa majorité (85 %) est assimilé, c'est-à- 



FIgure 20 : Action de l'azide de sodium au cours de l'accumulation du 

.glucose 0,01 mM. 
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d i r e  t rans fo rmé en p r o d u i t s  i nso lub les ,  p r é c i p i t a b l e s  pa r  l e  TCA e t  i l s  

n 'observen t  pas de s o r t i e  provoquée pa r  1  ' a d d i t i o n  des découpl a n t s  

énergét iques ou pa r  une surcharge de ce subs t ra t .  

L o r s  de 1  'é tude du t r a n s p o r t  du glutamate, Poo le  e t  c o l  1. 

(1985) o n t  observé que 1  ' e f f l u x  des p r o d u i t s  i n t r a c e l  l u l a i r e s  après une 

accumulat ion de l a  l e u c i n e  par  des ce1 l u l e s  c u l t i v é e s  su r  g lu tamate e s t  

d i f f é r e n t  de l ' e f f l u x  après une accumulat ion du g lu tamate par  des 

c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  ce même s u b s t r a t .  

- Après une accumulat ion de l a  leuc ine ,  l a  s o r t i e  des p r o d u i t s  

i n t r a c e l  1  u l  a i  res  e s t  t o t a l e  1  o r s  de 1  ' a d d i t i o n  des découpl a n t s  

énergét iques ou du glutamate. Il f a u t  n o t e r  que l e  métabolisme de l a  

l euc ine  p a r  ces c e l l u l e s  e s t  l e n t  e t  que t r è s  peu (1,4 %) de ce s u b s t r a t  

e s t  a s s i m i l é  en des p r o d u i t s  p r é c i p i t a b l e s  au TCA. 

- Après une accumulat ion du glutamate, l a  s o r t i e  des p r o d u i t s  

i n t r a c e l  1  u l  a i r e s  e s t  p a r t i e l  1  e  ( e n v i r o n  30 %) . 

D'après nos r é s u l t a t s  e t  ceux des au t res  au teurs ,  il e s t  

vraisembl ab1 e  que 1  ' e f f l u x  des s u b s t r a t s  accumulés e s t  f o n c t i o n  de 1  e u r  

deven i r  dans l a  c e l l u l e  e t ,  p l us  p a r t i c u l i è r e m e n t ,  du degré  de l e u r  

a s s i m i l a t i o n .  

2.4. Analyse du m a t é r i e l  accumulé 

Nous avons é t u d i é  l a  n a t u r e  des p r o d u i t s  formés l o r s  de 

1  'accumulat ion du g lucose par  des c e l l u l e s  (D.Q. = 1 )  préa lab lement  

c u l t i v é e s  s u r  ce même subs t ra t .  

2.4.1. C iné t iques  d 'accumula t ion  

On a  r é a l i s é  des c i n é t i q u e s  d 'accumulat ion du g lucose à des 

concent ra t ions  v a r i a b l e s  : une f a i b l e  (0,005 mM) ( f i g u r e  22), une 

r e l a t i v e m e n t  élevée ( 1  mM) ( f i g u r e  23) e t  une i n t e r m é d i a i r e  ( 0 , l  mM) 

( f i g u r e  24) .  Pour l e s  deux concent ra t ions  extrêmes du g lucose  (0,005 mM 

e t  1 mM), nous avons s u i v i ,  en p l us ,  l a  d i s p a r i t i o n  de ce  s u b s t r a t  du 

mi 1  i e u  r é a c t i  onnel . 



Pendant l a  phase ac t ive  de 1  'accumulation (du début jusqu'au 

p la teau) ,  nous constatons : 

- que l a  rad ioac t iv i t é  dans l e  milieu réactionnel  diminue 

fortement ( f igures  22 e t  23) ; 

- à p a r t i r  de l a  vingtième minute d'accumulation du glucose 1 

mM ( f i gu re  23), une d i spar i t ion  de rad ioac t iv i t é  due probablement à l a  

production d u  14c02. Cette production e s t  assez importante, el  1  e  

représente,  au début du plateau,  34 % de l a  r ad ioac t i v i t é  i n i t i a l e  

t o t a l e .  

Pendant 1  a  phase s ta t ionna i re  de 1  'accumulation (p la teau) ,  

nous constatons que : 

- l a  r ad ioac t iv i t é  présente dans l e  milieu diminue, mais 

beaucoup moins que durant l a  phase ac t ive .  Dans l e  cas de l'accumulation 

d u  glucose 0,005 mM ( f igure  22) ,  c e t t e  diminution e s t  de 1 ' o rdre  de 245 

dpm/min, s o i t  de 20 % pour l a  durée (43 min) d u  plateau mesure ; 

- l a  r ad ioac t iv i t é  i n t r ace l l u l a i r e  diminue t r è s  peu, en tou t  

cas beaucoup moins que l a  rad ioac t iv i t é  du milieu. Dans l e  cas de 

1 'accumulation du glucose 0,005 mM, c e t t e  diminution e s t  de 1  'ordre de 

4,7 %. 
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T e m p s  

Figure 24 : A c c u ~ u l a t i o n  du glucose 0 , l  MM. 

Les flèches indiquent les temps auxquels les 

prélèvements pour la preparation des extraits 

ont été r6alisés. 



D'après ces deux observations, on peut conclure que : 

- l a  s t a b i l i t é  d u  plateau n 'es t  pas due à u n  équilibre en t re  

l ' en t rée  du glucose e t  l a  sor t ie  des produits métaboliques ; 

- au plateau l e  glucose e s t  accumulé e t  métabol i s é  mais plus 

lentement que pendant la  phase active de l'accumulation. 

Au v u  de ces résul ta ts  e t ,  afin de mieux comprendre 

1 'existence d'un plateau stable,  nous avons tenté d '  ident i f ie r  les  

produits formés au pl ateau . 

Pour ce f a i r e ,  nous avons ex t r a i t  à l 'eau bouillante l e  

matériel hydrosoluble contenu dans 1 es ce1 1 ules à des moments différents  

de 1 'accumulation, généralement, au début e t  à l a  f in  du plateau 

(figures 2 2 ,  23 e t  2 4 ) .  

Le rendement de l 'extract ion e s t  fa ib le ,  i l  e s t  de l ' o rd re  

2.4.2. Analyse des ex t ra i t s  obtenus 

Les différents ex t ra i t s  sont d'abord analysés en 

chromatographie sur couche mince. Les profi ls  de migration obtenus sont 

similaires (figures 25, 26, 2 7 ) .  Cependant, on observe une variation 

quantitative des produits él ués en fonction d u  temps d'accumulation e t  

ceci ,  quelle que s o i t  l a  concentration du glucose accumulé. En e f f e t ,  au 

niveau du plateau, on remarque une diminution du glucose e t  des 

différents intermédiaires, compensée par une augmentation d'un ou 

plusieurs produi.ts qui ne migrent pas (Po). Le tableau 11 résume les  

principales variations e t  l e  tableau 12, les  coefficients de migration 

(Rf) des différents  témoins. 

Ce phénomène a é té  également constaté quand les ex t ra i t s  sont 

chromatographiés sur papier (figure 28). Cependant, on remarque que, par 

rapport au profil obtenu sur couche mince, Po représente pl us de radio- 



ac t iv i t é  que les  autres produits qui migrent, c 'est-à-dire qu'une 

quantité importante des produits qui migrent sur couche mince ne migrent 

pas en chromatographie sur papier. 

Les produits à l 'o r ig ine  sont également présents lors d'une 

électrophorèse sur papier (figure 29). 

Cependant ceux-ci n 'existent pas dans l e  milieu 
extracel 1 ulaire : celui-ci contient, dans sa grande majorité, du glucose 

e t  de 1 'acide gluconique (f igure 30). 

Des résu l ta t s  similaires ont é t é  rapportés lors  de 

1 'accumulation d u  fructose chez R. leguminosarum (Glenn e t  col 1 ., 1984). 
Chez ce t te  souche, après 15 min d'accumulation du fructose 0 , l  mM, 15 % 

seulement de la  radioactivité extrai te  à 1 'eau chaude é t a i t  ident i f iée  

comme étant du fructose. I l  e s t  également intéressant de noter que 32 % 

de l a  radioactivité ex t ra i te  n'a pas migré en chromatographie sur  

papier. Les produits correspondant à celle-ci  n 'ont pas é t é  ident i f iés .  

Nous avons, par l a  su i te ,  tenté de définir  l a  nature des 

produits Po. Pour cela,  après une électrophorèse sur papier, nous avons 

découpé la  bande à 1 'origine e t  nous avons élué à 1 'eau les produits 

contenus dans celle-ci  avec u n  rendement d'environ 70 %. Ces produits 

ont é t é  hydrolysés par 1 'ATFA e t ,  après él ectrophorPse de 1 ' hydrolysat 

( f igure 31), on constate que : 

- 1 'hydrolyse e s t  partiel  l e  ; 

- i l  y a formation d'un produit majeur qui migre u n  peu moins 

que l e  glucose. 

D'après nos résu l ta t s ,  on peut d i r e  que l e  métabolisme de 

notre souche, au plateau, e s t  orienté vers l a  formation des produits qui 

ne migrent pas dans les  supports e t  les  systèmes solvants u t i l i s é s .  

Certains de ces produits sont chargés puisqu'i ls  migrent en 
électrophorèse mais non en chromatographie sur papier. La pa r t i e  

restante es t  constituée de produits de masse moléculaire t e l l e  que leur  

migration e s t  limitée. 



F i g u r e  25 : C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  couche  mince  d e s  p r o d u i t s  r a d i o m a r q u é s  

e x t r a i t s  a p r è s  une a c c u m u l a t i o n  du g l u c o s e  0 , 0 0 5  mM d u r a n t  

5 min (u) e t  45 min ( L A ) ,  

( a )  c o r r e s p o n d  à l a  d i s t a n c e  d e  m i g r a t i o n  du fructose-1,6-diphosphate 

( b )  c o r r e s p o n d  2 1 a d i s t a n c e  d e  m i g r a t i o n  du g l  ucose -6 -phospha t e  

( c )  c o r r e s p o n d  à l a  d i s t a n c e  d e  m i g r a t i o n  d e  1 ' a c i d e  g l u c o n i q u e  

( d )  c o r r e s p o n d  à l a  d i s t a n c e  d e  m i g r a t i o n  du g l u c o s e .  



D i s t a n c e  d e  h l i g r a t i o n  ( c m )  

Figure  26 : Chromatographie s u r  couche mince des p rodu i t s  radiomarqués 

e x t r a i t s  après  une accumulat ior  du glucose 1 mM du ran t  90 

m i n  (o-o) e t  200 m i n  (u). 

( a )  correspond à l a  d i s t a n c e  de migra t ion  du fructose-1,6-diphosphate 

( b )  correspond 2 1 s  d i s t a n c e  de migra t ion  du glucose-6-phosphate 

( c )  correspond à 12 d i s t a n c e  de migra t ion  de 1 ' a c i d e  gluconique 

( d )  correspond à l a  d i s t a n c e  de r r ig ra t ion  d u  g lucose.  



D i s t a n c e  d e  h l i g r a t i o n  ( c m )  

F i g u r e  27 : Chromatographie s u r  couche mince des p r o d u i t s  rad iomarqués 

e x t r a i t s  après une accumu la t i on  du o l u c o s e  0 , l  mM d u r a n t  

20 min  (M) e t  90 min (M). 

( a )  co r respond  à 1  a  d i  s tance  de m i g r a t i o n  du f r u c t o s e - 1 , 6 - d i  phosphate 

( b )  co r respond  à 1  a  d i s t a n c e  de m i g r a t i o n  du g l  ucose-6-phosphate 

( c )  co r respond  à l a  . d i s tance  de m i g r a t i o n  de 1 ' a c i d e  g l u c c ~ i q u e  

( d )  c o r r e s p c n d  à l a  d i s t a n c e  de m i g r a t i o n  du g lucose .  



Tableau 11 : Variation du contenu cellulaire apres accumulation durant 

des temps variables de glucose à concentrations 

différentes 

Les résultats sont obtenus après chromatographie sur 

couche mince des extraits. 

! Pourcentage de radioactivite après une I 

! accumulation du glucose ! 

! COMPOSES O ,005 mM 0 , l  mM 1 mM ! 
! : 5 min : 45 min : 20 min : 90 min : 90 min : 200 min ! 

! Glucose : 9,2 : 4,4 : 8,6 : 4,5 : 7,5 : 7,7 ! 

! Produits à : 15 : 34,9 : 29,7 : 48,9 : 17 : 22 ! 

! l'origine : ! 
! 

, . . P 

! 

1 I 

!. Autres : 65,4 : 52,2 : 53,2 : 40,2 : 67 : 56,6 ! 



Tableau 13 : Coefficients de migration des différents intermédiaires 
métaboliques obtenus en chromatographie sur couche mince. 

! aMeG 
! 

! xylose 
! 

! glucose 
! 

! galactose 
! 

! hexasaccharide 
I 

! UDP-gl ucose 
! 

!, acide-2-céto-gl uconique 
.! 

! acide gluconique 
! 

distance de migration d'un produit X 
Rf = 

distance de migration du produit qui migre le plus 



D i s t a n c e  de îvI i g r a t i o n  ( c m )  

D i s t a r i c e  d e  h l i g r a t i o r i  (crii) 

Figure  28 : Chromatographie s u r  p a p i e r  des  p r o d u i t s  radiomarqués 

e x t r a i t s  ap rè s  une accumulation du g lucose  1 mM ( A )  d u r a n t  
90 min (e-.) e t  200 min (L-r) e t  du g lucose  0,005 mM (B) 
d u r a n t  5 min (u) e t  45 min (4. 

( a )  correspond à 1 a d i  s t a n c e  de migra t ion  du gl  ucose-6-phosphate 

( b )  correspond à l a  d i s t a n c e  d e  migra t ion  du g lucose  e t  du 2-céto-  
g lucona te  

(c) correspond à 1 a d i  s t a n c e  de migra t ion  du 5-cëto-gl uconate .  
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Figure 30 : Electrophorèse sur papier des produits radiomarqués 

contenus dans l e  m i  1 ieu extracel l u l a i r e  
- après une accumulation du glucose 1 mM ( A )  durant 90 m i n  

(M) e t  200 m i n  (LI) 

- après une accumulation du glucose 0,005 mM ( B )  durant 5 

min  (M) e t  45 m i n  (a). 



D i s t a n c e  d e  M i g r a t i o n  ( c m )  

Figure 31 : Electrophorèse sur papier des produits formés après 

hydrolyse acide des produits à l 'origine, 

glc = glucose 



III - SPECIFICITE ET REGULATION DU SYSTEME PERMEASIQUE 

3.1. Spécificité du système perméasique 

La spécificité du système de transport est examinée en 

étudiant 1 a compétition éventuel le de divers composés avec 1 e glucose, 
lors de 1 'accumulation de ce dernier. 

A cet effet, les cellules préalablement cultivées sur glucose 
sont pré-incubées avec les éventuels compétiteurs à la concentration de 

20 mM, 30 s avant l'addition du glucose 0,l mM. 

Les résultats sont obtenus lors des cinétiques d'accumulation 
du glucose pendant 5 min et sont exprimés en pourcentage d'inhibition de 

l'accumulation de ce substrat lors d'une manipulation 

témoin (tableau 13). 

L'inhibition la plus importante est observée avec le xylose, 

ce dernier présente un homomorphisme avec le glucose ( i l  a perdu le 
groupement -CH20H en position 5). De ce fait, certains auteurs (DiMarco 
et Romano, 1985) ont mtme utilisé ce composé comme un analogue du 

glucose. 

Les autres anal ogues structuraux du glucose habi tue1 lement 

utilisés inhibent également le transport. 

Cependant, on remarque que l'effet inhibiteur de ces 

composés est : 

- différent selon 1 'analogue consideré ; 1 'inhibition la plus 

importante est causée par 1 e 3-O-méthyl -glucose ; 

- très inférieur a celui du glucose, indiquant ainsi que ces 

composés n'ont pas la même affinité que le glucose pour la permease. 



Tableau 13 : Action de divers hydrates de carbone sur l'accumulation 
du glucose 

- 

I Composés : Pourcentage d'inhibition ! 

! I 

! Témoin O ! 

! Glucose 9 7 ! 

! Fructose 40,5 ! 

! Galactose 3 9 ! 

! Mannose 39,l ! 

! Glüconate 
! Succinate 
! Xylose 
! Arabinose 8 ! 

! Lactose 
! Sorbitol 
! Mannitol O I 

Les différents hydrates de carbone sont ajoutés 30  s avant 
1 'addition du glucose 0,l mM. L'inhibition est déterminée après 5 
min d'accumulation et par rapport à des cinétiques témoins. 



Des hexoses tels que le fructose, le qalactose et le mannose 

ont une faible âffinité pour ce système de transport, ces composés 

inhibent l'accumulation du glucose d'environ 40 %. Les vitesses 

initiales de l'accumulation du glucose obtenues en présence du fructose 

2 et 4 mM ont montré (figure 32) que ce dernier est un inhibiteur 

compétitif du glucose, mais au'il a une très faible affinité pour le 

système de transport. En effet, les valeurs de la constante d'inhibition 

(Ki) apparente sont de 1,5 et 3,5 mM respectivement pour le fructose 2 
et 4 mM (le Km étant de 0,68 MM). 

Les acides organiques, tels que l'acide gluconique et l'acide 

succinique ainsi que l'arabinose, causent une faible inhibition. 

Enfin, le lactose et les polyols, tels que le sorbitol et le 

mannitol, n'ont aucun effet sur l'accumulation du glucose. 

D'après 1 'ensemble de ces résultats, il semble que : 

- le système d'accumulation du glucose lui est spécifique. Les 
autres hexoses, acides organiques, polyols doivent posséder leur propre 

système de transport ; 

- des changement en position C6 (xylose) et C3 (3-O-méthyl- 

glucose) sur la molécule du glucose n'induisent pas des modifications 

essentiel les au niveau de sa stéréospécifici té. Par contre, des 

changements en position C2 (2-désoxy-gl ucose, arabinose, mannose) et à 

un degré moindre en position C4 (galactose) sur la molécule du glucose 

modifient sa stéréospéci f i ci té et, par conséquent, dimi nuent son 

affinité pour la perméase. 

3.2. Etude de l'induction du système 

L'inductibilité du système perméasique est étudiée en mesurant 

1 'accumulation du glucose par des ce1 lules cultivées sur différents 

substrats tels que le glucose, le fructose, le lactose, le sorbitol et 

le succinate. 
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Figure 32 : Représentat ion en double réc iproque de Lineweaver-Burk de l ' i n h i b i t i o n  de l 'accumula t ion  du 

glucose par  l e  f ruc tose .  

(M) v i tesses  i n i t i a l e s  d'accumulat ion ( V )  du glucose en f o n c t i o n  de l a  concen t r t i on  de ce 

subs t ra t .  

(u) V du glucose en f o n c t i o n  de l a  concent ra t ion  de ce subs t ra t  en présence de f ruc tose  2 MM. 

(H) V du glucose en f o n c t i o n  de l a  concentrat ion de ce subs t ra t  en présence de f ruc tose  4 mM. 
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Figure 33 : Accumulation du alucose 0,l mM par des cellules cultivées 

sur RHBl additionné de différents substrats 

- (w) de glucose, 

- (t..) de lactose, 
- (-) de fructose, 

- (M) de sorbitol, 

- (M) de succinate. 



Les résu l ta t s  obtenus, représentés par la figure 33, nous 
indiquent que : 

- l e  système e s t  
* s o i t  induit par chacun de ces substrats mais avec une ef f icac i té  

vari ab1 e 
* s o i t  const i tut i f  compte tenu des faibles  variations de l a  vitesse 

d'accumulation mesurées dans les  différents cas ; 

- l e  succinate, bien qu ' i l  s o i t  u n  excellent substrat  pour l a  
croissance, n ' indui t  pas ou inhibe l a  formation d u  système glucose 
perméase. 

3.3. Etude de l a  répression du système 

Chez 1 es microorganismes, l a  répression d'une ac t iv i t é  
enzymatique, impliquée dans l e  catabolisme d ' u n  substrat  par u n  deuxième 
substrat ,  peut ê t r e  mise en évidence par deux moyens : 

- 1 orsque 1 e microorganisme e s t  cul t i  vé en présence simul tanée A. 

de deux substrats en concentration 1 imitante, on obtient une courbe de 
croissance diauxique ; 

- plus spécifiquement, en mesurant 1 ' a c t iv i t é  enzymatique 
réprimée. 

Nous avons alors  étudié l a  répression de la glucose perméase 
par l e  succinate. 

Mise en évidence d'une courbe de croissance diauxique 

Pour obtenir une croissance diauxique, i l  faut que : 

- 1 'un des substrats ,  dans notre cas l e  succinate, réprime l a  
formation de la glucose perméase. De ce f a i t ,  l e  glucose ne pourra pas 

ê t r e  u t i l i s é  avant que l e  succinate a i t  disparu du milieu ; 



- la concentration du succinate employée soit limitante pour 
la croissance de notre souche. 

Nous avons alors d'abord recherché la concentration limitante 
du succinate pour la croissance. @M5Nl a été cultivée en biophotomètre 
avec du succinate à 0,l % ou à 0,2 % (figure 34). Nous constatons qu'à 
0,l % le succinate limite la croissance de notre souche. 

RmM N a été, par la suite, cultivée en présence simultanée du - 5 1  
succinate et du glucose présent chacun à la concentration de 0,l %. Dans 
ce cas, on obtient une courbe de croissance diauxique (figure 35). 

Ce1 le-ci est caractérisée par la présence de deux phases de 
croissance séparées par une phase stationnaire intermédiaire. Les temps 
de génération sont de 178 et 78 min respectivement pour la première et 
la deuxième phase de croissance. 

3.3.2. Controle de l'activité enzymatique lors de la diauxie 

La mesure de l'activité perméasique nécessite A la récupération 
des cellules en quantité suffisante à des moments précis de la 
croissance diauxique. Pour cela, nous avons été obligés de réaliser des 
croissances en grand volume dans des fermenteurs. Par ailleurs, ne 
possédant pas d'équipement pour la mesure automatique de la densité 
optique, nous avons été amenés à concevoir une méthode permettant de 
suivre la diauxie en fermenteur. 

3.3.2.1. Conception d'une méthode permettant de suivre la diauxie 
en fermenteur 

Lors de leur croissance, les microorganismes ne sont capables 
de consommer 1 'oxygène que 1 orsque celui-ci se trouve dissous dans 1 a 
phase aqueuse du milieu de culture. La capacité d'un fermenteur de 
transférer 1 'oxygène gazeux à la masse liquide est évaluée par le 
coefficient de transfert en oxygène (KLa) Ce coefficient dépend en 

particulier de la géometrie du fermenteur et de son mode d'aération et 



T e m p s  (h) 

Figure 34 : Croissance de @,15N1 sur  R H B l  en présence de succinate à 

0 , l  % (-1 ou à 0,2 % (-). 

T e m p s  ( h )  

Figure 35 : Croissance de @MSNl  sur  R H B l  additionné de glucose e t  de 

succinate présent chacun à 0 , l  %. 



d'agi tat ion.  11 e s t  l e  produit de K L ,  coefficient global de t ransfer t  de 
masse par rapport au film liquide q u i  s'exprime en cm/h e t  de a ,  l a  
surface spécifique d'échange gaz-1 iquide qui s 'exprime en cm2/cm3 : son 
uni t é  e s t  donc 1 'heure-'. 

Nous avons réa l i sé  des cultures ( 5  1 .) en fermenteur ( ~ e w -  
Brunswick) avec u n  KLa de 35 h'l obtenu avec une aération constante de 3 

1 .  d1air/min e t  une agitation de 180 r.p.m.. 

Dans ces conditions, lors de la  culture de &M5N1 sur RHB1, 

avec du  glucose à 1 %, on obtient une courbe classique de la  variation 
de 1 'oxygène dissous (f igure 36) : 

- durant la  phase de latence, l e  milieu reste  saturé en 
oxygène ; 

- durant l a  phase exponentielle de croissance, l e  taux de 
1 'oxygène dissous diminue. Cette diminution e s t  possible car la valeur 
du KLa u t i l i s ée  n ' e s t  pas suffisante pour restaurer l'oxygène consormé ; 

- au début de l a  phase stationnaire,  l e  milieu se resature en 
oxygène. 

Lors des cultures sur RHB1, en présence de glucose (0 , l  %) e t  
de succinate (0 , l  % ) ,  l a  croissance diauxique e s t  caractérisé par une 
courbe en deux phases de la  variation de 1 'oxygène dissous (figure 37). 

Cependant, pour que la technique s o i t  applicable, i l  faut que 
l e  K L a  : 

- reste constant durant l a  croissance ; 

- so i t  infér ieur  aux besoins des cel lules  pour la  croissance, 
mais assez élevé af in  d 'év i te r  que 1 'oxygène devienne U R  facteur 
1 imitant. 

Dans ces conditions, cet te  méthode e s t  aussi simple e t  f iab le  
que la  mesure de l a  densité optique ( D . O . ) .  De plus, e l l e  peut présenter 
des avantages lors  des cultures en présence des matériaux colorés ou 
i nsol ubl es .  



Fisure 36 : Suivi de l a  densi té  optique ( D . O .  ;-) à 500 nm e t  l a  

var ia t ion de 1 'oxygène dissous (C-0) lo r s  de l a  croissance 

de RmM N sur  RHBl en présence de glucose à 1 %. - 5 1  



Figure 37 : Suivi de l a  densi té  optique (0.0. ; W) à 600 n m  e t  l a  

var ia t ion de 1 'oxygène dissous (0-0) lo r s  de l a  crcissance 

de &M5N1 sur  R H B l  en presence simultanée de glucose à 0 , l  

% e t  de succinate à 0 , l  %. 



3.3.2.2. Exploitation de la méthode 

Cette méthode nous a permis d'effectuer des prélèvements à des 
moments précis de la croissance de m5Nl  sur R H B l  additionné de glucose 
( 0 , l  %) et de succinate ( 0 , l  %). On a pu ainsi suivre 1 'évolution de la 
densité optique (D.O. ) , la consommation du glucose et 1 'activité glucose 
perméase au cours de 1 a croi ssance diauxique (figure 38). 

Durant la première phase de croissance, on remarque que la 
concentration en glucose dans le milieu reste inchangée et 1 'activité 
perméasique très faible, comparable d'ai 1 leurs à ce1 1 e observée lors des 
cultures avec du succinate comme source de carbone. Ceci indique que le 
glucose peut être très faiblement accumulé par le système de transport 
du succi nate mais , également peut-être, par d' autres systemes de 
transport d'hydrates de carbone insensibles à l'action inhibitrice du 
succi nate. 

A l'opposé, à partir du début de la phase stationnaire 
intermédiaire, et durant la seconde phase de croissance, on constate une 
diminution importante de la concentration en glucose dans le milieu en 
même temps qu'une augmentation considGrable de l'activité perméasique. 

La consommation sélective du succinate pendant la première 
phase et du glucose durant la deuxième phase de la croissance diauxique 
peut être suivie indirectement par la mesure du pH (figure 39). En 
effet, on constate : 

- l'alcalinisation du milieu durant 'la premiere phase de la 
t 

croissance causée par la production du NaOH, le Na provenant du 
succinate qui est ajouté sous forme de sels de ~ a '  ; 

- la neutralisation et l'acidification du milieu durant la 
deuxième phase de croissance due à la production de l'acide 2-céto- 

gluconique à partir du glucose ; 

- enfin, l'alcalinisation durant la phase stationnaire due à 

la lyse des ce1 lules. 



Figure 38 : Croissance diauxique de RnM5N1. - 
Les cellules sont cultivées en fermenteur sur RHBl 

additionné de glucose (1 g/l) et de succinate (1 g/l). 

L'utilisation du glucose (-) est suivie durant la 

croissance mesurée à 600 nm (-1. A des temps appropriés, 
des échantillons sont prélevés et l'activité glucose 

perméase exprimée en nmoles de glucose accumulé/mg de 

protéines est déterminée (ici). 
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3.3.3. Effet  de 1'AMPc 

La croissance bactérienne a é t e  suivie ,  en biophotomètre, sur 
milieu RHBl  additionné de succinate ( 0 , l  % ) ,  de glucose (0 , l  % )  e t  de 
1'AMPc à l a  concentration f inale  de 10 mM. Dans ces conditions, on 
observe la  disparit ion de la diauxie (figure 40). On remarque également 
u n  temps de génération plus faible  (195 m i n )  par rapport à celui calculé 
(251 min) lors de 1 a première phase de croissance diauxique. 

3.3.4. Comportement d 'autres substrats 1 ors des cultures avec 
du glucose 

Nous avons réa l i sé ,  au biophotomètre, des cultures de notre 
souche en présence simultanée du glucose e t  du fructose ou du malate ou 
du fumarate. 

Le fructose, substrat  accumulé par des cellules cultivées sur 
glucose (voir figure 33) ,  a é t é  employé afin Se vérif ier  que celui-ci ne 
réprime pas la glucose perméase. E n  e f f e t ,  on constate que, lors de sa 
croissance, RmM N u t i l i s e  en même temps l e  glucose e t  l e  fructose - 5 1  
(figure 41). 

Le malate e t  l e  fumarate, intermédiaires d u  cycle de Krebs 
comme l e  succinate, ont une structure proche de celui-ci e t  pourraient 
réprimer la  glucose perméase chez &M5NI comme l e  f a i t ,  par exemple, l e  
malate chez R .  1 eguminosarum RBLl  (voir 4.1.1.4. ) . Nous constatons 
(figure 41) 1 a C O - u t i l  isation des mélanges malate-glucose e t  
fumarate-glucose par notre souche e t  donc 1 'absence de répression de l a  
glucose perméase par ces acides. 

Bien que notre système semble ê t r e  spécifiquement réprimé par 
l e  succi nate, 1 'absence de sa répression par 1 es aut.res i nterrnédiai res 
du cycle de Krebs pourrait ê t r e  attribuée à des vitesses inférieures de 
leur pénétration dans 1 es ce1 iules.  



T e m p s  ( h )  

Figure 40 : Croissance de h M 5 N 1  sur RHBl additionné de : 

- çlucose (0,l % )  et succinate (0,l M )  (e-.), 
- glucose (0,l % )  , succi nate ( 0 , l  %) et AMPc (10 MM) (-) 



T e m p s  (h)  

Figure 4 1  : Croissance de F&M5N1 en présence simultanée de glucose e t  

de fructose (-) ou de malate (O-O) ou de fumarate (w), 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  



Notre travail a consisté à étudier le transport du glucose 
chez R. meliloti. 

De 1 'étude des différentes caractéristiques de ce transport, 
il  ressort que : 

- le transport du glucose est réalisé par un mécanisme actif 
qui depend de 1 'énergisation de la membrane. Cet état est caractérisé 
par l'établissement d'une force proton-motrice au travers de la membrane 
cytoplasmique, lors du transport des électrons tout au long de la chaine 
respiratoire. D'autres travaux ont également montré que les hexoses sont 
accumulés par ce type de transport chez la totalité des souches de 
Rhizobium étudiés (voir 4.1.1.) contrairement à la plupart des bactéries 
à Gram négatif (voir 3.2.3.2.) qui accumulent ces composés par un 
système phosphotransférase (PTS) ; 

- la perméase possède des fonctions thiols libres dont une 
partie est nécessaire à la fixation du substrat sur son site. En effet, 
leur blocage par des agents tel que le NEM limite 1 'accumulation du 
glucose par la cellule bactérienne ; cette inhibition n'est que 

partiellement levée par un excès de substrat ; 

- le fonctionnement de la perméase est favorisé par des 
métaux tels que le magnésium et le manganèse. 

- la perméase fonctionne comme une enzyme Michaelienne et elle 
a une très forte affinité (Km apparent = 0,68 PM) pour le glucose. 

La présence des plateaux de fin d'accumulation stables nous a 
conduits à étudier ensuite le devenir du glucose accumulé. On a constaté 
que : 

- l'azide de sodium, ajouté au cours de l'accumulation, inhibe 
celle-ci mais ne provoque pas la sortie des produits intracellulaires ; 

- la sortie, provoquée par surcharge en substrat et dilution, 
des produits i ntracel 1 ul aires formés après une accumul ation du glucose, 



aMeG et ZDG, est partielle et dépend de la durée de l'accumulation : 

plus la durée est longue, moins i l  y a sortie des produits accumulés. 
D'autre part, on peut remarquer que, après un temps d'accumulation 
donné, la sortie des produits issus du glucose est moindre que celle des 
produits issus du 2DG et de 1 'aMeG. Ceci démontre que les analogues sont 

assimilés plus lentement que le glucose ; 

- la stabilité du plateau n'est pas due à un équilibre entre 

1 'entrée du glucose et la sortie des produits métaboliques ; 

- le glucose est accumulé et métabolisé au plateau plus 

lentement que pendant la phase active de l'accumulation ; 

- au plateau i l  y a formation des produits qui ne migrent pas 
en chromatographie et en électrophorèse dans les supports et les 
systèmes solvants utilisés. Ces produits n'ont pas été identifiés mais 
pourraient être des composés chargés de masse mol écu1 aire importante ou 
bien des catabol ites 1 iés à des macromolécules. 

La présence de plateaux de fin d'accumulaticn, lors du 
transport des composés métabolisables, a été rencontrée chez d'autres 
bactéries ; ~ nous pensons que ce phénomène doit être général chez la 
plupart des espèces bactérf ennes 1 ors de 1 ' accumul ation de ces composés. 

Enfin, la spécificité et la régulation du système perméasique 
ont été étudiées. Ce travail a montré que : 

- ce système est spécifique du glucose. En effet, le lactose 
et les polyols n'ont pas d'affinité ; les analogues structuraux du 
glucose, d'autres hexoses et certains acides ont une faible affinité 
pour celui-ci. De plus, la stéréospécificité de la glucose perméase 
semble être 

* liée à la nature et à la position des substituants 

des carbones en position 2 et 4 de la molécule du glucose, 



* indépendante des s u b s t i t u a n t s  des carbones en 

p o s i t i o n  3 e t  6 de c e t t e  molécule ; 

- l a  glucose perméase peut  ê t r e  cons idérée comme c o n s t i t u t i v e ,  

e l l e  s u b i t  l a  r ép ress ion  ca tabo l i que  AMPc dépendant par  l e  succ inate.  La 

rép ress ion  des systèmes de t r a n s p o r t  des hexoses par  des i n t e r m é d i a i r e s  

du c y c l e  de Krebs a  déjà é t é  s igna lée  chez Rhizobium. Cependant, 

1  ' i n c a p a c i t é  de 1 ' AMPc, l o r s q u '  il e s t  employé, d'ab01 i r  ces répress ions,  

a i n s i  que l a  méconnaissance du mécanisme de l a  r ép ress ion  ca tabo l i que  

o n t  f a i t  que, j u s q u ' a l o r s ,  l e s  auteurs  o n t  suggéré 1  'absence de ce 

phénomène chez Rhizobium. 



A N N E X E S  



ANNEXE 1 - HISTORIQUE DE LA REPRESSION CATABOLIQUE ET DU ROLE DE L'AMPc 

E n  1942, Epps e t  Gale ont, pour la  première f o i s ,  décrit  que 
la présence du glucose durant l a  croissance d l E .  col i  inhibe la  
formation de certaines enzymes. 

Peu apres, en 1943, Monod décri t  des croissances diauxiques 
avec des mélanges de glucose e t  de xylose e t ,  en 1947, observe que l e  
glucose inhibe l a  formation d'enzymes essentielles à l a  dégradation 
d'autres hydrates de carbone. 

Cet e f f e t  inhibiteur du glucose a é t é  dès lors appelé "ef fe t  
g1 ucose" . 

Durant l a  décennie 1950-1960, de nombreux travaux ont amené 
des données nouvelles sur ce phénomène. I l  e s t  apparu (Fleidhardt e t  
Magasanik, 1957) que 1 ' inhi bition de la  biosynthèse enzymatique en 
présence du glucose n 'es t  pas due à : 

- l ' incapaci té  des agents inducteurs de pénétrer dans les  
ce1 1 ul es ,  

- 1 ' u t i l i s a t ion  exclusive du glucose à des vitesses t r è s  
él evées excluant 1 a dégradation des autres substrats ; 

- u n  dé f i c i t  des substances essent iel les  pour la  formation des 
protéines . 

D'autre par t ,  l es  auteurs ont soutenu que : 

- des substances autres que l e  glucose peuvent mimer l ' e f f e t  
inhibiteur de cet hexose (Neidhardt, 1960), 

- 1 ' e f f e t  glucose n 'es t  pas dû au glucose lui-même mais aux 
métabol i t e s  intermédiaires qui agissent comme répresseurs (Neidhardt e t  
Magasanik, 1956 ; Neidhardt, 1960). 

Se basant sur ces résu l ta t s ,  Magasanik propose en 1961, pour 
la première fo is ,  l e  terme "répression catabolique" en remplacement de 
celui d ' "ef fe t  glucose", employé jusqu 'a l  ors. 



En 1963, McFall et Mandelstam préfèrent employer le terme plus 

général de "répression métabolique" car, selon eux, le répresseur peut 

être soit un produit catabolique soit un produit anabolique. 

En 1964, Nakada et Magasanik rapportent que la répression 

résulte d'un blocage de la transcription de 1 'ARNm plutôt que d'un 

manque de la traduction de cette molécule en protéine. 

L'observation, en 1965 par Makman et Sutherland, de la 

diminution de 1'AMPc dans les cellules d'E. coli cultivees en présence 

de glucose est à 1 'origine de nombreuses interprétations du rôle de 

cette molécule dans ces phénomènes de régulation. 

Ullmann et Monod (1968) observent que 1 'AMPc lève la 

répression catabolique de la f3 -galactosidase chez E. coli. L'effet de 

1 ' AMPc est présent chez toutes 1 es souches i nductibl es ou non, i 1 est 

même plus marqué pour les deux souches constitutives étudiées que pour 

1 es souches sauvages inductibl es. C'est 1 à une importante observation, 

car 1 a répression catabol ique est différenciée des phénomènes 

d'induction et, par conséquent, elle est indépendante de 1 'entrée ou non 

de 1 'inducteur. 

Perlman et Pastan (1968a) remarquent également que l'addition 

dlAMPc augmente le taux de synthèse et restaure la synthèse de la 

B-galactosidase et de la tryptophanase normalement réprimées par le 

glucose et 1 e pyruvate. Cette dérépression semble être spécifique car 

1'AMPc ne stimule pas le taux de synthèse de la phosphatase alcaline, 

enzyme non réprimée par le glucose. 

Ils donnent aussi (Pastan et Perlman, 1968b) plus de 

précisions en ce aui concerne 1 'action de 1 'AMPc lors de la répression 

catabol ique transitoire. 

En particulier, ils trouvent que le promoteur est le site sur 

lequel 1 'AMPc agit pour stimuler Io synthèse de la 6-galactosidase chez 

E. coli. 



En 1969 (Perlman et col 1. ) , i 1 est admis que 1 a répression est 
provoquée par une diminution de la concentration intracellulaire diAMPc 
et non par un manque de pénétration de l'inducteur dans le cytoplasme. 
D'autre part, le contrôle du taux dlAMPc intracellulaire est attribué à 

trois processus distincts qui sont la synthèse, la dégradation et le 
relargage dans le milieu de ce nucléotide. 

Le mécanisme d'action de 1 'AMPc sur 1 'operon lactose est 
proposé pour la première fois en 1970 (Pastan et Perlman). L'AMPc agit 
au niveau du site du promoteur en facilitant l'initiation de la 
transcription. Cette action nécessi te une protéine qui est la protéine 
réceptrice de 1 ' AMPc (C.R.protéine ou CAP). 

Actuellement (Pastan et Adhya, 1976 ; Botsford, 1981), i l  est 
prouvé que le complexe CRP-AMPc se fixe en des sites précis du promoteur 
(différents sel on 1 es operoris) en faci 1 i tant 1 'attachement de 1 'ARN 
polymérase sur l'ADN. D'autre part, la fixation du complexe AMPc-CRP sur 
l'ADN se fait par la région C-terminale du CRP. 



ANNEXE 2 - TRAVAUX MONTRANT LA NON EXCLUSIVITE DE L 'AMPc COMME 

REGULATEUR DE LA REPRESSION CATABOLIQUE 

Ullmann, en 1974, pose l a  ques t i on  de s a v o i r  s i  l e s  e f fe ts  de 

1 'AMPc s o n t  en r e l a t i o n  avec des phénomènes phys io log iques  r é e l s .  En 

ef fe t ,  chez B a c i l l u s  megaterium, 1'AMPc e t  l e s  enzymes responsables de 

son métabolisme, adenyl acy lase  e t  phosphodiesterase s o n t  absents. 

Néanmoins, c e t  organisme s u b i t  une rép ress ion  ca tabo l i que  qu i  e s t  

d ' a i l l e u r s  levée  p a r  1  ' a d d i t i o n  d'AMPc. 

11 f a u t  s i g n a l e r  que l a  r ép ress ion  ca tabo l i que  e x i s t e  

également chez P. aeruginosa ( P h i l l i p s  e t  Mu l f i nge r ,  1981 ; Siegel  e t  

c o l l  ., 1977), mais 1  'AMPc ne semble pas i n t e r v e n i r  l o r s  de c e t t e  

répress ion .  

La r é g u l a t i o n  de l a  r ép ress ion  catabol  i que  de l a  6 -ga làc to -  

s idase a  é t é  é t u d i é e  chez des mutants d'E. c o l  i (Dessein e t  c o l l . ,  

1978 ; Takabe e t  c o l l . ,  1978). Ces muta t ions  é t a n t  e f f ec tuées  dans l a  

rég ion  c rp ,  qu i  code pour l a  p r o t é i n e  CRP, provoquent une a l t é r a t i o n  

dans l e  fonct ionnement  de c e t t e  p ro té i ne .  En e f f e t ,  l e  CRP e s t  sous sa 

forme a c t i v e  en 1  'absence de 1  'AMPc. Donc l e  taux  de ce  nuc léo t i de  

n ' i n t e r v i e n t  pas au niveau de l ' e x p r e s s i o n  d'operons chez ces mutants. 

Les au teurs  o n t  néanmoins remarqué que, chez ces souches, ? a  synthèse de 

l a  8 -ga lac tos idase  é t a i t  encore s e n s i b l e  à l a  répress ion  ca tabo l ique .  

Ces r é s u l t a t s  mont ren t  que l a  concen t ra t i on  i n t r a c e l  l u l a i r e  dlAMPc ne 

d o i t  pas ê t r e  1  'un ique  régu la teu r .  

Une a u t r e  découverte, q u i  e s t  en f aveu r  du f a i t  que ce 

nuc léo t i de  n ' e s t  pas l e  seul responsable de l a  r ép ress ion  ca tabo l ique ,  a  

é t é  r é a l  i s é e  par  l e  groupe d '  U l  lmann. U l  lmann e t  c o l l a b o r a t e u r s  (1976) 

on t  t r o u v é  qu'E. c o l i  p r o d u i s a i t  un f a c t e u r  q u ' i l s  o n t  appelé CMF 

( C a t a b o l i t e  Modulator  Fac to r )  l o r s  des c u l t u r e s  de ces c e l l u l e s  s u r  

m i l i e u  minimum glucosé. Ce f a c t e u r  e s t  responsable de l a  r ép ress ion  des 

operons ga lactose,  l a c t o s e  e t  de l a  t ryptophanase. D 'au t re  p a r t ,  ce1 l e -  

c i  e s t  d i s t i n c t e  de l a  r ép ress ion  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  I'AMPc, c a r  l e  CMF 

répr ime 1  'express ion  d'operons chez des mutants où l e u r  express ion e s t  

indépendante de l a  présence de 1  'AMPc (Dessein e t  c o l  l., 1978a ; Dessein 



et col1 ., 1978b). Ce facteur n'a été caractérisé que partiellement. Il 
est de petit poids mol6culaire, stable aux acides, aux bases et au 
chauffage. Ces auteurs ont émis 1 'hypothèse que le CMF agit comme 
régulateur négatif et 1 'AMPc en tant que régulateur positif de 
l'expression des gènes. 

D'autres travaux ont montré (Warner et coll., 1978) que la 
répression catabolique permanente est causée par des catabolites et 
qu'elle n'est pas levée par l'addition d'AMPc. En particulier, les 
auteurs ont remarqué que le degré de la répression n'est pas altéré par 
le taux de croissance ni par la présence des produits biosynthétiques. 
D'autre part, ils ont constaté que l'addition d'AMPc ne supprime pas la 
répression de 1 a 6 -gal actosidase, mais ils n'excluent pas une déficience 
de 1 ' AMPc externe de produire un taux interne suffisamment élevé pour 
saturer l'operon lactose. Les auteurs concluent que la répression 
catabolique ne peut pas être uniquement attribuée au taux d'AMPc 
intracel lulaire et suggèrent que la répression régulée par le système 
CRP-AMPc doit constituer une forme possible de répression catabolique 
parmi d ' autres. 
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