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ABREVIATIONS

Acetyl Co-A : acétyl coenzyme A

ADP : adénosine diphosphate

aMeG : o méthyl-glucose

AMP : adénosine monophosphate cyclique

L-Ara : L-arabinose

ARN : acide ribonucléique

Ars : arséniate

ATCA : acide trichloro-acétique

ATP : adénosine triphosphate

CAP : catabolic activator protein (protéine d'activation d'opérons
cataboliques)

CCCP :  carbonyl-cyanide-m-chlorophényl-hydrazone

2 céto-G : 2 céto-gluconate

5 céto-G : 5 céto-gluconate

CK : cycle de Krebs

Dct” : déficient dans le transport des acides dicarboxyliques

2DG : 2 désoxy-glucose

DH : Dickens-Horecker

DHAP : dihydroxyacétone phosphate

DIP : dichlorophénol indophénol

DNP : dinitrophénol

DNPH : dinitrophényl-hydrazine

DO : densité optique

ED :  Entner-Doudoroff

EDTA : acide éthyléne diamine tétracétique

EDTA, : éthyléne diamine tétracétate de potassium

EMP :  Embden-Meyerhof-Parnas

Erythrose 4P : érythrose 4 phosphate

F 1-6 diP : fructose 1-6 diphosphate

F-6-P :  fructose-6-phosphate

Fru 1 Afructose

Gal-1-P : galactose-1-phosphate

GDH : glutamate déshydrogénase

Glc ¢ glucose
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PTS
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L'association symbiotique des souches du genre Rhizobium avec les plantes de

la famille des Légumineuses se traduit par la fixation de I'azote atmosphérique.

Depuis des temps trés anciens, l'assimilation de l'azote par voie biologique
joue un rdle prédominant en Agriculture. L'utilisation empirique des Légumineuses
en tant qu'engrais verts précede de beaucoup la démonstration scientifique de
HELLRIEGEL et WILFORTH (1888) de I'activité fixatrice d'azote des nodules

racinaires.

Cette découverte laisse perplexe un certain nombre de chimistes de |'époque
mais n'empéche pas WILEY, des 1894, de prédire de facon trés optimiste devant la
Société de Chimie Américaine que "la mort de I'humanité ne viendra pas de la faim
mais du retour de la glaciation... et qu'il défilera encore plusieurs éres géologiques

avant que la planéte ne meure de froid".

D'autres observations (WEBER 1898, HOPKINS 1902, VORHEES et LIMPAN
1905) viennent confirmer des le début du siécle les travaux de HELLRIEGEL et de

son collaborateur.

La symbiose Rhizobium-Légumineuse joue donc un rdle déterminant dans la
réalisation du cycle de l'azote dans la nature, et de ce fait, possede un double

intérét :

- un intérét scientifique dans la mesure ol la réduction enzymatique de l'azote
gazeux représente une voie métabolique particuliere mais fondamentale ;
- un intérét économique en Agronomie ou elle permet une limitation sinon une
suppression de l'emploi des engrais azotés ainsi qu'une augmentation des ren-
dements. Peut-&tre pouvons-nous entrevoir a ce niveau une solution pour combler

en partie le déficit protéique mondial ?

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

Biochimie et la Génétique.




L'association Rhizobium-Légumineuse est l'un des thémes principaux traités
au laboratoire de Microbiologie de !'Université des Sciences et Techniques de Lille
Flandres-Artois. Dans ce cadre, nous nous intéressons particulierement au

métabolisme des glucides chez Rhizobium meliloti.

Les travaux rapportés dans ce Mémoire ont fait I'objet des publications et des
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1. - LE GENRE RHIZOBIUM

Rhizobium représente selon PREVOT (1961) le genre unique de la tribu des

Rhizobiae, appartenant a la famille des Protobacteriaceae de l'ordre des

Bactériales. Il regroupe l'ensemble des bactéries capables d'induire la formation de
nodules morphologiquement bien distincts, sur les racines d'au moins 1 130 plantes
de la famille des Légumineuses (VINCENT, 1974).

Chaque espéce est définie par rapport a un ensemble de Légumineuses qu'elle
infecte spécifiquement et avec lequel elle entretient des relations symbiotiques se
traduisant par la fixation de !'azote atmosphérique (tab. 1). La définition des
especes par rapport aux - groupes d'inoculation (BURRIL et HANSEN, 1917) a été
proposée par FRED et coll. (1932).

Croissance Espece Groupe Plantes-hdtes préférées
d'inoculation

R. meliloti Luzerne Medicago, Melilotus, Trigoneila
R. leguminosarum Pois Pisum, Vicia, Lathyrus, Leus
rapide
R. trifolii Trefle Trifolium
R. phaseoli Haricot Phaseolus
R. lupini Lupin Lupinus, Ornithopus
lente R. japonicum Soja Glycine max
R. type "cowpea" Cowpea Arachis, Vigna, Desmodium
Macroptilium

Parasponia (Ulmaceae)

Tableau 1 - Définition des especes du genre Rhizobium.
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II faut noter qu'en 1973 une plante n'appartenant pas a la famille des
Légumineuses (Papilionacées, Césalpinies et Mimosées) et ensuite identifiée a
Parasponia rugosa Bl. de la famille des Ulmacées (plantes dicotylédones apétales) a
été décrite comme capable de développer avec Rhizobium des nodules efficients,
c'est-a-dire capables d'assurer .la réduction de !'azote atmosphérique (TRINICK,
1973 ; AKKERMANS, 1978 ; MORRISON et coll., 1983).

Métaboliquement, les Rhizobia se divisent en deux groupes (ALLEN et ALLEN,

1950 ; ELKAN, 1981) (tab. 1) :

- les especes a croissance rapide isolées de Légumineuses de régions -tempérées.
Leur temps de génération varie de 2 3 4 h et elles forment sur milieu gélosé
des colonies de 2 a 4 mm de diameétre en 3 a 5 jours d'incubation ;

- les especes a croissance lente isolées de Légumineuses d'origine tropicale. Leur
temps de génération est supérieur a 6 h et elles forment sur milieu gélosé des

colonies de | mm de diametre en 7 a 10 jours d'incubation.

Ces groupes different de plus par leur nutrition carbonée (ALLEN et ALLEN,
1950 ; GRAHAM, 1964 ;3 MARTINEZ et coll., 1974 ; SKOTNICKI, 1977 3
CHAKRABARTI et coll., 1981 ; STOWERS et ELKAN, 1983 ; STOWERS et
EAGLESHAM, 1984 ; STOWERS et ELKAN, 1984a) ou par leur composition
enzymatique (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970 ; KENNEDY et GREENWOOD,
1982 ; HERNANDEZ et FOCHT, 1984). JORDAN qui définissait en 1974 (JORDAN
et ALLEN, 1974) dans la 8eme édition du "Bergey's Manual of determinative
bacteriology" sous le nom Rhizobium I'ensemble des bactéries gram-négatif capables
en symbiose de réduire l'azote atmosphérique, a proposé récemment (JORDAN,
1982) en accord avec VINCENT (1982) de considérer le groupe des souches a

croissance lente comme un genre différent qu'il appelle Bradyrhizobium.

2. - LA SYMBIOSE

2.1. Installation de la bactérie dans la plante : la nodulation

Le processus de nodulation des Légumineuses est commun et peut étre traduit
simplement : la bactérie du genre Rhizobium pénetre spécifiquement le tissu
racinaire de la plante-hdte et s'y propage par !'intermédiaire d'un cordon infectieux
(FAHRAEUS, 1957 ; NUTMAN, 1959 ; NUTMAN et coll., 1960 ; HAACK, 1964). Sa
libération dans le cytoplasme des cellules végétales s'accompagne de sa
transformation progressive en bactéroides (JORDAN, 1962 ; DART et MERCER,

1963). Entouré d'une membrane de séquestration (DIXON, 1964 ; GOODCHILD et




BERGERSEN, 1966 ; KIJNE, 1974) et noyé dans une solution de leghémoglobine
(BERGERSEN et BRIGGS, 1958 ; TU, 1974), ce bactéroide acquiert la totalité du
potentiel enzymatique pour la réduction de l'azote atmosphérique (BERGERSEN,
1967 ; BERGERSEN et TURNER, 1967) qu'il effectue par l'intermédiaire de la
nitrogénase (BERGERSEN et TURNER, 1967 ; KOCH et coll., 1967).

L'ensemble de ce mécanisme est contrdlé génétiquement. On a pu isoler des
mutants bactériens incapables d'assurer la symbiose et perturbés a différents
niveaux. Ils sont classés en non nodulants (Nod") ou en non fixateurs d'azote (Fix ).
Des phénotypes de ces mutants ont été décrits par rapport au développement
nodulaire en précisant la structure du nodule au-dela de laquelle la maturation est
bloquée. VINCENT (1980) a présenté une revue générale de ces travaux et a proposé
un code décrivant les différents phénotypes isolés. La figure | présente la séquence
des différentes étapes symbiotiques et les codes phénotypiques dérivés des mutants
obtenus chez R. trifolii (ROLFE et coll., 1981).

2.2. La fixation de l'azote

2.2.1. Généralités

Rhizobium ne fixe l'azote in vivo que lors de sa symbiose avec les
Légumineuses. En effet, le complexe enzymatique impliqué dans ce mécanisme
n'apparait dans la cellule bactérienne que lorsque celle-ci s'est transformée en
bactéroide lors de la maturation des nodules de la racine des plantes (BERGERSEN
et TURNER, [967). Cependant, quelques souches a croissance lente développent le
meécanisme lors de leur croissance in vitro (PAGAN et coll., 1975 ; BERGERSEN et
GIBSON, 1977).

L'ammonium est le premier produit formé durant la fixation de l'azote
(KENNEDY, 1966). La présence dans le bactéroide a la fois de la nitrogénase et des
enzymes impliquées dans I'assimilation des ions ammonium (glutamate déshydro-
génase : GDH EC [.4.1.3. ; glutamine synthétase : GS EC 6.3.1.2. ; glutamate
synthase : GOGAT EC 2.6.1.53) a fait penser a l'origine que cet ammonium était
assimilé dans le bacteéroide et ensuite excrété dans le cytosol de la plante-héte sous

forme d'acides amineés :
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Figure 1 - Etapes du développement d'un nodule fixateur d'azote chez le Trefle

et code phénotypique de mutants de R. trifolii modifiant différents
stades de la maturation (d'apres ROLFE et coll., 1981).
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GDH
acétoglutarate + NH, ———— glutamate.

Glutamate + NH, __._G..S_..> glutamine.

Glutamine + acétoglutarate GOGAT 2 glutamate.

On sait aujourd'hui que I'ammonium est excrété du bactéroide et assimilé
par le cytosol végétal (MIFLIN et LEA, 1976). Ceci est en accord avec les
observations de BERGERSEN des 1971 et d'O'GARA et SHANMUGAM en 1976.

2.2.2. La nitrogénase

Le complexe enzymatique catalysant la réduction de l'azote est commun
a tous les organismes fixateurs. Il a fait l'objet de nombreux travaux rapportés dans
la Revue Générale de WINTER et BURRIS (1976). Il porte le nom de nitrogénase,
enzyme protéique constituée de plusieurs sous-unités.

Chez la plupart des organismes, il est constitué de deux composants
majeurs de poids moléculaire de 200 000 et 50 000 respectivement. Le plus
important, la molybdoferredoxine, contient du molybdéne et du fer non héminique et
est constitué de 4 sous-unités. Le plus petit, l'azoferredoxine n'est constitué que de
2 sous-unités contenant du fer (ORME-JOHNSON et coll., 1977). La carence en
molybdene ou en fer peut réduire la capacité fixatrice d'azote (LA RUE, 1977).

En présence d'ATP et d'agents réducteurs puissants, la nitrogénase réduit
I'azote en ammonium a température ambiante et a pression atmosphérique. Chez les
bactéries symbiotiques, ces réducteurs, dont la nature n'est pas encore clairement
établie, semblent &tre des nicotinamides-adénines dinucléotides phosphates réduites
(WONG et coll., 1971)

N, + I3ATP + 6NADPH + 2H+M§2NH4+ + 13ADP + 13Pi + 6NADP™ + 6e’.

Cette réaction nécessite 355 KJ/ion ammonium formé (BERGERSEN,
1971 ;3 EVANS et coll., 1980). Elle est pratiquement deux fois plus efficace que le
procédé de réduction industriel qui nécessite 680 KJ/mole NH,. Cet apport
d'énergie correspond dans les procédés biologiques ou industriels a l'énergie
d'activation de la réaction (qui est trés élevée a cause de la triple liaison de I'azote
moléculaire) a laquelle il faut ajouter, dans le procédé industriel, l'énergie

nécessaire a la production d'hydrogene.
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2.2.3. Contrdle de la biosynthese de la nitrogénase

La glutamine synthétase participe directement au contrdle génétique de
la fixation de.l'azote en agissant comme un facteur de contrdle positif, activant la
transcription de la nitrogénase. En présence de quantités importantes de glutamine
ou de NH[, elle est inactivée par adénylylation et ne peut plus se fixer sur le gene
promoteur voisin du site de fixation de I'ARN polymérase, d'ou une absence de
synthése de la nitrogénase (BISHOP et coll.,, 1976 ; SCOWCROFT et coll.,, 1976 ;
STREICHER et VALENTINE, 1977 ; AUSUBEL et coll., 1977).

2.2.4. Régulation de I'activité de la nitrogénase

2.2.4.1. Régulation par la pression partielle en oxygene

La nitrogénase est trés rapidement inactivée par l'oxygene (BERGERSEN,
1971). Dans le nodule, c'est la léghémoglobine synthétisée en partie par la
plante-héte (DILWORTH, 1969 ; VERMA et BAL, 1976) qui régule la concentration
en oxygene au niveau des sites du complexe nitrogénasique (TAJIMA et coll., 1985).
Alors que les chalnes protéiques formant la partie globine de la molécule sont
codées par I'ADN de la plante (DILWORTH, 1969 ; BAULCOMBE et VERMA,
1978 ; SULLIVAN et coll., 1981) et synthétisées par les ribosomes du cytoplasme de
la cellule végétale (VERMA et BAL, 1976 ; VERMA 1982), il semble que I'heme est
principalement fourni par les bactéroides. Cette affirmation s'appuie sur les
observations suivantes :

- les bactéroides sont capables de convertir I'acide § amino lévulinique en héme
(DILWORTH, 1969 ; CUTTING et SCHULMAN. 1969) ;

- leur production en héme in vitro augmente considérablement lorsqu'ils sont sous
faible pression partielle en oxygene (AVISSAR et NADLER, 1978) ;

- des mutants auxotrophes heme forment des nodules inefficients dans lesquels on
n'observe pas d'accumulation de léghémoglobine (VERMA et LONG, 1983).

Ce pigment rouge, qui témoigne de ['efficience d'une souche par la simple
observation des nodules, a une tres grande affinité pour l'oxygene (WITTENBERG et
coll.,, 1974) et est localisé entre la' membrane de séquestration d'origine végétale
(GOODCHILD, 1978) et les structures pariétales des bactéroides (BERGERSEN et
GOODCHILD, 1973). Ceux-ci nécessitent cependant des quantités importantes
d'oxygene pour produire les réducteurs issus du métabolisme respiratoire et

impliqués dans la réduction de l'azote. La léghémoglobine facilite la diffusion de
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I'oxygene tout en maintenant la faible pression partielle en gaz de fagon a ne pas
entraver le fonctionnement de la nitrogénase (BERGERSEN et coll., 1973 ;
TIEPKEMA et YOCUM, 1974 3 WITTENBERG et coll., 1974).

2.2.4.2. Régulation par l'apport énergétique

La nitrogénase a besoin d'ATP pour fonctionner, c'est lui qui va jouer le réle
le plus important dans la régulation de son activité (KOCH et coll., 1977). Celle-ci
est directement proportionnelle au rapport cellulaire ATP/ADP et a un seuil
minimum treés bas, en-dessous duquel elle est inactive (APPLEBY et coll., 1975).
CHING, en 1976, montre que I'ATP produit lors de la respiration stimule Il'activité
nitrogénasique in vivo en augmentant la charge énergétique de la cellule. Cette
notion de charge énergétique est celle d'ATKINSON (1968, 1969) et est définie
comme le rapport des concentrations de (ATP + 0,5 ADP)/(ATP + ADP + AMP) en
présence d'adénylate kinase, EC 2.7.4.3.). La valeur d'équilibre est égale a 0,8, les
valeurs 1 et 0 correspondant respectivement a la présence d'ATP seul ou d'AMP
seul. ‘

L'adénylate kinase participe a la production d'ATP pour la maintenance du
métabolisme de base du bactéroide et de la fixation de l'azote durant les périodes
de manque de substances organiques énergétiques, mais ceci durant un temps limité
par la disponibilité d'ADP. '

L'ATP est régénéré lors de l'utilisation par la cellule bactérienne des produits
de la photosynthése de la plante (ALLISON, 1975 ; BERGERSEN, 1970 ; CHING et
coll,, 1975 ;3 GERSON et coll.,, 1978 ; etc...). Les chaines de phosphorylation
oxydative sont tres eifficaces (DE HOLLANDER et coll.,, 1979) et un complexe
ATPasique différent est synthétisé lors de la différenciation de la cellule
bactérienne en bactéroide pendant la symbiose (SKOTNICKI et ROLFE, 1979).

3. - LE METABOLISME DU CARBONE CHEZ LES BACTEROIDES

3.1. Nutrition carbonée des bactéroides

Une tres grande variété de substances organiques est disponible dans le cytosol
de la plante-hdte pour alimenter en énergie les bactéroides de Rhizobium et assurer
la réduction de l'azote. Cependant, peu de ces composés peut étre utilisé par les

cellules bactériennes, il s'agit d'acides organiques, d'aldéhydes ou d'alcools.
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Les bactéroides de R. leguminosarum sont capables d'utiliser le succinate, le
fumarate, le malate et le pyruvate mais pas le glucose, I'histidine ou le para-
hydroxybenzoate (GLENN et DILWORTH, 1981a).

Le fructose, le ribose, le saccharose, le mannitol, le lactose, le galactose et le
glycérol sont oxydés a des taux tres bas (TUZIMURO et MEGURA, 1960). A
concentration élevée (0,5 M) le glucose et le fructose stimulent cependant la
respiration des bactéroides de R. leguminosarum, ainsi que l'acétaldéhyde, l'acétate,
I'éthanol, le glyoxylate, le  propionaldéhyde, le pyruvate, le pyruvaldéhyde, le
butyraldéhyde, le succinate, le semi-aldéhyde succinique et le benzaldéhyde
(TUZIMURO et MEGURA, 1960 ; PETERSON et LA RUE, 1981).

-3.2. Le transport des produits carbonés chez les bactéroides

L'étude du mécanisme de transport chez les bactéroides de Rhizobium est trés

récente.
3.2.1. Le transport des hexoses et de leurs dérivés

Le transport du glucose s'effectue par un mécanisme passif de diffusion
facilitée chez les bactéroides de R. leguminosarum (HUDMANN et GLENN, 1980 ;
GLENN et DILWORTH, 1981b ; DE VRIES et coll., 1982 ; HOOYMANS et LOGMAN,
1984) et chez ceux de R. japonicum (REIBACH et STREETER, 1984). Il en est de
méme :

- pour le fructose chez ceux de R. leguminosarum (GLENN et coll.,, 1984a ;
HOOYMANS et LOGMAN, 1984) et chez ceux de R. cowpea (SAROSO et coll.,
1984) ;

- pour le saccharose et le lactose chez ceux de nombreux Rhizobium (GLENN et
DILWORTH, 1981b) ;

- pour le saccharose chez ceux de R. japonicum (STREETER et REIBACH, 1984) ;

- pour le D-pinitol, le myo-inositol et le glucose-6-phosphate chez ceux de
R. japonicum (REIBACH et STREETER, 1984).

La plupart de ces études d'accumulations ont été réalisées en
anaérobiose, mais celle du glucose, chez R. leguminosarum (DE VRIES et coll.,
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 tres faible.
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Cette perte de l'activité perméasique chez les bactéroides pourrait &tre
due a Il'inaccessibilité de cette protéine pour son substrat causée par la déformation
des cellules lors de la vie symbiotique ou durant leur isolement, a I'endommagement
de la perméase ou encore au non respect de la polarité de la membrane.

Sur un mutant pléiomorphe de R. meliloti, isolé par MROZ (1984), nous
avons montré que ces bactéries, qui ont l'aspect des bactéroides en culture libre,
accumulent les hexoses mais beaucoup plus faiblement que les cellules non
déformées.

L'absence d'activité perméasique chez les bactéroides peut &tre donc
partiellement attribuée 3 des changements membranaires qui altérent ['accessibilité

de la perméase.
3.2.2. Le transport des acides organiques

L'étude du mécanisme de transport de ces composés est particulierement
intéressante quand on sait qu'ils sont facilement oxydés par les bactéroides et qu'ils
fournissent l'énergie au complexe nitrogénasique (BERGERSEN, 1977 ; PETERSON
et LA RUE, 1981). On a pu montré également que l'utilisation des acides
dicarboxyliques du cycle de Krebs était la source principale d'énergie du bactéroide
(RONSON et PRIMROSE, 1979 ; GLENN et BREWIN, 1981 ; RONSON et coll.,
1981 ;3 GARDIOL et coll., 1982 ; FINAN et coll.,, 1983 ; REIBACH et STREETER,
1983 ; KOUCHI et YONEYAMA, 1984). '

Le transport du succinate a été étudié chez les bactéroides de R. legu-
minosarum (GLENN et coll., 1980 ; DE VRIES et coll., 1982 ; FINAN et coll.,, 1983),
de R. japonicum associé a celui du malate (REIBACH et STREETER, 1984 ; SAN
FRANCISCO et JACOBSON, 1985) ainsi que de R. cowpea aussi associé a celui du
malate (SAN FRANCISCO et JACOBSON, 1985). Il est réalisé par un systeme de
transport d'acides dicarboxyliques en C, (Dct), il est constitutif, actif et dépendant
d'une membrane énergisée, et peut véhiculer le succinate, le fumarate, le malate et
d'autres analogues (GLENN et coll., 1980).

Le transport du succinate par le systéme Dct n'est pas modifié par le
malonate, le citrate, le phénylsuccinate, le N-butylmalonate ou ['arséniate, mais est
inhibé par le succinate, le 2-2-difluorosuccinate, le fumarate, l'oxalo-acétate, le
dinitrophénol et le para-trifluorométhoxy-phénylhydrazone (FINAN et coll., 1983).
Dans d'autres travaux, le transport du succinate est inhibé par le dinitrophénol et

'azide mais non par l'arséniate (GLENN et coll., 1980).
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Chez les bactéroides, une affinité plus faible de ces perméases pour leurs
substrats respectifs a été généralement observée et les vitesses maximales (Vmax)
d'accumulation sont également inférieures a celles calculées pour des cellules libres
(FINAN et coll.,, 1983 ; REIBACH et STREETER, 1984 ; SANS FRANCISCO et
JACOBSON, 1985).

L'organisation et la régulation des genes de structure du systéme Dct ont
été étudiées chez R. leguminosarum (RONSON et coll., 1984) et chez R. meliloti
(BOLTON et coll., 1986). Un systéeme Dct fonctionnel est essentiel chez le
bactéroide pour le fonctionnement de la réduction de ['azote aussi bien sur des
cellules isolées (FINAN et coll., 1983) que sur des plantes entieres nodulées (ELKAN
et KWIK, 1968 ; GLENN et BREWIN, [981{ ; RONSON et coll.,, 1981 ; FINAN et
coll., 1983 ; ARWAS et coll., 1986).

3.3. Voies de degradations mises en évidence

3.3.1. Voies générales de catabolisme

Nous n'avons encore aujourd'hui que peu d'informations concernant le
potentiel enzymatique des bactéroides impliql;é dans la dégradation des produits
carbonés.

Les hydrates de carbone ne sont en général pas métatolisés par les
bactéroides de Rhizobium (TUZIMURO et MEGURA, 1960 ; BERGERSEN et
TURNER, 1975) alors que les acides organiques sont une source de carbone et
d'énergie pour les bactéroides de R. leguminosarum (GLENN et DILWORTH, 198la)
et de R. japonicum ainsi que les aldéhydes et les alcools (TUZIMURO et MEGURA,
1960 ; BERGERSEN et TURNER, 1975 ; PETERSON et LA RUE, 1981).

Il faut cependant noter que les enzymes-clé des voies d'Entner-Doudoroff
et de Dickens-Horecker sont présents chez les bactéroides de R. leguminosarum
mais a un taux d'activité identique a celui observé sur des cellules correspondantes
cultivées sur malate, ou encore a un taux nettement moindre comparé a celui
obtenu sur des cellules cultivées sur glucose (GLENN et coll., 1984b). Par contre,
chez les bactéroides de R. japonicum on ne trouve aucun des enzymes impliqués
dans les trois voies principales de dégradation des hydrates de carbone (EMP, ED,
DH) mais il existe chez eux des hexoses-kinases (STREETER et REIBACH, 1984).
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3.3.2. Le catabolisme des hexoses

L'utilisation des hexoses en tant que source principale d'énergie pour les
bactéroides est généralement mise en doute. En effet, des mutants glucokinase
(RONSON et PRIMROSE, 1979 ; GLENN et coll., 1984b), fructokinase (GLENN et
coll., 1984b), phosphoglucose isomérase  (ARIAS et coll., 1979) et pyruvate
déshydrogénase” (GLENN et coll., 1984) développent sur les Légumineuses
correspondantes des nodules efficients, bien que la nodulation soit retardée (ARIAS
et coll.,, 1979 ; GLENN et coll.,, 1984 ; ARWAS et coll.,, 1986). Par ailleurs,
DUNCAN, en 1981, décrit un mutant fructokinase de R. meliloti développant sur la

luzerne des nodules inefficients.
3.3.3. Le catabolisme des acides organiques

Les acides organiques sont considérés comme la source d'énergie
principale des bactéroides (TUZIMURO et MEGURA, 1960 ; RONSON et PRIMROSE,
1979 ; TRINCHANT et RIGAUD, 1979 ; RONSON et coll,, 1981 ; GARDIOL et coll.,
1982). lls possedent un cycle de Krebs fonctionnel par lequel ils utilisent ces acides
(KURZ et LA RUE, 1977 ; STOVALL et COLE, 1978 ; DUNCAN et FRAENKEL,
1979 ; GARDIAL et coll., 1982 ; KARR et coll., 1984 ; TAJIMA et COH.; 1986). Des
mutants succinate déshydrogénase” (GARDIOL et coll., 1982) ou a-cétoglutarate
déshydrogénase” (DUNCAN et FRAENKEL, 1979) donnent des nodules inefficients.

Certaines activités enzymatiques anaplérotiques ont été observées :
carboxylases et malate synthétase (LOWE et EVANS, 1962 ; JOHNSON et coll,
1966).

Les bactéroides de Rhizobium, comme les cellules libres en cultures
dgées, accumulent des réserves carbonées sous la forme de poly-B-hydroxybutyrate
(FORSYTH et coll., 1958) qui peuvent représenter jusqu'a 50 % de la matiere seche
chez les bactéroides de R. japonicum (WONG et EVANS, 1971).

Ce PHB est utilisé des lors qu'il manque une source de carbone. Chez le
bactéroide, il est dépolymérisé en B-hydroxybutyrate, déshydrogéné en acéto-acétate
qui estdégradé par l'intermédiaire du cycle de Krebs (WONG et EVANS, 1971 ;
KARR et coll., 1984). Il peut ainsi alimenter la nitrogénase en composés réducteurs
et en ATP (KLUCAS et EVANS, 1958). Son métabolisme semble étre lié au
fonctionnement du cycle glyoxalique (WONG et EVANS, 1971) qui génére des

composés en C-4 pouvant jouer le rdle de squelettes carbonés pour !'assimilation
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des ions ammonium (KRETOVICH et coll., 1977) au moins au niveau de la
maintenance des bactéroides.

Le propionate peut également é&tre utilisé (DE HERTOGH et coll., 1964)
et rejoindre le succinyl-CoA par l'intermédiaire du méthylmalonyl-CoA obtenu par
carboxylation du propionyl-CoA.

3.3.4. Le catabolisme des aldéhydes et des alcools

Les aldéhydes et les alcools que l'on retrouve dans le nodule de Soja
(PETERSON et LA RUE, 1982) sont oxydés par une aldéhyde déshydrogénase non
spécifique pouvant travailler sur I'acétaldéhyde, le propionaldéhyde, le
- butyraldéhyde, le benzaldéhyde, le semi-aldéhyde succinique et le pyruvaldéhyde.

4. - LE METABOLISME DU CARBONE CHEZ LES CELLULES LIBRES

4.1. Nutrition carbonée des cellules libres

De nombreux auteurs ont étudié l'utilisation des sources de carbone par
Rhizobium (ZIPFEL, 1911 ; FRED, 1912 ; BALDWIN et FRED, 1927 ; GEORGI et
ETTINGER, 1941 ; LANGE, 1961) mais la plupart d'entre eux emploient des milieux
complexes dont la source d'azote est apportée par une quantité appréciable d'eau de
levure. Leurs résultats sont imprécis et peuvent préter a confusion si ['on sait que
cette eau de levure contient en solution des mannanes dont I'hydrolyse et la
dégradation peuvent interférer avec la source de carbone testée.

GRAHAM, conscient de ce probleme, met au point une technique simple de
visualisation de l'utilisation de substrats carbonés en bolte de Pétri contenant un
milieu tres pauvre en extrait de levure (GRAHAM, 1964). Ses résultats permettent
d'affirmer que toutes les souches a croissance rapide sont capables d'utiliser pour
leur croissance les 20 sources de carbone différentes testées, choisies parmi les oses
simples, les disaccharides et les intermédiaires du cycle des acides tricarboxyliques.
Par contre, les souches a croissance lente possedent des exigences plus marquées.
Elles dégradent préférentiellement le glucose, le citrate de sodium, le xylose, le
mannitol, l'arabinose, le galactose et le fructose.

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

varient d'apres GRAHAM (1964) selon la nature de la source de carbone.
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Ces différences dans la nutrition carbonée des souches a croissance rapide et
des souches a croissance lente, d'abord énoncées par ALLEN et ALLEN en 1950, se
sont vues confirmer par de nombreux auteurs (cf. 1. - Le genre Rhizobium) et sont
résumées dans le tableau 2 proposé par STOWERS (1985).

On peut préciser :

- que les souches a croissance lente incapables de se développer a partir d'acides
organiques peuvent cependant les incorporer et les oxyder (KEELE et coll,
1969 ; KEELE et coll., 1970 ; STOWERS et ELKAN, 1983 ; STOWERS et ELKAN,
1984b) ;

- que le mannitol traditionnellement utilisé pour la croissance de Rhizobium au
laboratoire donne des réponses tres variables, en particulier avec les souches a
croissance lente (ELKAN et KWIK, 1968 ; CHAKRABARTI, 1981) ;

- que le glycérol est la source de carbone universellement utilisée bien que d'une
facon générale les souches a croissance lente ont un taux de croissance, dans ces
conditions, beaucoup plus faible que sur glucose ou galactose (ARIAS et
MARTINEZ-DRETS, 1976) ;

- que la souche particuliere de R. japonicum a croissance rapide de STOWERS et
EAGLESHAM (1984) a un profil proche de l'ensemble des souches a croissance
rapide mis a part qu'elle ne pousse ni sur citrate seul, ni sur dulcitol seul.

Il faut noter, par ailleurs, que depuis quelques années seulement, plusieurs
équipes recherchent les possibilités de développement de Rhizobium a partir des
composés carbonés aromatiques disponibles en quantité dans les sols. A ce propos,
on sait que d'une fagon générale les souches a croissance lente peuvent utiliser une
plus grande diversité de ces produits que les souches a croissance rapide (PARKE et
ORNSTON, 1984). R. meliloti est le plus limité et ne peut utiliser que
I'anthranilate, le protocatechuate et le quinate (PARKE et ORNSTON, 1984).
R. trifolii et R. leguminosarum utilisent le benzoate, le catéchol, le
para-coumarate, le férulate, le para-hydroxybenzoate, le protocatéchuate, le
3-4-5-trihydroxybenzoate, le 3-5-dihydroxybenzoate et le dihydroférulate.
L'utilisation du salicylate est variable selon les souches (MUTHUKUMAR et coll.,
1982 ; PARKE et ORNSTON, 1984 ; CHEN et coll., 1984). Nous n'avons que peu
d'informations sur R. trifolii dont une souche utilise le catéchol, le
para-hydroxybenzoate et le salicylate (MUTHUKUMAR et coll., 1982).

4.2. Le transport des produits carbonés chez les cellules libres

L'étude des mécanismes de transport chez Rhizobium est récente. Les travaux

ont été effectués pour la plupart chez les cellules libres de R. leguminosarum. Le
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Souches a croissance rapide Intermédiaire Souches a croissance
lente
Source de carbone
aGroupe A Groupe B Groupe C Groupe D Groupe E Groupe F
- Glucose +b + + + + +
Fructose + + + + + +
Galactose + + + + + +
Gluconate N.D.C N.D. + + + +
Mannose + + + + - +
Mannitol + + + *d + +
Rhamnose + + + - N.D. N.D.
Dulcitol + £ - - N.D. N.D.
Arabinose + e + + + +
Xylose + + + + + +
Raffinose + + + - N.D. N.D.
Sucrose + + + + - +
Lactose + + + + + +
Trehalose + + + - N.D. N2D.
Glycérol N.D. N.D. + + + +
Pyruvate + N.D. + - + -
Citrate + + - - - -
Succinate + N.D. + + +
Fumarate + N.D. + N.D. -
Malate + N.D. + - - +
Tableau 2 - Utilisation de différentes sources de carbone pour la croissance de Rhizobium
(d*apres STOWERS, 1985).
a Groupe A : R. meliloti, R. legummosarum, R. trifolii, R. phaseoli (GRAHAM, 1964).
Groupe B : Rhizobium spp. a croissance rapide (TRINICK, 1980).
Groupe C : R. japonicum a croissance rapide (STOWERS et EAGLESHAM, 1984).
Groupe D : Rhizobium a croissance intermédiaire (STOWERS et EAGLESHAM, 1983).
Groupe E : R. japonicum (ELKAN et KWIK, 1968).
Groupe F : R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1984a).
b+ : indique que la plupart des souches testées utilise la source de carbone.
o : non déterminé.
d - indique que la plupart des souches testées n'utilise pas la source de carbone.
e+ indique que plus d'une souche est capable d'utiliser la source de carbone.
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transport des disaccharides, des hexoses (tels que glucose, fructose et mannose) et
de certains de leurs dérivés (comme le malate et le succinate) sont les mieux

étudiés.
4.2.1. Le transport des disaccharides

D'une fagon générale, les souches de Rhizobium a croissance lente sont
incapables d'utiliser pour leur croissance les disaccharides (GRAHAM, 1964 ; ELKAN
et KWIK, 1968 ; MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970). Les souches a croissance
rapide, par contre, se développent sur saccharose, lactose, raffinose, tréhalose.

Le transport du saccharose chez R. leguminosarum et chez R. trifolii est
constitutif alors qu'il est inductible chez R. meliloti ainsi que chez une souche de
R. cowpea a croissance rapide (GLENN et DILWORTH, 1981b).

Le transport du lactose est inductible chez les souches a croissance
rapide (GLENN et DILWORTH, 1981b). Chez R. meliloti, l'absence de phospho-
R -galactosidase permet de penser que ce substrat carboné n'est pas phosphorylé
pendant son transport (TIMBLIN et KAHN, 1984).

Les souches a croissance rapide possedent au moins deux systemes de
transport différents pour les disaccharides : i'un spécifique pour le lactose, l'autre
pour le saccharose, le maltose et le tréhalose (GLENN et DILWORTH, {981b).

4.2.2. Le transport des hexoses

Les transports du glucose et du fructose ont été décrits chez R. legumi-
nosarum et R. cowpea et celui du mannose et du fructose chez R. meliloti. Les
caractéristiques importantes de chacun de ces transports sont résumées dans le

tableau 3 proposé par THEODOROPOULOS, 1986.

4.2.2.1. Aspect énergétique de ces systemes

La définition du mode de transport, passif ou actif, ainsi que la nature de
'énergie nécessaire lors d'un transport actif, a été systématiquement abordée par
les différents auteurs avec 1'étude de l'effet des différents inhibiteurs sur
I'accumulation des hexoses (tab. 3).

Les découplants énergétiques (azide de sodium, 2-4-dinitrophénol, carbonyl-cyanide
métachlorophénylhydrazone), ainsi que le cyanure, inhibiteur du transport
d'électrons, provoquent l'inhibition tres sévere de tous les systémes de transport
étudiés, indiquant que le glucose, le fructose et le mannose sont transportés chez

Rhizobium par un mécanisme actif et a travers une membrane énergisée par un
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gradient de protons et d'électrons. Il apparait que, chez Rhizobium, les hexoses,
contrairement a la plupart des autres especes bactériennes, sont transportés par un
systeme non-PTS. Ils s'accumulent chimiquement inaltérés dans le cytoplasme. Ceci
a pu étre démontré d'une fagon plus directe, en extrayant et en identifiant le "pool"
accumulé. Pour cela, les auteurs ont, soit utilisé des analogues structuraux de
I'hexose, non métabolisables par la souche étudiée, soit des mutants incapables de
dégrader l'hexose transporté. Il a été démontré que l'a-méthyl glucose [analogue non
métabolisable du glucose chez R. leguminosarum WU 235, HUDMANN et GLENN
(1980)], ainsi que le fructose [chez un mutant fructokinase négative de la souche
MNF 3841, GLENN et coll. (1984) de la méme espece, et chez R. meliloti L5-30,
GARDIOL et coll. (1980)] sont accumuiés sous une forme non phosphorylée.

D'autre part, il semble que ces systémes ne sont pas énergisés directement par
I'ATP. En effet, l'arséniate, qui inhibe la constitution d'un "pool" intracellulaire
d'ATP issu du métabolisme intermédiaire, a peu ou pas d'effet sur l'accumulation
des hexoses.

Récemment, SMART et coll. (1984) ont observé, chez R. cowpea NCR 234, que
'arséniate est accumulé par le systéme de transport du phosphate. Ils suggérent
alors que la non-inhibition des systemes de transport des hexoses par l'arséniate
peut &tre due a !'impossibilité de ce composé de pénétrer dans le cytoplasme. Ceci
serait provoqué par la présence importante d'ions phosphate (au moins 1,5 mM) dans
le milieu réactionnel, qui entrent en compétition avec l'arséniate.

Enfin, des études d'inhibition, effectuées en présence du NEM ou d'EDTA
(éthyléne diamine tétracétique acide), ont montré que le site actif des perméases
possede des groupements thiols et que son fonctionnement nécessite quelquefois la
présence d'ions bivalents (MULONGOY et ELKAN, 1978 ; HUDMAN et GLENN,
1980 ;3 DE VRIES et coll., 1982 ; STOWERS et ELKAN, 1983).

4.2.2.2. La spécificité de ces systemes

L'accumulation du glucose et du fructose, chez R. leguminosarum, et celle du
fructose, chez R. cowpea, semble &tre réalisée par des systémes spécifiques. Ces
perméases ne transportent pas les polyols et les disaccharides et ont une faible ou
moyenne affinité pour les autres hexoses. Cependant, certains composés ont une
forte affinité pour ces systemes. Par exemple, le sorbose, dont la structure. est
proche de celle du fructose, est transporté par la fructose perméase chez
R. léguminosarum MNF 3841 et chez R. cowpea NGR 234. Egalement, le galactose,
d'une part, et le xylose et le mannose, d'autre part, semblent &tre accumulés par la

glucose perméase chez R. leguminosarum WU 235 et RBLI, respectivement.
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Des études concernant la compétition entre le glucose et ses analogues,
a-méthyl-glucose et 2-désoxy-glucose, pour la glucose perméase de R. legumino-
sarum RBL1, ont montré que, d'une part, ces composés exercent une inhibition
mutuelle du transport, d'autre part, que les analogues ont une affinité plus faible
que le glucose pour la perméase. En effet, il faut une concentration en analogue 100
fois supérieure a celle du glucose pour inhiber I'accumulation de celui-ci, tandis
qu'une concentration en glucose 10 fois supérieure a celle des analogues suffit pour
inhiber completement {'accumulation de ces derniers.

L'étude des parametres cinétiques du systeme a montré que le glucose et ses
analogues sont transportés chez cette souche par au moins deux mécanismes, un de
forte affinité et l'autre de faible affinité, pour ces substrats. D'autre part, les
valeurs du Km observées sont plus fortes pour les analogues démontrant ainsi que
ces composés ont une affinité plus faible que le glucose pour le systeme

permsasique.

4.2.2.3. La régulation de ces systemes

La nature inductible ou constitutive de chacune des perméases a été décrite
(tab. 3). A cet effet, les différentes souches ont été cultivées sur divers substrats et
ensuite I'hexose €tudié a été accumulé par des cellules issues de ces différentes
cultures. Les résultats obtenus par les différents auteurs ont montré que, chez
R. leguminosarum, la glucose et la fructose perméase ainsi que la mannose
perméase de R. meliloti sont constitutives. Par contre, le systeme d'accumulation
du fructose, chez R. cowpea NGR 234 et chez R. meliloti L5-30, est inductible,
puisque des cellules cultivées sur différents autres substrats sont incapables de
transporter le fructose. ‘

Des travaux ont montré que le fonctionnement des perméases chez Rhizobium
est réprimé lorsque les cellules sont cultivées en présence de malate ou de
succinate, comme seules sources de carbone. En effet, i'accumulation du mannose
chez R. meliloti (ARIAS et coll., 1982), ainsi que celle du glucose chez R. legumi~
nosarum WU 235 (HUDMANN et GLENN, 1980) et chez R. cowpea 32 H1 (STOWERS
et ELKAN, 1983) est inhibée par le succinate. Par ailleurs, lors des cultures de
R. leguminosarum RBL1, en présence de glucose et de malate, ce dernier est utilisé
d'abord en réprimant le fonctionnement de la glucose perméase et, par conséquent,
'utilisation du glucose.

Plusieurs autres travaux ont été publiés quant a la répression des activités
enzymatiques, ainsi que l'utilisation simultanée des différents substrats chez
Rhizobium. Les résultats rapportés sont différents selon les sources de carbone et

les souches utilisées.




25

Ainsi, DILWORTH et coll. (1983) concluent en l'absence de répression et
l'utilisation simultanée des mélanges des substrats tels que histidine/glucose,
histidine/succinate, parahydroxybenzoate/glucose et parahydroxybenzoate/succinate,
chez R. leguminosarum. II faut cependant noter que les consommations d'histidine et
de parahydroxybenzoate sont tres fortement diminuées en présence de succinate.

Chez R. trifolii, DE HOLLANDER et STOUTHAMER (1979) concluent
également en l'utilisation simultanée de lactose et de glucose présents a des
concentrations variables.

Contrairement a ces auteurs, d'autres ont décrit la présence des croissances
diauxiques lors des cultures binaires ainsi que des phénomenes de répression des
activités cataboliques (UCKER et SIGNER, 1978 ; LIM et SHANMUGAN, 1979 ;
RONSON et PRIMROSE, 1979b ; Mc GETRICK et coll., 1985 ; ROHM et WERNER,
1985).

UCKER et SIGNER (1978) décrivent un phénomene semblable a la répression
catabolique chez R. meliloti. Ces auteurs rapportent des croissances diauxiques pour
des mélanges de succinate/maltose, succinate/cellobiose et succinate/lactose,
diauxies qui, d'ailleurs, ne sont pas levées par l'addition d'AMPc dans le milieu de
culture. LIM et SHANMUGAN (1979) observent que l'accumulation de ['hydrogene
est inhibée par le malate chez R. japonicum et que cette répression est levée
spécifiquement par l'addition d'AMPc. D'autre part, la mesure de la concentration
intracellulaire d'AMPc a montré que la quantité de ce nucléotide est proportionnelle
a l'activité perméasique.

Chez la méme espece, ROHM et WERNER (1985) montrent que le succinate

exerce une répression catabolique sévére sur |'utilisation du phénol.
4.2.3. Le transport des acides organiques

La succinate et la malate perméase ont été étudiées chez les cellules
libres de R. leguminosarum, R. japonicum, R. trifolii et R. cowpea (tab. 4).

Ces études ont montré que le transport du succinate et du malate est
réalisé par un mécanisme actif qui dépend de I'état de !'énergisation de la
membrane semblable a celui du transport des hexoses. Le processus d'accumulation
de ces acides est saturable et la vitesse initiale de leur transport est dépendante de
leur concentration externe selon une relation de MICHAELIS. Les Km apparents
observés sont de l'ordre du micromolaire (uM) et varient en fonction des especes

étudiées, selon un facteur de | a 4.
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Les systemes mis en évidence (Dct System) sont semblables chez les
souches a croissance rapide (GLENN et coll., 1980 ; FINAN et coll., 1981 ; RONSON
et coll., 1981) et chez les souches a croissance lente (McALLISTER et LEPO, 1983 ;
SAROSO et coll., 1984 ; SAN FRANCISCO et JACOBSON, 1985). Le systeme Dct
est capable de transporter le succinate, le malate et le fumarate mais aussi pour
R. cowpea NGR 234, I'acide oxalo-acétique (SAROSO et coll., 1984).

Les analogues du succinate ont des effets variables sur le transport de
cet acide organique, ceci en fonction de leur degré de substitution et de la position
des substituants. Le 2-2-di-méthyl-succinate réalise l'inhibition compétitive la plus
efficace (GLENN et coll., 1980 ; SAROSO et coll., 1984) ainsi que I'acide itaconique
chez R. cowpea (SAROSO et coll., 1984). Le méthyl-succinate et le
2-3-diméthyl-succinate et l'acide itaconique ont des effets limités chez R. legumi-
nosarum (GLENN et coll., 1980), dus a l'affinité moindre pour la perméase. Il est
intéressant de noter que l'ester de diméthyl-succinate n'a aucun effet sur le
fonctionnement du transporteur, ce qui suggere que un ou deux des groupements
carboxyliques du succinate doivent rester libres pour que la molécule soit
transportée (GLENN et coll., 1980). Ceci rejoint les observations de GHEI et KAY
(1973) concernant le transport du succinate chez Bacillus subtilis.

Quant a la nature inductible ou constitutive de ces perméases, les études
effectuées ont montré des différences en fonction des especes et des souches
étudiées. Ainsi, chez R. leguminosarum WU 235, R. japonicum USDA I-l110 et
R. cowpea USDA 3278, la succinate et la malate perméase sont constitutives.

Par contre, chez R. leguminosarum GF 160 et GF 252, R. trifolii CF
7012, R. japonicum USDA [10 et USDA 217 et R. cowpea NGR 234, le systeme de
transport du succinate est inductible. En effet, les auteurs ont observé une tres
faible accumulation de ce composé, lorsque les cellules ont été cultivées sur bon
nombre d'autres substrats, comme des hexoses, polyols, pentoses, disaccharides ou
autres acides organiques (tel le glutamate) ; exceptés le malate ou le fumarate. Il
faut cependant noter que, pour la souche USDA (10, l'accumulation du succinate par
des cellules cultivées sur divers autres substrats €tait toujours supérieure au quart
de celle observée lorsque les cellules ont été cultivées sur succinate. Dans ce cas,
les auteurs ont défini ce systeme comme plutdt inductible que constitutif.

Enfin, il ne semble pas que ces systemes soient réprimés par le glucose

ou d'autres sources de carbone.
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4.3. Voies de dégradation mises en évidence

4.3.1. Voies générales de catabolisme

Depuis trés longtemps déja, les chercheurs se sont intéressés a
l'utilisation des carbohydrates en tant que sources de carbone et d'énergie par les
cellules de Rhizobium en culture ou en symbiose ; mais comparativement, trés peu
d'équipes ont étudié le détail des voies cataboliques empruntées, se limitant le plus
souvent a la mise en évidence de certaines activités enzymatiques appartenant aux
trois voies principales de dégradations des hydrates de carbone :

- la voie d'Embder-Meyerhof-Parnas ou voie de la glycolyse ou voie des hexoses
di-phosphate 3

- la voie d'Entner-Doudoroff ou voie du KDPG (2-kéto-3-désoxy-6-phosphoglu-
conate) ;

- la voie de Dickens-Horecker ou voie des pentoses ou voie des hexoses mono-

phosphates.

4.3.1.1. La voie d'Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (ANNEXE)

Le fonctionnement de cette voie chez Rhizobium est tres variable et dépendant

de la souche. Quand il est observé, son taux d'activité est tres bas (KATZNELSON
et ZAGALLO, 1957 ; SIDDIQUI et BANERJEE, 1975 ; MULONGOY et ELKAN,
1977a ; STOWERS et ELKAN, 1983).

L'activité de la phosphofructokinase (EC 2.7.1.1.1) n'est jamais détectée chez
R. trifolii, indiquant pour cette espece l'impossibilité d'utiliser cette voie (RONSON
et PRIMROSE, 1979a). Par contre, l'activité de cette enzyme est détectée sur des
cellules de Rhizobium 32H! lorsque la souche est cultivée sur glucose et non
lorsqu'elle est cultivée sur fructose, mannitol, gluconate ou succinate (STOWERS et
ELKAN, 1985).

La fructose diphosphate aldolase (EC 4.1.2.1.3), autre enzyme clé de la voie
EMP, a été caractérisée chez R. trifolii (KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ;
JORDAN, 1962 ; RONSON et PRIMROSE, 1979a), chez R. leguminosarum et
R. meliloti (KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; JORDAN, 1962), chez R. japonicum
(MULONGOY et ELKAN, 1977) et chez R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1983). Il
ne semble cependant pas que cette enzyme participe au fonctionnement de la voie
de EMP. Elle est plutét impliquée selon STOWERS et ELKAN (1983) dans le
fonctionnement d'un cycle des hexoses permettant la synthese de glucose-6-phosphate
a partir de glycéraldéhyde 3P (HOCHSTER et KATZNELSON, 1957) et alimentant la

gluconéogénese. Ce cycle fait intervenir la triose phosphate isomérase (EC 5.3.1.1),
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la fructose diphosphate aldolase (EC #4.1.2.13), I'hexose diphosphatase (EC 3.1.3.11)
et la phosphoglucose isomérase (EC 5.3.1.9).

4.3.1.2. La voie d'Entner-Doudoroff (ED) (ANNEXE)
La voie d'Entner-Doudoroff existe et fonctionne a la fois chez les souches de

Rhizobium a croissance rapide et chez les souches de Rhizobium a croissance lente.
Elle a été caractérisée chez R. leguminosarum (KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ;
GLENN et coll.,, 1984b), chez R. meliloti (KATZNELSON, 1955 ; KATZNELSON et
ZAGALLO, 1957 ; ARIAS et coll., 1979), chez R. trifolii (KATZNELSON et
ZAGALLO, 1957 ; RONSON et PRIMROSE, 1979a), chez R. phaseoli (KATZNELSON,
1955), chez R. japonicum (KEELE et coll., 1969 ; KEELE et coll., 1970 3
MULONGOY et ELKAN, 1977) et chez R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1984b).

La dégradation de la plupart des hexoses se fait par la voie d'Entner-Doudoroff
(KEELE et coll., 1970 ; STOWERS et ELKAN, 1984b).

4.3.1.3. La voie de Dickens-Horecker (DH) (ANNEXE)
La voie de Dickens-Horecker n'est observée que chez les souches de Rhizobium
a croissance rapide (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972). Elle a été caractérisée
chez R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 1979a) et chez R. leguminosarum
(KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; GLENN et coll., 1984b).

Les souches a croissance lente ne possedent pas l'une des enzymes clé de cette

voie : la 6-phosphogluconate déshydrogénase 3 NADP' (EC 1.1.1.4%4) participant a la

réaction de décarboxylation oxydative du 6-phosphogluconate en ribulose-5-phosphate.

Ceci est observé chez R. japonicum (KEELE et coll., 1969 ; MARTINEZ-DRETS et

coll., 1977 ; MULONGOY et ELKAN, 1977) et chez R. cowpea (STOWERS et

ELKAN, 1983) qui possedent par contre une 6-phosphogluconate déshydrogénase a

NAD" (EC 1.1.1.43). De larges controverses existent encore aujourd'hui quant a la

nature de la réaction catalysée par cette derniere enzyme :

- pour MARTINEZ-DRETS et coll. (1977), la 6-PG-déshydrogénase a NAD" qu'ils
ont partiellement purifiée catalyse la décarboxylation oxydative du 6-phospho-
gluconate en ribulose-5-phosphate, comme l'enzyme a NADP™. Ils excluent
'intervention de deux enzymes, une déshydrogénase et une décarboxylase comme
chez Leuconostoc mesenteroides (YASHIMA et KITAHARA, 1968) puisque l'addi-
tion au milieu réactionnel de semi-carbazide n'a pas d'effet. Selon ces auteurs,
la similitude entre la NAD" 6-PG-déshydrogénase de R. japonicum et celle de
Pseudomonas facilis (BOWIEN et SCHLEGEL, 1972) vient enrichir le nombre
d'observations é€tablissant des relations philogéniques étroites entre ces deux

genres.
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4.3.1.4. Le cycle de Krebs
Dés 1957, KATZNELSON et ZAGALLO montrent que R. leguminosarum,

R. meliloti et R. trifolii sont capables d'oxyder de nombreux intermédiaires du cycle

des acides tricarboxyliques.

En 1960, TUZIMURA et MEGURO démontrent qu'en culture, R. japonicum peu
oxyder l'a-céto-glutarate, le fumarate et le succinate. Ces résultats font
curieusement suggérer aux auteurs que les souches possedent le potentiel
enzymatique nécessaire au déroulement du cycle de Krebs.

En 1964, GRAHAM montre que le fumarate, le malate, le pyruvate, le
succinate et le citrate peuvent servir de source de carbone pour la croissance de
souches de Rhizobium 3 croissance rapide et de certaines souches a croissance
lente.

En 1966, JOHNSON et coll. remarquent que si R. japonicum, R. leguminosarum,
R. meliloti, R. phaseoli et R. trifolii oxydent rapidement le pyruvate de sodium et
I'acétate de sodium, ils ne peuvent pas utiliser ces substrats pour leur croissance.
Les auteurs pensent que la cause en est due a l'absence d'isocitrate-lyase qui ne
permet pas le renouvellement normal des composés en Cu accepteurs des deux
substrats pour leur intégration dans le cycle de Krebs.

On sait aujourd'hui que le cycle de KREBS est fonctionnel pour l'ensemble des
souches de Rhizobium a croissance lente ou a croissance rapide. 1l a été décrit chez
R. meliloti (HORNEZ, 1976 ; DUNCAN et FRAENKEL, 1979), chez R. legumino-
sarum (KURZ et LA RUE, 1977), chez R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 1979a),
chez R. japonicum (KEELE et coll., 1969 ; KEELE et coll.,, 1970 ; MULONGOY et
ELKAN, 1977a) et chez R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1983 ; STOWERS et
ELKAN, 1984a).

Son fonctionnement est démontré soit par la mise en évidence d'activités
enzymatiques spécifiques (DUNCAN et FRAENKEL, 1979 ; GARDIOL et coll., 1982),
soit par des études de respirométrie : l'utilisation de pyruvate spécifiquement
marqué au 1L‘C sur ses différents carbones permet de déterminer l'origine du
dioxyde de carbone libéré durant son oxydation, C1 > C2 > C3. La libération sous
forme de dioxyde de carbone tout d'abord du carbone Cl (carboxyl-carbone) suivi du
C2 (carbonyl-carbone) et enfin du C3 (méthyl-carbone) indique que le pyruvate est
totalement oxydé par l'intermédiaire du cycle de Krebs (KEELE et coll.,, 1969 ;
KEELE et coll.,, 1970 ; MULONGOY et ELKAN, 1977a ; STOWERS et ELKAN,
1983 ; STOWERS et ELKAN, 1984a).

En résumé, nous pouvons proposer les schémas métaboliques de STOWERS (1985)
décrivant le catabolisme du carbone pour les souches de Rhizobium a croissance

rapide (fig. 2) et pour les souches a croissance lente (fig. 3).
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Figure 2 - Voies de dégradation du carbone chez les souches de Rhizobium a
croissance rapide (STOWERS, 1985).

MANNITOL
Y
FRUCTOSE GLUCOSE = < <GALACTOSE

#

frucfose -6- @ —-— glucose -6- @

f-16- b«s glucona!e — P
A ) L-ARABINOSE
DHAP = glyceraldehyde 3 pyruvo
acefcldehyde
Y
\j N\
glycercl @ v
v
pyruvate

GLYCEROCL

Figure 3 - Voies de dégradation du carbone chez les souches de Rhizobium a
croissance lente (STOWERS, 1985).
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4.3.2. Catabolisme des disaccharides

4.3.2.1. Catabolisme du saccharose

Seules les souches de Rhizobium a croissance rapide peuvent dégrader le
saccharose (MARTINEZ-DRETS et coll., 1974 ; GLENN et DILWORTH, 1981b).

La présence de l'invertase (EC 3.2.1.2.6) n'est détectée que dans les extraits
cellulaires de R. meliloti, R. leguminosarum et R. trifolii apres culture sur
saccharose, lactose ou maltose (MARTINEZ-DRETS et coll., 1974). Son activité est
largement supérieure lorsque les cellules sont cultivées sur saccharose plutdt que sur
les autres sources de carbone, l'enzyme est inductible (MARTINEZ-DRETS et coll.,
1974 3 GLENN et DILWORTH, 1981b).

Il a été décrit une invertase extracellulaire chez R. japonicum (SINGH et coll.,
1980).

4.3.2.2. Catabolisme du lactose

Seules les souches de Rhizobium a croissance rapide peuvent dégrader le lactose
(GLENN et DILWORTH, 1981b).

La B-galactosidase (EC 3.2.1.23) a été détectée apres culture sur lactose dans
les extraits cellulaires de R. meliloti (NIEL et coll.,, 1977 ; UCKER et SIGNER,
1978 ; GLENN et DILWORTH, 1981b), de R. leguminosarum et de R. trifolii
(GLENN et DILWORTH, 1981b).

La régulation de l'activité et de la synthese de la B-galactosidase est variable
selon les souches. L'enzyme est inductible chez R. meliloti WU 60 (GLENN et
DILWORTH, 1981b) et partiellement inductible chez R. meliloti 2011 (NIEL et coll.,
1977). Elle est constitutive chez R. leguminosarum WU 163, WU 235, WU 3841 et
chez R. trifolii WU 290 (GLENN et DILWORTH, 1981b)

C'est pour R. meliloti 2011 que l'on connait le mieux I'activité B-galactosidase.

En effet :

- NIEL et coll. (1977) ont mis en évidence chez cette souche deux enzymes A et
B a propriétés tres différentes (Km mesurés sur le paranitrophényl-8-D-galactopy-
ranoside, inactivation thermique) et présentant une activité B-galactosidase du
méme ordre de grandeur en absence d'inducteur. Par contre, en présence de
lactose, l'activité de l'enzyme A devient quelquefois plus forte que celle de
I'enzyme B. Physiologiquement, cependant, 'enzyme B ne permet pas ou presque
la croissance sur lactose du mutant 2011 L7i ayant perdu la capacité de synthé-
tiser I'enzyme A. En fait cette enzyme B, dont la synthése est inductible par le

cellobiose, est capable d'hydrolyser le paranitrophényl-g-D-glucopyranoside et le
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paranitrophényl-g-D-galactopyranoside avec des Km respectifs de 135 uM et
6,4 mM. Ceci prouve que l'enzyme B est une B-glucosidase (EC 3.2.1.21) a acti-
vité B-galactosidase (NIEL et coll., 1980) ;

- UCKER et SIGNER (1978) montrent que l'activité de la B-galactosidase est dix
fois plus importante lorsque R. meliloti 2011 est cultivé en présence de lactose
plutdt qu'en présence de mannose ou de succinate. De plus, I'addition de succi-
nate qui est une excellente source de carbone pour la croissance de R. meliloti,
a des cellules poussant sur lactose, est suivie rapidement de la réduction de
I'activité B-galactosidase des cellules en croissance.

Les auteurs observent une croissance diauxique de R. meliloti 2011 sur un
milieu synthétique contenant 0,1 % de succinate et 0,1 % de lactose. Ce phénoméne
n'est pas levé par l'addition d'AMPc au milieu. Les auteurs parlent de "Catabolic
Repression like Phenomenon" chez R. meliloti. On peut aussi penser que dans ces

conditions expérimentales, I'AMPc ne pénetre pas dans les cellules bactériennes.

4.3.3. Catabolisme des hexoses et de leurs dérivés

4.3.3.1. Catabolisme du glucose

Chez la plupart des souches de Rhizobium, le glucose est catabolisé uniquement
par la voie d'Entner-Doudoroff. Ceci est démontré soit par la recherche d'activités
enzymatiques spécifiques (KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; KEELE et coll,
1969 ;3 GLENN et coll., 1984b), soit par radiorespirométrie (KEELE et coll., 1969 ;
STOWERS et EAGLESHAM, 1984).

La production de pyruvate a partir de 6-phosphogluconate ainsi que la présence
de la 6-phosphogluconate déshydratase (EC #4.2.1.12) et de la 2-céto-3-désoxy-6-phospho-
gluconate aldolase (EC 4.1.2.14) a été démontrée chez R. leguminosarum
(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972 ; GLENN et coll., 1984b), chez R. japonicum
(KEELE et coll., 1969) et chez R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1983).

L'utilisation en respirométrie du glucose marqué au e spécifiquement sur
certains carbones permet de suivre la cinétique de production de CO2 en fonction
de l'origine des radicaux carbonés oxydés :

- pour R. japonicum ATCC 10324 (KEELE et coll.,, 1969), Cl = C4 > C2 > C3 =
Cé6

- pour R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1983), Cl > C3,4 > Cé6 > C2.

Théoriquement, si la voie d'Entner-Doudoroff était la seule utilisée pour la

dégradation du glucose, le CO., issu de Cl devrait &tre égal a celui issu de C4 et la

2
distribution devrait &tre : Cl > C3,4> C2 > Cé6. Le fait que la plus grande partie du
CO2 provient des carbones 1,3 et 4 indique, en absence de la voie des pentoses,

I'utilisation de la voie d'Entner-Doudoroff pour R. japonicum et R. cowpea. Chez ce
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dernier, la libération du C02 en provenance du Cé se fait avant celle du Co, du
C2. Ceci s'explique par le fonctionnement simuitané du cycle des hexoses qui
permet par les activités réverses de quelques enzymes de la glycolyse de passer de
la glycéraldéhyde-3-phosphate au glucose-6-phosphate qui peut réalimenter la voie
d'Entner-Doudoroff. Si le glucose n'était oxydé que par ce cycle, I'évolution du taux
de %O, serait CI > C6 > C2 > C3,4 (STOWERS et ELKAN, 1983).

De nombreux auteurs ont décrit la participation au moins partielle de la voie
d'Embden-Meyerhof-Parnas a la dégradation du glucose (KATZNELSON et
ZAGALLO, 1957 ; SIDDIQUI et BANERIJEE, 1975 ; MULONGOY et ELKAN, 1977a ; -
STOWERS et ELKAN, 1983) et d'autres rapportent des informations contraires soit
pour les souches a croissance rapide (RONSON et PRIMROSE, 1979a), soit pour les
souches a croissance lente qui ne possédent pas la fructose l-6-diphosphate aldolase
(EC 4.1.2.13) (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972).

MULONGOY et ELKAN (1977a) pensent que les voies d'EMP et de ED operent
simultanément chez R. japonicum et relient le fonctionnement de la glycolyse au
rendement de la fixation de ['azote des souches en symbiose. En effet, c'est pour la
souche de R. japonicum I110, la plus efficiente, que la voie de EMP domine alors

que pour la souche LI-110, moins efficiente, la voie d'ED est la plus importante.

4.3.3.2. Catabolisme du fructose

Le métabolisme du fructose chez Rhizobium est encore aujourd'hui peu connu.
Une fructokinase cytoplasmique (EC 2.7.1.4) a été mise en évidence chez R. meliloti
(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970), chez R. trifolii (RONSON et PRIMROSE,
1979) et chez R. leguminosarum (GLENN et coll., 1984b).

En 1980, GARDIOL et coll. décrivent l'obtention chez R. meliloti L5-30 de
mutants UR3 (phosphoglucose isomérase moins et fructokinase moins), UR#%4
(fructokinase moins), UR5 (révertant). Le mutant UR%4 ne pousse pas ni sur fructose,
ni sur mannitol, ni sur sorbitol mais se développe en présence de glucose ou de
mannose. La fructokinase est donc spécifique du fructose ; son produit, le
fructose-6-phosphate est ensuite dégradé par la voie d'Entner-Doudoroff (ARIAS et
coll., 1979).

De plus, une relation entre l'activité de la fructokinase et les polyols
déshydrogénases semble exister. En effet, le mutant UR4 accumule le fructose et
dans ce cas les déshydrogénases apparaissent alors que chez la souche sauvage, elles

ne sont induites que par le mannitol et le sorbitol.
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En 1984, GLENN et coll. (1984b) utilisent le Tn5 sur R. leguminosarum MNF
3841 et obtiennent des mutants fructokinase négatif qui ne poussent ni sur fructose,
ni sur sorbitol, ni sur mannitol, se développent lentement sur saccharose et
normalement sur les autres sources de carbone. Les révertants qui ont retrouvé la
capacité d'utiliser le fructose ont une fructokinase altérée, thermolabile, que 1'on
peut partiellement protéger par le substrat. La dégradation du fructose chez ces
révertants, via le sorbitol et le glucose ou via le sorbitol-6-phosphate et le
glucose-6-phosphate est exclue du fait des trop faibles activités enzymatiques
correspondantes mesurées. Bien qu'il y ait une sorbitol déshydrogénase NAD"
dépendante, induite dans les cellules cultivées en présence de fructose, l'activité de
I'aldose-réductase NADP' dépendante est faible avec un équilibre marqué en faveur
de la formation de sorbitol (VELLE, 1975). De plus, R. leguminosarum MNF 384},
comme R. meliloti (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970), ne possedent pas la
sorbitol-6-phosphate déshydrogénase.

Ces observations prouvent que chez ces révertants capables a nouveau de se
développer en présence de fructose, celui-ci est bien métabolisé par la fructokinase

en fructose-6-phosphate.

4.3.3.3. Catabolisme du mannose

Le catabolisme du mannose n'a été étudié que chez R. meliloti par ARIAS et
coll.,, 1982. Ces auteurs ont utilisé la nitrosoguanidine pour obtenir des mutants
métaboliques modifiés sur la voie d'utilisation du mannose. Ils ont pu ainsi montrer
que ce substrat pénetre par systéme de transport actif avant d'étre phosphorylé par
une mannokinase (EC 2.7.1.7) en mannose-6-phosphate, isomérisé ensuite par une
mannose-6-phosphate isomérase (EC 5.3.1.8) en fructose-6-phosphate. Celui-ci est

alors dégradé par la voie d'Entner-Doudoroff.

4.3.3.4. Catabolisme du galactose

Le catabolisme du galactose n'a été étudié que chez R. meliloti tres
récemment (ARIAS et CERVENANSKY, 1986).

On a décrit la galactose déshydrogénase NADP' dépendante chez R. trifolii
(RONSON et PRIMROSE, 1979a) et la galactose déshydrogénase NAD" NADP”
dépendante chez R. meliloti (CERVENANSKY et ARIAS, 1984). Le fonctionnement
de la voie d'Entner-Doudoroff et le comportement du mutant de R. meliloti,
glucose-6-phosphate déshydrogénase négative, décrits dans ces travaux montrent que
la voie de Leloir (MAXWELL et coll., 1962) n'est pas utilisée pour le catabolisme du
galactose chez Rhizobium. Cette voie, décrite pour les Entérobactéries permet de

passer du galactose au glucose-6-phosphate par les intermédiaires suivants :
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D-galactose

< Galactokinase
v
D-galactose-1-phosphate

« Galactose-1-phosphate isomérase
v

D-glucose-1-phosphate

< Phosphotransférase

v
D-glucose-6-phosphate
Voie de Leloir

ARIAS et CERVENANSKY (1986) ont mis en évidence des activités
enzymatiques spécifiques du métabolisme du galactose : galactose déshydrogénase,
lactonase, galactonate déshydratase (EC %.2.1.6), 2-céto-3-désoxy-6-phosphogalactonate--
aldolase et galactokinase (EC 2.7.1.6). La mutagénese par la nitrosoguanidine leur a
permis d'obtenir un mutant incapable de se développer sur galactose, galactonate ou
lactose et poussant normalement sur glucose, fructose, mannose et L-arabinose. Ce
mutant est 2-céto-3-désoxy-6-phosphogalactonate moins. De ces différentes
observations, les auteurs concluent a l'existence de la voie de De Ley-Doudoroff
(DE LEY et DOUDOROFF, 1957) chez R. meliloti et du passage par cette voie pour

la dégradation du galactose comme chez Pseudomonas :
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D-galactose
<+ Galactose déshydrogénase
v
D-galactono-y-lactone
<+ Galactonolactonase
v
D-galactonate
<« Galactonate déshydratase

’ ’ v
2-ceto-3-desoxygalactonate
« 2-céto-3-désoxygalactomate kinase

v
2-céto-3-désoxy-6-phosphogalactonate

2-céto-3-désoxy-6-phosphoga-
<+ lactamate aldolase

v
Pyruvate + D-glycéraldéhyde-3-phosphate

Voie de De Ley et Doudoroff

4.3.3.5. Catabolisme du gluconate

Le catabolisme du gluconate n'a été étudié que chez les souches de Rhizobium
a croissance lente : R. japonicum (KEELE et coll., 1970) et R. cowpea (STOWERS et
ELKAN, 1984b). Chez ces souches, le gluconate est transporté et phosphorylé par
une gluconate kinase en 6-phosphogluconate. Celui-ci est métabolisé en
glycéraldéhyde-3-phosphate et en pyruvate par la voie d'Entner-Doudoroff. Il semble
que c'est la seule voie de dégradation du gluconate chez les microorganismes
(WANG et coll., 1959 ; RAJ, 1967 ; EISENBERG et DOBROGOSZ, 1967).

Cependant, STOWERS et ELKAN (1984b) montrent qu'une partie du gluconate
utilisé par R. cowpea est dégradé par la voie du céto-gluconate (KG pathway)
comme chez Acetobacter melagenum (KATZNELSON et coll., 1953), chez R. japo-
nicum (KEELE et coll.,, 1970), chez Alcaligenes entrophus (NANDADASA et coll.,
1974) et chez Pseudomonas aeruginosa (WHITING et coll., 1976).
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La voie du céto-gluconate est une voie métabolique non phosphorylée conduisant
a la production d'acide a-céto-glutarique (KATZNELSON et coll., 1953). Son rdle est
de servir une séquence anaplérotique fournissant des composés en C4 du cycle des
acides tricarboxyliques qui peuvent manquer lors de la croissance des souches. La
possession de cette voie du céto-gluconate chez R. cowpea lui est spécialement
avantageuse puisqu'il peut oxyder le pyruvate et l'acétate mais ne peut les utiliser
comme seule source de carbone pour sa croissance (STOWERS et ELKAN, 1984b).

Bien que la voie du céto-gluconate puisse avoir une fonction biosynthétique en
fournissant des intermédiaires importants, elle peut certainement fournir de
I'énergie par une voie phosphorylée comme chez Pseudomonas aeruginosa (WHITING
et coll., 1976) ou Alcaligenes eutrophus (NANDADASA et coll., 1974). Dans ce cas,

on observe l'évolution suivante :
Gluconate

v
2 céto-gluconate

2 céto-gluconate-6-phosphate

v
6-phosphogluconate

E.D.

v
Pyruvate + 3-phosphoglycéraldéhyde

Cette voie du céto-gluconate peut aussi, par des activités réverses, fournir des
composés en C6 (STOWERS et ELKAN, 1984b).

STOWERS et ELKAN (1984b) mettent en évidence cette voie chez R. cowpea
en s'appuyant sur des mesures radiorespirométriques et sur la détection d'activités
enzymatiques spécifiques telle que la gluconate déshydrogénase cytoplasmique. Ils
constatent ['apparition dans les milieux de culture de R. cowpea contenant du
gluconate, de 2 céto-gluconate aprés trois jours d'incubation et de 2-5-dicétogluconate

apres six ou seize jours selon les souches. Le glucose, le fructose ou le mannitol ne
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donnent jamais lieu a ces accumulations. La voie du céto-gluconate chez les souches

de Rhizobium a croissance lente semble spécifique de I'utilisation du gluconate.

4.3.3.6. Catabolisme-des polyols

Parmi les polyols, le mannitol est le plus couramment employé comme source
de carbone dans les milieux de culture. Chez R. meliloti (MARTINEZ-DRETS et
ARIAS, 1970), chez R. japonicum (KUYKENDALL et ELKAN, 1977) et chez R. tri-
folii (PRIMROSE et RONSON, 1980), le mannitol est réduit en fructose par une
mannitol déshydrogénase (EC 1.1.1.67).

Chez R. meliloti, deux polyols déshydrogénases NAD' dépendantes sont induites
par culture sur D-mannitol, D-arabitol ou D-sorbitol. L'une réduit le mannitol et le
sorbitol en fructose et l'autre réduit l'arabitol en xylulose (MARTINEZ-DRETS et
ARIAS, 1970).

Chez R. trifolii, on distingue cing polyols déshydrogénases NAD" dépendantes :

une inositol déshydrogénase pour l'inositol,

- une ribitol déshydrogénase pour le ribitol,

- une D-arabitol déshydrogénase pour le D-arabitol, le D-sorbitol et le D-mannitol,
- une xylitol déshydrogénase pour le xylitol et le D-sorbitol,

- une dulcitol déshydrogénase pour le dulcitol, le ribitol, le xylitol et le sorbitol.

Tous les polyols, exceptés l'inositol et le xylitol, induisent la synthese de
plusieurs déshydrogénases. L'exception remarquée pour l'inositol peut s'expliquer par
sa structure cyclique tres différente de celle des autres polyols (PRIMROSE et
RONSON, 1980). Des inductions croisées analogues ont été décrites chez R. meliloti
(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970), chez Cellovibrio polyoltrophicus (SCOLNICK
et LIN, 1962) et chez Azotobacter agilis (MARCUS et MARR, 1961).

Chez R. japonicum, KUYKENDALL et ELKAN (1977) caractérisent une
mannitol déshydrogénase NAD" dépendante, inductible, réduisant a la fois le
D-mannitol et le D-arabitol. Ces auteurs relient la possibilité d'utiliser le mannitol
et la capacité de réduire l'azote en. ammonium lors de la symbiose : les mutants
mannitol déshydrogénase négative sont beaucoup plus efficients. KUYKENDALL et
ELKAN (1977) proposent l'explication suivante : la 6-phosphogluconate NAD"
dépendante est inhibée allostériquement par le D-mannitol (MULONGOY et ELKAN,
non publié). La présence de D-mannitol déshydrogénase intracellulaire se traduit par
une diminution de la capacité d'utiliser le glucose et par conséquent de diminuer en
symbiose les possibilités de fixation de ['azote. Cette relation entre utilisation du
glucose et fixation de l'azote a été décrite par MULONGOY et ELKAN (1977a).
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La régulation du métabolisme des polyols peut &tre contrdlée par le glucose.
KUYKENDALL et ELKAN (1977) observent chez R. japonicum une nette diminution
de !'activité mannitol déshydrogénase chez des cellules cultivées sur glucose plus
mannitol. RONSON et PRIMROSE (1979b) montrent chez R. trifolii que le glucose
est responsable de la répression catabolique et de I'inhibition catabolique des
enzymes impliquées dans I'utilisation des polyols. Ces mécanismes sont semblables a
ceux qui fonctionnent chez Escherichia coli (McGINNIS et PAIGEN, 1969 ;
McGINNIS et PAIGEN, 1973 ; AMARAL et KORNBERG, 1975) : la présence d'une
"bonne" source de carbone (glucose ou inositol par exemple pour R. trifolii) réprime
trés fortement la formation d'enzymes inductibles nécessaires a la dégradation de
sources de carbone moins efficaces (ribitol ou dulcitol) mais ne répriment pas la
formation d'enzymes inductibles nécessaires a la dégradation d'autres "bonnes"

sources de carbone.
4.3.4. Catabolisme des pentoses

Alors que le D-ribose ou le D-xylose est métabolisé par la voie classique
non oxydative des pentoses phosphates (D.H.), aboutissant a la formation de
fructose-6-phosphate, le L-arabinose est dégradé selon une autre voie permettant la
croissance du mutant phosphoglucose isomérase négative de R. meliloti (ARIAS et
coll., 1979). Une attention particuliere est donc apportée au métabolisme du
L-arabinose d'autant plus qu'il est utilisé différemment par les souches de
Rhizobium a croissance rapide et les souches a croissance lente (MARTINEZ-DRETS
et ARIAS, 1972).

Le L-arabinose est généralement une bonne source de carbone pour la
croissance des Rhizobia (GRAHAM, 1964). Il a méme été utilisé pour exprimer la
fixation d'azote par des cellules libres en culture sous conditions particulieres
(PAGAN et coll., 1975 ; BERGERSEN et coll., 1976).

Chez R. japonicum, PEDROSA et ZANCAN (1974) mettent en évidence
sur des extraits cellulaires des activités enzymatiques spécifiques en identifiant et
en dosant les produits des réactions. Selon ces auteurs, la séquence de dégradation

du L-arabinose est la suivante :
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L-arabinose

« arabinose déshydrogénase
(NAD(®)" = NADP)HH')

v
L-arabinolactone

<« arabinolactonase

v
L-~-arabonate

< arabonate déhydratase
v

2-céto-3-désoxy-L-arabonate

<« 2-céto-3-déoxy-L-arabonate aldolase

v
Pyruvate + acétaldéhyde

Dégradation du L-arabinose par les souches de Rhizobium a croissance lente

Chez R. meliloti, DUNCAN et FRAENKEL (1979) ne mettent jamais en
évidence la 2-céto-3-désoxy-L-arabonate aldolase sur des extraits de cellules
cultivées sur glucose ou L-arabinose alors que l'activité enzymatique est dans tous
les cas présente chez R. japonicum. Par contre, ces auteurs mesurent une activité
trés importante chez R. meliloti de l'a-céto-glutarate semi-aldéhyde déshydrogénase

et proposent pour cette souche la séquence de dégradation suivante :
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L-arabinose

« arabinose déshydrogénase
.. Y

L-arabinoiactone

<« arabinolactarase

v
L-arabonate

<« arabonate déshydratase

v
2-céto-3-désoxy-L-arabonate

v
a-céto-glutarate semi-aldéhyde

a-céto-glutarate semi-aldéhyde
déshydrogénase

o

v
o -ceto-glutarate

Dégradation du L-arabinose par les souches de Rhizobium a croissance rapide

Cette séquence est confirmée par I'isolement et I'étude d'un mutant
a-céto-glutarate déshydrogénase négative.

DUNCAN et FRAENKEL (1979) ont montré également que les souches de
R. leguminosarum, R. trifolii et R. phaseoli posseédent I'a-céto-glutarate
semi-aldéhyde déshydrogénase et ne possédent pas la 2-céto-3-désoxy-L-arabonate
aldolase alors que c'est exactement l'inverse pour R. japonicum et R. cowpea.

L'étude du métabolisme de ['arabinose est donc importante dans la
différenciation des souches de Rhizobium a croissance rapide et des souches a

croissance lente.
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4.3.5. Catabolisme des acides dicarboxyliques

Le fumarate, le malate et le succinate sont d'excellentes sources de
carbone pour le développement des souches de Rhizobium 3 croissance rapide mais
sont peu ou pas utilisés par les souches de Rhizobium a croissance lente (GRAHAM,
1964).

Lorsqu'ils sont utilisés, ces acides sont métabolisés par le cycle de Krebs
(KEELE et coll., 1969 ; KEELE et coll., 1970 ; MULONGOY et ELKAN, 1977a ;
GARDIOL et coll.,, 1982 ; STOWERS et ELKAN, 1983 ; STOWERS et ELKAN,
1984b). L'étude de l'oxydation de ces acides a €té menée soit sur des cellules en
culture libre (KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; TUZIMURA et MEGURO, 1960),
soit sur des cellules isolées de nodules (TUZIMURA et MEGURO, 1960 ; STOVAL et
COLE, 1978 ; TRINCHANT et RIGAUD, 1979 ; TRINCHANT et coll.,, 1981).

L'utilisation du succinate est liée a la capacité de réduction de l'azote
chez les cellules libres (KURZ et LA RUE, 1975 ; PANKHURST, 1981) et chez les
bactéroides (PETERSON et LA RUE, 1981). L'isolement de mutants métaboliques
perturbés sur la dégradation du succinate induit en symbiose des nodules inefficients
alors que les révertants retrouvent les possibilités de fixation d'azote des
souches-meres. C'est le cas pour :

- un mutant de R. trifolii déficient en systemes de transport des acides dicar-
boxyliques (RONSON et coll., 1981) ;

- des mutants de R. leguminosarum incapables de transporter et d'oxyder le succi-
nate (GLENN et BREWIN, 1981) ;

- un mutant de R. meliloti succinate déshydrogénase (EC 1.3.9.9.1) négative
(GARDIOL et coll., 1982). Ce mutant, incapable de se développer sur succinate,
glutamate, acétate, pyruvate ou arabinose, se développe sur glucose, fructose,
saccharose et d'autres hydrates de carbone. En symbiose, il induit tardivement

la formation de nodules qui restent blancs et inefficients.
4.3.6. Catabolisme des composés en C3 et en C2

4.3.6.1. Catabolisme du-glycérol

Apres incorporation, le glycérol est phosphorylé par une glycérol-kinase (EC
2.7.1.30) en glycérol-phosphate. Celui-ci est déshydrogéné par une glycérol-phosphate
déshydrogénase (EC 1.1.1.8) en glycéraldéhyde-3-phosphate qui est métabolisé par la
voie classique en pyruvate (ARIAS et MARTINEZ-DRETS, 1976). Les deux enzymes

de la voie du glycérol sont induites par ce substrat.
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4.3.6.2. Catabolisme du pyruvate

Le pyruvate est oxydé par l'intermédiaire du cycle de Krebs chez R. meliloti
(HORNEZ, 1976 ; DUNCAN et FRAENKEL, 1979 ; GARDIOL et coll.,, 1982), chez
R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 1979a), chez R. japonicum (KEELE et coll.,
1969 3 KEELE et coll.,, 1970 ; MULONGOY et ELKAN, 1977a) et chez R. cowpea
(STOWERS et ELKAN, 1983 ; STOWERS et ELKAN, 1984b).

Il peut aussi étre carboxylé pour former de l'acide oxalo-acétique (DUNCAN et
FRAENKEL, 1979) ou é&tre réduit en lactate (TRINCHANT et RIGAUD, 1974).

4.3.6.3. Catabolisme du propionate

Le propionate, par l'intermédiaire du méthyl-malonyl-coenzyme A, est
transformé en succinate qui est métabolisé par le cycle de Krebs (DE HERTOGH et
MAYEUX, 1964).

4.3.6.4. Catabolisme de |'acétate

L'acétate est dégradé par le cycle de Krebs chez R. meliloti (DUNCAN et
FRAENKEL, 1979) et chez R. japonicum (KEELE et coll., 1969).

Le cycle du glyoxal est utilisé lors de la croissance sur acétate mais pas pour
le métabolisme du pyruvate (JOHNSON et coll.,, 1966) ou du L-arabinose chez
R. meliloti (DUNCAN et FRAENKEL, 1979). L'isocitrate lyase (EC 4.1.3.1.) et la
malate synthétase (EC 4.1.3.2) sont détectées sur les cellules cultivées sur oléate.
Mais l'isocitrate lyase n'est pas détectée sur les cellules cultivées sur D-mannitol,
sur succinate, sur glycérol ou sur L-glutamate (JOHNSON et coll., 1966).

4.3.6.5. Catabolisme de l'acétaldéhyde

Chez R. japonicum, !'acétaldéhyde est oxydé par une aldéhyde déshydrogénase
NAD" dépendante (EC 1.2.1.3) non spécifique et travaillant aussi avec le
propionaldéhyde, le butyraldéhyde, le benzaldéhyde et la semi-aldéhyde succinique
(PETERSON et LA RUE, [982).

4.3.7. Catabolisme des composés aromatiques

Nous avons vu que Rhizobium pouvait utiliser pour sa croissance toute
une série de composés aromatiques divers. Chez R. leguminosarum et chez R. tri-
folii, les enzymes participant a la dégradation de ces composés sont inductibles
(CHEN et coll., 1984).
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Le protocatechuate est oxydé par la voie du g-céto-adipate (HUSSIEN et
coll., 1974 3 MUTHUKUMAR et coll.,, 1982 3 CHEN et coll.,, 1984 ; PARKE et
ORNSTON, 1984) comme le benzoate, le catéchol, le parahydroxybenzoate, le
shikimate et le quinate (MUTHUKUMAR, 1982). |

5. - CONCLUSION

Le genre Rhizobium regroupe donc un ensemble de bactéries du sol capables
d'infecter spécifiquement les racines des Légumineuses. Ces souches établissent des
relations symbiotiques qui s'expriment par la réduction de ['azote atmosphérique et
son intégration dans des composés organiques alimentant le métabolisme général du
végétal et de la bactérie.

Si le fonctionnement et la régulation du complexe nitrogénasique permettant la
production d'ions ammonium sont maintenant bien élucidés, par contre l'origine de
I'énergie consommée dans ces conditions fait I'objet de nombreuses controverses. En
effet, les bactéroides concentrent encore correctement les acides dicarboxyliques
mais ils ont perdu la capacité d'accumuler les glucides. On sait pourtant que la
réduction de l'azote par voie symbiotique est directement liée a l'activité
photosynthétique de la plante. En effet, la défoliation, la décapitation ou la simple
mise a l'obscurité de plants de Soja conduit a l'arrét progressif de l'activité de la
nitrogénase (HARDY et coll.,, 1968 ; WONG et EVANS, 1971 ; GERSON et coll.,
1978). Pour de nombreuses especes végétales, les produits de la photosynthese sont
véhiculés dans la plante par le phloéme sous la forme de saccharose (ZIMMERMAN,
1960). Il en est de méme pour les Légumineuses alimentant leurs nodules (BURLEY,
1961 ; PATE, 1962 et 1975). On y retrouve comme composés carbonés majeurs le
saccharose, le glucose et le fructose (LAWRIE et WHEELER, 1975 ; ANTONIW et
SPRENT, 1978 ; DAVIS et NORDIN, 1983) mais aussi des acides organiques en
quantité importante mais moindre, tels que le malate et le succinate (STUMPF et
BURRIS, 1979 ; DE VRIES et coll.,, 1980 ; DAVIS et NORDIN, 1983 ; REIBACH et
STREETER, 1983).

On remarque qu'encore peu de connaissances précises sont acquises sur les
possibilités métaboliques des bactéroides. Ceci est certainement d(, au vu des
modifications pariétales importantes les fragilisant, a la difficulté de les isoler tout
en maintenant leur intégrité. De plus, leur fonctionnement in vivo a lieu dans des

conditions de pression partielle en oxygene, contrdlée par la leghémoglobine. Il est
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donc nécessaire de respecter ces conditions durant toutes les phases d'isolement et
d'expérimentations si l'on veut maintenir la totalité de leurs capacités
enzymatiques.

Chez les cellules libres de Rhizobium, par contre, de nombreux travaux ont été
effectués sur l'utilisation des glucides et de leurs dérivés ainsi que sur celle des
acides organiques. Toutefois, de nombreuses questions restent encore posées : par
exemple le rdle de la 6-phospho-gluconate a NAD' dont les produits de la réaction
sont encore controversés, ou encore le réle de la glycolyse qui est trés discret chez
les cellules libres mais qui est corrélé 3 I'augmentation de l'activité fixatrice
d'azote chez R. japonicum (MULONGOY et ELKAN, 1977a).

L'utilisation de mutants a montré que la capacité de transporter les acides
dicarboxyliques en C, est déterminante pour le fonctionnement de la réduction de
I'azote par les bactéroides (RONSON et coll., 1981 ; FINAN et coll.,, 1983 ; ARWAS
et coll.,, 1985 ; ARWAS et coll.,, 1986) mais leur croissance et leur maturation en
sont indépendantes et peuvent se faire aux dépens d'autres composés.

A peu d'exceptions pres (DUNCAN, 1981), les mutants déficients, dans
I'utilisation des glucides, donnent des nodules eificients (RONSON et PRIMROSE,
1979b ;3 GLENN et coll,, 1984 ; DILWORTH et coll.,, 1986). Le couplage de
I'approche génétique et de la biochimie métabolique, appliqué depuis quelques
années. & Rhizobium, doit permettre de préciser les séquences métaboliques
spécifiques impliquées dans les différentes étapes de l'installation de la symbiose et

dans la fourniture d'énergie pour la production d'azote réduit.

De I'ensemble de cette étude bibliographique, il ressort le rdle important des
glucides et de leurs dérivés ainsi que celui des acides dicarboxyliques dans
I'établissement de la relation symbiotique entre Rhizobium et les Légumineuses.
Aussi avons-nous choisi cette espece pour !'étude de la dégradation du glucose et du
fructose. Nous abordons également la régulation du catabolisme de ces oses simples
par le succinate de sodium.

Les connaissances actuelles de I'utilisation de ces substrats par les bactéroides
sont encore aujourd'hui tres partielles. Ceci est certainement di a la difficulté
d'obtention du matériel biologique. Les auteurs travaillent surtout a préciser le

fonctionnement métabolique des cellules libres.

Les travaux sont réalisés le plus souvent sur R. leguminosarum, R. japonicum et
plus récemment sur R. cowpea. Peu de choses sont connues pour R. meliloti. Or ce

groupe d'inoculation :
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- rassemble les souches infectant la luzerne, Légumineuse dont l'intérét écono-
mique est important pour nos pays européens ;
- appartient a l'ensemble des espéces de Rhizobium a croissance rapide dont nous

possédons de nombreuses souches au laboratoire.

Nous avons donc choisi d'étudier la dégradation des substrats carbonés par cette
espece, R. meliloti, en particulier le glucose et le fructose. En effet, outre que ces
deux oses sont en quantité trés importante dans les nodules des plantes infectées, ils
représentent de plus un modéle tout a fait spécial a I'origine de la mise en évidence
d'une particularité métabolique de l'espece en culture libre, permettant encore

hypothétiquement de mieux comprendre son fonctionnement en symbiose.
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1. - LES SOUCHES BACTERIENNES

l‘l- or.gi.r\e

Nous avons utilisé soit des souches de la collection du Laboratoire, soit des

souches fournies par des Centres de collection ou des Laboratoires extérieurs.
1.1.1. Souches du Laboratoire

Ces souches sont isolées a partir des nodules de racines de Légumineuses
de différentes especes.
Les nodules sont sectionnés des racines qui les portent et nettoyés a
I'eau. Ils sont ensuite désinfectés par immersion durant 5 mn dans une solution de
chlorure mercurique a 2,5 %, additionnée de Teepol a 0,5 %. A partir de ce
moment, les manipulations se font en conditions stériles : verrerie et matériel. Les
nodules sont rincés 10 fois de suite par de l'eau distillée stérile afin d'étre certain
d'avoir éliminé toute trace de désinfectant. Ils sont ensuite placés dans 2 ml d'une
solution de saccharose a 20 % et broyés par l'extrémité d'un agitateur de verre. La
suspension obtenue est isolée a 1'8se sur un milieu de croissance trés riche et bien
adapté au développement des Rhizobia : le milieu de Wright (WRIGHT, 1926). Les
clones obtenus aprés 4 a 6 jours d'incubation sont réisolés, repiqués et contrblés par
leur nodulation in vitro de Légumineuses aseptiques.
Les souches sont conservées soit :
- par repiquages réguliers sur tube incliné de milieu RC gélosé plus fructose a
1 % et maintenus au réfrigérateur ;
- par lyophilisation sur lait cystéiné de suspensions cellulaires denses en ampoules
et scellées sous vide ;
- par congélation & - 18°C, apres addition de glycérol stérile a raison de 20 %, de
cultures cellulaires sur milieu TY.
Toutes ces souches sont identifiées par la premiere lettre de leur nom
d'espece suivie du numéro d'ordre de leur isolement. Leur origine est définie par

I'abréviation UST LILLE | (Université des Sciences et Techniques de Lille).
1.1.2. Souches extérieures au Laboratoire

Nous avons conservé leur identification d'origine donnée soit par les

Laboratoires extérieurs, soit par les Centres de collection.
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Les différentes abréviations utilisées sont les suivantes :
- CIAT : Centre International d'Agriculture Tropicale de Marseille.
- CSIRO : Common wealth Scientific and Industrial Research Organisation,
Camberra, Australie.
- RIO : Research Institute Ontario, Canada.
- RCR : Rothamsted Collection of Rhizobium, Harpenden, Herbfordshire,
Angleterre.
- UWA : University of Western Australia, Nedlands, Australie.
Toutes ces souches sont également contrblées par leur nodulation in vitro

de Légumineuses aseptiques.

1.2. Les souches des différents groupes d'inoculation

1.2.1. Souches de R. meliloti

Souche Origine

2011 D J. DENARIE (Versailles)

A 145 Hollande (Kampen)

Tu 20 Tunisie

4y F. PICHINOTY CIAT
Su 47 CSIRO

A 16l Hollande (Kampen)

Fm 1| France (Dijon)

M>5S UST Lille I

M11S UST Lille I

MI13S UST Lille I

MI14S UST Lille 1

21 F. PICHINOTY CIAT
12 RIO (Canada)

M 1-5 Belgique (Gembloux)
2001 F. PICHINOTY RCR
2003 F. PICHINOTY RCR
2004 F. PICHINOTY RCR

Wu 498  UWA
Wu 499  UWA
Ar 16 Tunisie
2011 S, RCR
2011 & RCR

Ve 26 M. OBATON (Dijon)
M3S UST Lille I
M5N1 UST Lille I
M17S UST Lille I
M20S UST Lille I

HDI UST LILLE 1
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1.2.2. Souches de R. leguminosarum

102.3.

1.2.4. Souches de R. phaseoli

Souches de

Nom de la

souche Origine
L2S UST Lille 1
L3S UST Lille 1
L4S UST Lille I
L21S UST Lille I
R. trifolii
Nom de la

souche Origine
T5S UST Lille I
T75 UST Lille 1
T275 UST Lille 1
T35S UST Lille 1
Nom de la

souche Origine
P25 UST Lille I
P7s UST Lille 1
P11S UST Lille 1
P12S UST Lille I
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1.3. Contrdle de l'infectivité des souches de Rhizobium : le test de nodulation

1.3.1. Principe

Le seul critére que nous possédons actuellement pour vérifier
'appartenance au genre Rhizobium d'une souche sauvage isolée est la nodulation in
vitro d'une Légumineuse appartenant a son groupe d'inoculation.

Les graines sont d'abord désinfectées, mises a germer stérilement sur
milieu solide puis placées en culture hydroponique aseptique. Les plantules sont
contaminées par une suspension cellulaire de la souche a tester. L'apparition de
nodules sur les racines témoigne de l'appartenance de la bactérie au genre
Rhizobium.

Ce test n'est valable que pour les souches sauvages. En effet, certains
mutants ont perdu leur possibilité infectieuse et sont dits Nod . Pour eux, leur
appartenance au genre Rhizobium ne peut se faire que par la mise en évidence de

marqueurs génétiques et leur comparaison avec ceux de la souche sauvage d'origine.
1.3.2. Réalisation du test

1.3.2.1. Prégermination aseptique des graines de Légumineuses

Les graines sont d'abord désinfectées par immersion 5 mn dans une solution de
chlorure mercurique a 2,5 % additionnée de 0,5 % de Teepol, celui-ci facilitant le
mouillage des particules. Rincées une dizaine de fois a l'eau distillée, elles sont
ensuite placées stérilement sur un milieu de culture bactérien permettant de
contrdler pendant la prégermination en incubation a 30°C l'absence de
contaminations résiduelles.

Les graines germées sont récupérées aprés 3 ou 4 jours d'incubation. Les petites
graines (Luzerne, Trefle) sont traitées ensuite tel quel, les grosses graines (Pois,
Haricot) subissent I'ablation des cotylédons préconisée par BONNIER et BROUWERS
(1959) de fagon a développer par la suite des mini-plantules a partie aérienne

réduite capables de noduler dans des tubes en verre de 30 x 200.

1.3.2.2. Culture hydroponique  aseptique-des Légumineuses

Les petites graines prégermées sont placées stérilement dans des tubes de
20 x 200 cotonnés, soit sur un support de papier a chromatographie dument plié, soit
sur du coton hydrophile maintenu en place par des ergots. Il en est de méme pour

les grosses graines dans des tubes de 30 x 200 (fig. 4).
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Milieu de NICOL et THORNTON (1941)
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Figure 4 - Mise en place de plantules de Légumineuses en culture aseptique.
Le milieu nutritif minéral utilisé est le milieu de NICOL et THORNTON (1941)
sans nitrate de sodium. Les plantules sont placées en serre a 20°C et a 80 %

d'humidité. La phase diurne est de 1% h.

1.3.2.3. Inoculation des plantules

Des l'apparition des racines secondaires (aprés une semaine en moyenne de
croissance), les plantules sont contaminées par l'addition au milieu nutritif d'une

. ipr . . b3 ;.
suspension dans le tampon de non prolifération d'environ 10~ cellules bacteriennes
lavées.

En cas de test positif, les nodules apparaissent apres 3 ou 4 semaines.

2. - LES MILIEUX

2.1. Les milieux de culture bactériens

Lorsqu'ils doivent étre utilisés solides, ces milieux sont gélifiés par addition de
15 g par litre d'agar.

2.1.1. Le milieu de Wright (WRIGHT, 1926)
K GHPO | ceneniensscimscnssensesenmssessissasssisssssssssssnes 0,5 g

MgSO,, 7H20 cerusecsecrenccsensene cnecnccersnasesses 0,2 g
NaCl ceerececenene seecsons ceseccnanscacassssnsene cesnseconcacase 0,2 g
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O ........ S BQCBRNROIEINIERDIINONBERSD sessnscsen O’l g

CaSOu, 7H2

Ca CO3 ..... cestsevscarrececsosernsrasese cresecesevenasenencss 0,1 g

Eau de leVUre .ccccccscssesescarescscesnonccacscesnanrsonaene 100 ml
Mannitol .eeeccesnnnnnans cevesesroasnen sesesnccnce seessesesene 10 g

E.D. QSP eeeeceenrecennans seserassersatcssnncnsrnsenns l litre

pH 7,22 7,5

Stérilisation 120°C, 20 min

L'extrait de levure fraiche (eau de levure) est obtenu par autoclavage a
120°C pendant 20 mn de 100 g de levure fralche de boulangerie dans 1 litre d'eau
distillée. La suspension autoclavée est filtrée a chaud sur un papier filtre jusqu'a
colmatage de ce dernier. Le filtrat obtenu est jaune limpide et est conservé ala
température du Laboratoire apres avoir été réautoclavé a 120°C pendant 20 mn
(communication personnelle de J. BRAKEL a B. COURTOIS).

2.1.2. Le milieu TY (BERINGER, 1974%)

CaClz, ZHZO .............. sessasersesacsessssaseresensense 0,88 g
Tryptone DifCO «ecececerrenaeas creseesecesescsasaseecncass 5,0 g
Extrait de levure ....... cesvsnssnes cereerececesencacene 3,0 g
E.D. QSP evecrecennenen tesssestessrressnssancnns I litre

oH 7,2 3 7,5
Stérilisation 120°C, 20 min

2.1.3. Le milieu RC (LAIRD, 1932 modifié par DELATTRE, 1971)

MgSOu, 7H20 ..................... cvvevesseseseees veenanses 0,2 g
Kszoq ...... creeteecnaves costersens ceesenes ceeecenncensaans 1,0 g
Extrait de levures ..cecceceeceececeececnene cvenesesccecens 1,0 g
E.D. QSP eceeccerencnccnncnnn N 1 litre

oH 7,2 3 7,5

Stérilisation 120°C, 20 min

Ce milieu doit étre complété extemporanément par une source de
carbone a raison, en général, de 10 g/l. S'il s'agit d'un hydrate de carbone, la

stérilisation se fait en solution concentrée (20 %) a 105°C durant 20 mn.
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2.1.4. Le milieu RHB1 (DELATTRE, 1971)

KZHPOQ ............... ceereses soverses 1,0 g
MgSOa, 7H20 ...... eveesereavescone seorencscsrsaves conevess 0,2 g
NH4N03 cireseeses ceesstetsncensrnsrnnsnne 1,0 g
E.D: QSP terecesneeresernsescsesserssssssssescssssasssssssee 1 litre

pH 7,2 3 7,5

Stérilisation 120°C, 20 mn

La biotine (vitamine H) et la thiamine (vitamine B,) sont stérilisées par
filtration sur membrane de porosité 0,22 p. Elles sont ajoutées au milieu a raison
respectivement de 10 pg/l et 500 pg/l.

Ce milieu doit également é&tre complété d'une source de carbone dans les

mémes conditions que le milieu RC.

2.2. Le milieu de non prolifération bactérienne (MNP)

Il est constitué d'un tampon dit de non prolifération (TNP).

MgSOu, 7H20 - S . 0,2 g
KZHPOu ...................................................... 1,0 g
E.D. QSP eirceiririncrnceeeraenneenes eereresensrereane I litre
pH 7

Stérilisation 120°C, 20 mn
auque! on ajoute une source de carbone dans les mémes conditions que pour les

milieux RC et RHBI.

2.3. Le milieu de culture des Légumineuses

I s'agit du milieu de NICOL et THORNTON (1941).

KOHPO, weceiinicerineiniiiianianiainacienninnnee eveenen 0,5 g
MESOys 7H,O cvvcrnnsunsnnsansassnsscasenas vecercecnsene 0,2 g
A\ =1 O s cessnsesersacsasararsrancnans 0,1 g
FePO, coveersnncncnsnrisinsncscnanene creseecresencanes 1,0 g
CaB(F’O[*)2 ............ tevenesnnacasenes cavecene creveesaceces 2,0 g
FeCl,, 6H20 consescsnsssassasersaress cresscensesncans veeone 0,01 g
NaNO3 covvesresnnseesarssccsanencs eeerevesessesessesreveases 0,5 g
E.D. QSP ceeercrncencnnnnns crecrsinesresrestravarsansrenssress I litre
pH 6,8 - 7,2

Stérilisation 105°C, 30 mn
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3. - LA MUTAGENESE ET L'ISOLEMENT DE MUTANTS METABOLIQUES

La souche sauvage est cultivée sur milieu TY liquide, a 30°C et en agitation
jusqu'a la fin de la phase exponentielle de croissance : on obtient une population de
I'ordre de 109 cellules par ml.

Les bactéries sont récupérées par centrifugation a 8 000 g durant 10 mn. Le
culot est lavé deux fois par un tampon Tris (hydroxyméthyl) aminométhane (Tris
maléate 50 mM, pH 6,1). Resuspendues dans ce méme tampon, les bactéries sont
traitées par la N-méthyl-N'-nitro-nitrosoguanidine a raison de 200 pg/ml a 30°C
durant 20 mn.

Les cellules ainsi traitées sont lavées deux fois dans le TNP et mises a nouveau
en culture sur TY liquide. Une nouvelle culture est réalisée sur milieu RHB1 plus
fructose a 10 g/l. On ajoute la pénicilline G (2 000 p/ml) au début de la phase
exponentielle de croissance.

Apres 24 h d'incubation a 30°C, les survivants (I %) sont lavés, réisolés et
déposés en spots sur milieu TY solide. Les mutants, dans cet exemple, fructose

négatif sont identifiés par répliques sur milieu RHB, solide plus fructose.

1

4. - LES CONDITIONS DE CULTURE

4.1. Cultures en chambre chaude

Toutes les cultures en petit volume sont réalisées soit en tubes (10 ml), en
erlens (300 ml) ou en fioles a toxines (I 000 ml), placés en chambre thermorégulée a
30°C durant des temps variables :

- soit sur plateau d'agitation alternative (120 aller-retours/mn) ;
- soit sur table d'agitation rotative ayant un excentrique de 20 mm et tournant a
105 tours/mn.
Le suivi du développement microbien s'effectue par mesure a 620 nm de la

densité optique (DO) des suspensions cellulaires.
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4.2. Cultures en biophotometre

4.2.1. Principe

Nous avons utilis€é un biophotometre prototype congu et construit par
MARAIS et coll. (1981). L'appareil permet de suivre l'évolution de la croissance
bactérienne dans 15 tubes a la fois, placés en conditions de température et
d'agitation contrdlée. L'intervalle des temps de mesure est programmable et

I'ensemble des données est rapporté par une imprimante annexée.
' 4.2.2. Préparation de I'inoculum

L'inoculum est réalisé a partir d'une préculture effectuée sur milieu
RHB, additionné de glucose a 10 g/l et incubé a 30°C durant 36 h. Les cellules sont
récupérées aprés centrifugation (8 000 g, 20 mn), lavées dans du TNP, centrifugées
a nouveau et reprises dans du TNP afin d'obtenir une suspension cellulaire de DO
(mesurée a 620 nm) égale 2 1 (environ 1,2 x 107 cellules/ml).

Les différents milieux sont inoculés avec | % de leur volume de cette

suspension cellulaire.
4.2.3. Cultures et suivi

Les cultures sont réalisées dans des tubes de I8 x 200 fermés par un
bouchon plastique non hermétique et contenant au maximum 10 ml de milieu.

La température d'incubation est réglée a 30°C et l'agitation de type
Vortex a 500 rpm.

Le suivi de la croissance microbienne est réalisé par mesure de la densité

optique de chacun des tubes a 600 nm. La fréquence choisie est de 15 mn.

4.3. Cultures en fermenteurs

L'utilisation de bioréacteurs a été réalisée a trois occasions :
- lors de I'étude du réle de la pression partielle en oxygéne dans les milieux pour
le fonctionnement de la voie du 2 céto-gluconique chez R. meliloti. Pour cela
nous avons réalisé des incubations microbiennes en conditions variables de

transfert en oxygeéne (KLa) ;
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- lors de la préparation de cellules bactériennes pour les études des phénomenes
de transport, essentiellement pour le glucose. En effet, lors de travaux précé-
dents (THEODOROPOULOS, 1982), on a constaté que des cellules, issues des
cultures en fiole sur milieu RHE'»1 glucosé, accumulent faiblement le glucose.
Dans ces conditions de culture, les cellules sont dans un état physiologique
mauvaix di a l'acidification du milieu.

En effet, lorsqu'on cultive notre souche sur RHB, glucosé en fermenteur avec

!
régulation du pH, on obtient des cellules qui accumulent le glucose tres rapide-
ment et en quantités importantes.

Pour cette raison, mais également afin de pouvoir contrdler certains parametres
de la culture, on a realisé des croissances bactériennes en fermenteur, a pH
régulé ;

- lors de la mise en évidence de croissances diauxiques de R. meliloti sur un
mélange de substrats carbonés par le suivi de la concentration en oxygene des
milieux lors d'un transfert de gaz constant. Cette technique permet, sans préle-
vements donc sans risque de contamination, de suivre la cinétique de croissance

du microorganisme.
4.3.1. Description du matériel

Nous avons choisi d'utiliser le fermenteur de plus petit volume disponible
au Laboratoire : il s'agit d'un bioréacteur de 5 | au total, de 3 | utiles, congu et
réalisé par Setric Génie Industriel (fig. 5).

Cette unité de fermentation est équipée d'unités :

- de mesure et de régulation de la température,
- d'agitation variable,

- de mesure et de régulation du pH,

- de mesure de l'oxygene dissous,

- de détection et de régulation de mousses.
4.3.2. Pratique d'une fermentation

4.3.2.1. Préparation du matériel

Toutes les piéces du réacteur sont rigoureusement nettoyées au détergent et a
'eau et remontées rigoureusement en veillant a 1'état et a la position des différents
joints.

Le réacteur est chargé de 3 | de milieu RHB, et l'ensemble est autoclavé a

1
120°C durant 45 mn. La source de carbone, dont la nature et la concentration varie
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Figure 5 - Vue éclatée de la conception d'un bioréacteur Setric Génie Industriel.
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selon les manipulations, est stérilisée séparément et additionnée stérilement au

milieu avant son inoculation.

4.3.2.2. Réalisation de la préculture

Dans un premier temps, des tubes contenant 10 ml du milieu riche RC,
additionné de fructose a 10 g/l sont inoculés avec une colonie isolée sur boite. On
réalise alors une culture pendant une nuit a 30°C en agitation alternative.

Dans un deuxieme temps, les fioles de préculture contenant 300 ml de RHB 1
additionné du substrat a 10 g/l sont inoculés par ces tubes a raison de 10 % de leur
volume. La croissance est alors réalisée sur table d'agitation rotative a 30°C durant
24 h,

4.3.2.3. Ensemencement du fermenteur

L'ensemencement varie selon l'utilisation du fermenteur.

En effet, lors de la production massive des cellules, les milieux sont inoculés
avec 10 % de leur volume de la préculture.

Par contre, lorsqu'on suit des croissances diauxiques, il faut éliminer l'excédent
du substrat de la préculture car celui-ci est ajouté a concentration limitante et sa
consommation est mesurée durant ce type de croissance. Pour cela, les cellules sont
récupérées apres centrifugation et reprises dans un petit volume de RHB,. La

suspension obtenue sert d'inoculum au réacteur.

4.3.2.4. Conditions de culture

Les conditions de culture sont variables en fonction des trois occasions
d'utilisation des bioréacteurs que nous avons eues :
- lors de la préparation de cellules bactériennes pour les études de phénomenes

de transport, le milieu RHB, est additionné de gluéose a raison de 10 g/l. La

croissance est réalisée a 30°1C durant 16 h. Le pH est régulé entre 6,8 et 7,2
durant toute la durée de la fermentation. Le KLa est constant et égal a 60 h! ;
- lors de I'étude de croissances diauxiques, le milieu RHB1 est additionné de
chacun des substrats a raison de | g/l. La croissance est réalisée durant 20 h
a 30°C. Le pH n'est pas régulé. Le KLa est constant et égal a 35 ht ;
- lors de I'étude du rdle de l'oxygene sur le fonctionnement de la voie du 2 céto-
gluconique, les travaux sont réalisés en deux phases : une phase de production de
cellules en masse suivie d'une phase de mise en non prolifération de ces cellules

dans des conditions différentes d'oxygénation.
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La préparation des cellules en masse se fait sur milieu TY additionné de
glucose a raison de 10 g/l. La fermentation dure 20 h a pH non régulé et a 30°C. Le
KLa est constant et égal a 60 h™!. En fin de croissance, les cellules sont récupérées
par centrifugation sur rotor d'essorage continu, lavées par le TNP et stockées a +
4°C a forte densité (DO = 10) dans ce méme tampon.

La mise en non prolifération en réacteur par dilution de cette suspension-mere
dans le TNP additionné de glucose a raison de 10 g/l est réalisée de fagon a obtenir
une DO = 1,0. L'incubation se fait a 30°C sous des transferts en oxygene variables
(KLa = 15 ou 22 ou 30 ou 37,5 ou 45 ou 60 h-l). Le pH n'est pas régulé, il y a donc
acidification. La manipulation est arrétée lorsque les valeurs de pH atteintes ne
sont plus compatibles avec l'activité biologique, soit apres 40 a 80 h de

fonctionnement.
4.3.3. Détermination du coefficient de transfert en oxygene : le KLa

Lors de leur activité métabolique, les microorganismes ne sont capables
de consommer l'oxygene que lorsque celui-ci se trouve dissous dans la phase aqueuse
des milieux d'incubation. La faible solubilité dans I'eau de ce gaz (0,234 mM a
saturation a 20°C) fait qu'il est nécessaire de le renouveler régulierement au fur et
a mesure de sa consommation. En effet, en deca d'une concentration critique, il
devient facteur limitant et agissant comme substrat, il obéit a la loi établie par
MONOD (1942) liant le taux de croissance u a la concentration le concernant selon

la relation :

[0,]
H = U max
Koy + [0,]
U max = taux de croissance maximum
[02] = concentration en 02 dissous
KOZ = concentration en 02 dissous pour laquelle la valeur de n observée est

égale a la moitié de la valeur de ypmax.

Pour éviter que l'oxygene soit facteur limitant, il est nécessaire de le
transférer a la masse liquide a une vitesse telle que sa concentration soit supérieure
a sa concentration critique, variable selon le microorganisme et ses conditions de

développement.
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La capacité d'un fermenteur d'assurer ce transfert est évaluée par le
coefficient de transfert en oxygene KLa. Ce coefficient dépend en particulier de la
géométrie du réacteur et de son mode d'agitation et d'aération. Il est le produit de
KL’ coefficient global du transfert de masse par rapport au film liquide qui
s'exprime en cm/h et de a, la surface spécifique d'échange gaz-liquide qui s'exprime

., ‘1
en cm?/cm? : son unité est donc I'heure .

4.3.3.1. Théorie et principe de mesure

La réoxygénation des milieux en fermentation est assurée par l'injection d'air
au travers de diffuseurs poreux. Le transfert de l'oxygene de la bulle gazeuse vers
les sites de son utilisation dans les cellules comporte plusieurs étapes décrites par
TSAO et KEMPE (1960) (fig. 6).

Etape1
Etape2 Etape5
\‘ ' Cellule
Etape3
)
Etape4
ilm liquide

Film gazeux

Figure 6 - Les différentes étapes du transfert d'oxygene en fermentation (d'apres
TSAO et KEMPE, 1960)

Ce transfert unidirectionnel s'effectue au travers de plusieurs films, chacun
d'eux exergant sur lui une certaine résistance. On considere que l'interface
gaz-liquide, cdté bulle est doublée d'un film gazeux (étape 1) et du coété liquide d'un
film liquide (étape 2), ce dernier exergant une grande influence sur le transfert.
L'oxygene dissous diffuse alors vers les cellules (étape 3) au contact desquelles se
trouvent un nouveau film liquide (étape 4). L'oxygene doit enfin pénétrer dans la
cellule bactérienne.

Plusieurs théories permettent d'établir I'équation de transfert (théorie des films
laminaires, théorie de la diffusion continue) mais elles conduisent toutes finalement

a la méme expression de I'équation de transfert :
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dCL
= KLa (C* - CL)
dt
dCL
. = vitesse de transfert de l'oxygene (mmoles O,/1 x h)
dt
KL = le coefficient global de tranfert de masse par rapport au film liquide
(cm/h). It est egal au rapport du coefficient de diffusion de l'oxygene
dans l'eau et de I'épaisseur du film au travers duquel s'effectue le
transfert
a = la surface spécifique d'échange (cm?/cm?)
C* = la concentration en oxygene dissous (mmoles O,/l) en équilibre avec

p, la pression partielle en oxygene dans la phase ‘gazeuse

De cette équation, on peut déduire que la vitesse de transfert de l'oxygene est
maximale quand CL = 0.

4.3.3.2. Détermination par méthode chimique

Nous avons appliqué cette méthode pour la mesure des KLa en milieu placé sur
table d'agitation et pour les réacteurs faiblement agités et aérés.

Cette méthode a été proposée par COOPER (1944).

L'évaluation de la capacité de transfert du dispositif est ramenée a celle de la
vitesse d'oxydation d'une solution de sulfite de sodium en sulfate, placée dans le
bioréacteur et soumise aux conditions d'aération - agitation dans lesquelles ont veut
évaluer le KLa.

La réaction d'oxydo-réduction est la suivante :

— - + -
503 +H20-'504 + 2H + 2e

0, + HO + 2e . 2OH

L
272 2

Cette réaction a lieu en présence d'ions Cu™ comme catalyseur. On peut
mettre en oeuvre une solution 0,25 M de sulfite de sodium.

Cette réaction chimique est trés rapide, sa vitesse n'étant limitée que par la
vitesse de dissolution de l'oxygene. La vitesse de disparition du sulfite par oxydation
permet d'évaluer le KLa. A différents intervalles de temps, on préleve un
échantillon de solution en cours d'oxygénation. On dose le sulfite qui n'a pas été
oxydé par iodométrie, a l'aide d'iode en exces :

- - - +

+nIz+H20->SOa + 21 + 2 H +(n-l)12
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On dose en retour l'iode en exces par la réaction globale :

+ 2e - 21

Tant que la solution étudiée renferme du sulfite, la concentration C. est nulle.

L'évolution de la concentration en sulfite en fonction du temps est une I;!roi'ce dont
la pente est égale a KLa. C*, dont on déduit le KLa.

Cette méthode est relativement facile a mettre en oeuvre et présente le grand
avantage d'étre peu colteuse. Certaines manipulations, telles que les transports
d'échantillons doivent é&tre faits a l'abri de l'air pour éviter les réactions parasites.

Toutefois, une solution de sulfite ne réagit pas du tout comme un milieu de
culture, ni a fortiori comme la culture microbienne elle-méme. Enfin, cette
méthode ne convient pas a I'évaluation du KLa de petits bioréacteurs dont les
capacités de transferts sont importantes. Elle comporte alors une grande

imprécision.

4.3.3.3. Détermination par méthode physique

Nous avons appliqué cette méthode pour la mesure des KLa dans les
bioréacteurs grace a l'utilisation d'une sonde polarographique stérilisable immergée
dans le fermenteur. Le signal électrique fourni permet d'enregistrer, en continu, la
concentration en oxygene dissous, ou plus exactement la tension en oxygene.

A l'aide de ces sondes, on peut conduire des mesures de KLa selon trois types
de méthodes :

- la méthode statique, conduite dans le milieu de culture, en absence de micro-
organismes (CORRIEU, 1975) ;

- la méthode dynamique, conduite dans le milieu de culture inoculé, lors du
déroulement de la fermentation (TAGUCHI et HUMPHREY, 1966) ;

- la méthode du bilan gazeux. Cette méthode nécessite un appareillage colteux
et difficile a manipuler. Son intérét est de se préter a la détermination en ligne
du KLa et au suivi de son évolution possible au cours de la culture, du fait de la
modification des propriétés rhéologiques du milieu (lors de la synthese des exo-
polysaccharides par Rhizobium par exemple) ou de la modification des interfaces
gaz-liquide par différents métabolites sécrétés au cours du déroulement de la

culture.
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Cette méthode suppose de mesurer les débits de gaz entrant et sortant, de déter-
miner les teneurs en oxygene de ces gaz et enfin, par sonde, de déterminer
CL
et permette de calculer le KLa. L'utilisation de debitmetres tres precis est

de fagon a ce qu'elle ne devienne pas inférieure a la concentration critique

obligatoire (débitmetres massiques) ainsi que celle d'analyseur de gaz, par

résonnance magnétique nuciéaire par exemple.

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus a ceux de la méthode de
COOQOPER et coll. (1944), nous avons choisi d'appliquer la méthode statique de
CORRIEU (1975). .

Cette méthode est donc conduite dans le milieu de culture en I'absence des
cellules. Elle permet de déterminer la valeur du KLa dans les conditions ou se
déroulera la fermentation.

Apres avoir saturé le milieu de culture en oxygene dissous, on arréte l'aération
et on injecte de l'azote dans la solution. La concentration en oxygene dissous
diminue et tend vers 0. On reprend alors l'injection d'air dans les conditions de

débit a tester. La concentration C, augmente et la fagon dont elle augmente

L
dépend de la capacité de transfert du dispositif, dans les conditions (aération -

agitation) d'expérience (fig. 7).

Cp A
Arrét de |'aération
Injection d'azote
C® e = = = e e m m e ea———m.——— -
Reprise de I"aération
0

Figure 7 - Cinétique de resaturation de !'oxygene dissous dans un réacteur.
q yg

On déduit le KLa de la courbe de variation de CL en fonction du temps de deux

fagons. Tout d'abord, on peut tracer la courbe des variations de

dCL

__~ =flcr-C)
dt |
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La pente de la droite obtenue est égale a KLa.

On peut également procéder par intégration de I'équation de transfert

dCL
= KLa (C* - CL)

dt

On déduit :

dC

Lo KLa . dt
C* - CL
Au temps t = 0, c'est-a-dire quand on reprend ['aération, C, =0 d'ou

. C-)(- B

log -c-:—*——_—éz = KLa (t - to)
On porte donc, a partir de la courbe C, = f(t), les variations de log

¥*
é—*-9-_—-—-&—— en fonction du temps. La droite obtenue a pour pente KLa.

L

5. - METHODES UTILISEES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

Les nodules des plantules inoculées sont sectionnés et traités selon la méthode
de FINAN et coll. (1983) que nous avons modifiée partiellement.

Lavés par un tampon phosphate 0,025 M, pH 6,8, durant 2 h, les nodules sont
incubés une nuit a + 4°C dans une solution de glutaraldéhyde a 2,5 % dans ce méme
tampon.

Lavés a nouveau 4 h 3 + 4°C dans le tampon phosphate, ils sont fixés selon le
principe de RYTER et KELLENBERGER (1958) :

- immersion dans une solution d'acide osmique a | % dans le tampon phosphate,
2ha+ 4°C;
- lavage en tampon phosphate une nuit a + 4°C ;
- immersion dans une solution d'acétate d'uranyl a 2 % dans l'eau distillée, 2 h a
+ 4°C 3
- lavage a l'eau distillée, 2 h a + 4°C ;
- déshydratation a + 4°C par . 1'éthanol a 50 %, 2 fois 15 mn,
I'éthanol a 75 %, 2 fois 15 mn,
. 1'éthanol a 95 %, 2 fois 15 mn,
. 1'éthanol absolu, 2 fois 15 mn,
I'oxyde de propyléne, 3 fois 20 mn ;
- préinclusion dans un mélange oxyde de propyléne et résine a 50/50, une nuit ou
plus jusqu'a évaporation ;

- inclusion en résine araldite 4 h suivie d'une polymérisation a 60°C durant 3 jours.
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Les blocs sont coupés par un couteau de diamant monté sur "Porter Blum". Les
coupes, montées sur grille, sont colorées soit par le citrate de plomb (REYNOLDS,

1963), soit par I'acide périodique plus le protéinate d'argent (THIERY, 1967).

L'observation est faite au microscope électronique HITACHI HU12, 75 kv.

6. - METHODES RESPIROMETRIQUES

6.1. Principes généraux

La mesure des échanges gazeux respiratoires est effectuée par l'emploi du
respirometre de Warburg. Il comprend un bain-marie thermostaté dans lequel on
place I'échantillon soumis a I'étude. Cet échantillon est contenu dans une fiole a
deux anses latérales, reliée a un manometre. Fiole et manometre constituent une
unité solidaire fixée sur un batis mobile dont le mouvement commandé provoque une
agitation continue de I'échantillon.

Les principes généraux sont ceux énoncés par UMBREIT et coll. (1959).

L'étude de la respiration sur différents hydrates de carbone nous oblige a
mesurer a la fois la quantité d'oxygéne consommée mais aussi la quantité de
dioxyde de carbone dégagée. E%Oeffet, la comparaison des valeurs des quotients

respiratoires ainsi déterminée et des valeurs théoriques peut nous permettre

Q0q
de préciser si la dégradation oxydative du substrat carboné en dioxyde de carbone et

en eau est complete.

6.2. Conditions expérimentales

Rhizobium meliloti est cultivé durant 16 h a 30°C en agitation rotative sur
milieu RC additionné de glucose a raison de 10 g/l. Les cellules sont récupérées par
centrifugation, lavées deux fois par le TNP et remises en suspension dans ce méme
tampon de fagon a obtenir une densité optique a 620 nm égale a 9.

Une manipulation type comprend 5 ensembles fioles + manometres. Les réactifs
sont répartis dans les fioles comme suit (tab. 5).

La manipulation se fait a 30°C sous agitation douce. Le temps zéro est compté
a partir du moment ou on ajoute le substrat a la suspension cellulaire, apres

stabilisation des ensembles durant 30 mn. Les mesures sont faites toutes les 20 mn.




Ensemble Compartiment

Puits central

Anse

Anse

fiole + manometre principal latérale 1 latérale 2
1 3,0 ml TNP - - -
2 2,5 ml susp. cell. 0,5 ml KOH 20 % 0,5 ml TNP -
3 2,5 ml susp. cell. - 0,5 ml TNP 0,3 ml stoq 2N
4 2,5 ml susp. cell. 0,5 ml KOH 20 % 0,5 ml substrat -
5 2,5 ml susp. cell. - 0,5 ml substrat 0,3 mi stoq 2 N

Tableau 5 - Modele de répartition des différents éléments lors d'une manipulation type en appareil

de Warburg.

L9
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Rdle de chacun de ces ensembles :

- Ensemble 1 : thermobarometre. Il sert a corriger d'éventuelles variations de
température ou de pression qui peuvent se produire au cours de la manipulation.
Il convient de retrancher ou d'ajouter la lecture faite sur le thermobarometre
des lectures effectuées sur les manometres des autres fioles (2-3-4-5).

- Ensemble 2 : mesure de la quantité d'oxygene consommé lors de la respiration
endogene des cellules.

Les bactéries sont suspendues dans le TNP sans substrat. Elles respirent donc en
dégradant leurs propres réserves énergétiques endocellulaires. On ne lit sur le
manometre 2 que l'oxygeéne consommé car le dioxyde de carbone dégagé est absorbé
par 0,5 ml de potasse a 20 % imbibant une bande de papier Whatman 3, roulée, pour
augmenter la surface d'échange gaz-liquide et permettre ainsi une absorption totale
du dioxyde de carbone.

- Ensemble 3 : mesure de la quantité de dioxyde de carbone dégagée lors de la
respiration endogene des cellules.

Une seule lecture est faite en fin de manipulation, 30 mn apres l'addition de
0,3 ml d'une solution aqueuse d'acide sulfurique 2N. En effet, pour éviter\toute
erreur dans la lecture de la quantité de dioxyde de carbone produite par les cellules,
il est nécessaire de libérer ce produit final d'oxydation de la phase liquide ou il se
trouve en solution sous forme de carbonate de potassium.

Ces deux premieres mesures nous permettent de calculer le quotient
respiratoire endogene de la suspension cellulaire.

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

- Ensemble 5 : mesure de la quantité de dioxyde de carbone dégagée en présence
d'un substrat donné.

La connaissance des valeurs des échanges gazeux de la suspension cellulaire
respirant sur le substrat nous permet de savoir si ce dernier est utilisé totalement

ou partiellement oxyde.

6.3. Utilisation des radioisotopes lors du bilan respiratoire en présence d'oses

Lors des bilans réalisés en appareil de Warburg sur l'utilisation du glucose et du

fructose, nous avons employé des traceurs radiomarqués :

. glucose ll’LC, U. (C.E.A.) [act.spécif.:190uCl/uM] 5uCl pour 500 pg d'ose froid

. fructose “’LC, U. (N.E.N.) [act.spécif.:196uCl/uM] 1pCl pour 500 pg d'ose froid
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Aprés 4 h d'incubation, en fin de manipulation, les cellules bactériennes sont
éliminées par centrifugation 10 mn a 16 300 g. Le surnageant est passé en
gel-filtration (Sephadex G25) de fagon a séparer le polyoside synthétisé des
molécules simples non polymérisées. Les parties aliquotes radioactives des fractions
sont diluées a 20 % V/V dans le liquide scintillant au dioxanne. La radioactivité est

mesurée dans le spectrométre a scintillation liquide intertechnique Abac S.L. 40.

7. - MESURE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Au cours de nos travaux, nous avons été amené a :

- rechercher les activités enzymatiques témoignant du fonctionnement de diffé-
rentes voies de catabolisme des hydrates de carbone. Ces activités ont été
mesurées soit sur les fractions cytoplasmiques solubles des cellules bactériennes,
soit sur les fractions membranaires 3

- étudier le fonctionnement des systemes de transport des hydrates de carbone et
en définir les constantes physiques ;

- vérifier les capacités fixatrices d'azote chez un mutant métabolique en symbiose.

7.1. Mesure de I'activité des enzymes impliqués dans le catabolisme des

glucides

7.1.1. Les enzymes cytoplasmiques solubles

7.1.1.1. Préparation des extraits cellulaires solubles

Un litre du milieu RHB, additionné de la source de carbone a | % est inoculé
avec 10 ml d'une préculture de méme composition que le milieu d'incubation.

Apres incubation a 30°C sous agitation rotative pendant 18 h, les cellules sont
collectées par centrifugation a 6 000 g, lavées avec du tampon phosphate de sodium
pH 7,2 50 mM puis centrifugées.

On ajoute au culot 10 ml du méme tampon additionné de B-mercaptoéthanol
0,1 mM.

Les cellules sont ensuite traitées aux ultrasons (MSE 150 W Ultrasonic
Desintegrator ; ) = 15,5 p) pendant 5 périodes de 30 s séparées par intervalles de
30 s. La température ne dépasse pas 10°C. Le broyat est centrifugé pendant 30 mn

a 27 000 g pour éliminer les débris membranaires.
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La concentration des extraits en protéines est déterminée par le dosage de
LOWRY (LOWRY et coll., 1951) (4 < [C] prot. < 6 mg). Les activités enzymatiques
sont exprimées en nombre de nmoles de produit formé par minute et par mg de
protéines :

1 UE = X nmoles produit formé/mn x mg protéines.

7.1.1.2. Recherche d'activités enzymatiques spécifiques de diffé-

rentes voies cataboliques

L'ensemble des protocoles est établi ci-apres.
7.1.2. Les enzymes membranaires

7.1.2.1. Préparation des extraits membranaires

Nous avons adapté la technique mise au point par KING (1971). Les cellules
stockées dans l'azote liquide sont décongelées et amenées a une concentration
voisine de 0,2 g de cellules poids humide/ml d'un tampon glycine (NaOH) pH 8 ;
0,2 M.

Elles sont ensuite soumises aux ultra-sons par portion de 20 ml de suspension
pendant 15 périodes de 20 s séparées par intervalle de 2 mn. La température ne
devant pas dépasser 12°C. Le broyat obtenu est centrifugé 2 fois 10 mn a 7 500 g a
2°C pour éliminer les fractions lourdes puis le surnageant est centrifugé pendant
60 mn a 85 000 g.

Le précipité obtenu est constitué d'un gel rouge et de débris blanchitres. Le
gel est récupéré puis lavé dans le tampon, une seconde centrifugation s'effectue
dans les mé&mes conditions que ci-dessus. Le gel est ensuite récupéré dans le tampon
glycine NaOH pH 7,5 ; 0,2 M ;3 1 % MgClz.

Ces extraits ainsi préparés possédent encore leurs chaines d'oxydations
cellulaires fonctionnelles. On y recherche les activités glucose déshydrogénase et

gluconate déshydrogénase.

7.1.2.2. Recherche des activités déshydrogénases spécifiques

L'ensemble des protocoles est établi ci-apres.
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GLUCCKINASE (E.C. 2-7-1-2)

Activité
H - (I: =0 H - C|: = 0

Cl: - ADP (!3 -

-C ATP / -C

| > > I

C - glucokinase C -

| |

C - C -

| l

CHZOH CH2 -0-P
Glucose Glucose 6 phosphate

Principe de la mesure de l'activité : MULONGOY et coll., 1977a.

atp  ADP NaDp* “gf”
Gle —N /  g5p AN »6 PG
Glucckinase Glucose 6 P déshydrogénase

Mode opératoire

Le mélange réactionnel (3 ml) contient :

206 upmoles de tampon Tris-HCIl pH 7,65
IG  pmoles de glucose

10 umoles ATP

1,5 pmole  NADP".

l umole MgsO,,.

I unité Gé6P DH

exTratt

b4
.

o \n
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FRUCTCKINASE (E.C. 2-7-1-3)

Activite
CH,O CHZO
‘ ADP |
(f =0 ATP / C‘: =0
T ~ "
(‘2 - fructokinase C]: -
C - C -
| |
CHZ-QH CHZ-O- P.
Fructose Fructose 6 phosphate

Principe de la mesure de l'activité : KEELE et coll.,, 1969 modifiée.

ATP ADP NADPT NADPH
Fru . />F6P » G6 P A / »6 P G
Fructokinase Glucose 6 ? 5lucose 6 P
isomérase déshydrogénase

Mode opératoire

Le mélange réactionnel (3 ml) contient :

200  pmoles tampon Tris-HCI pH 7,65
10  umoles fructose
10 umoles ATP

1,5 pmole  NADP’.

1.5 pmole MgSQO,,. )

0.5 unite glucose 6 P isomerase

I unite glucose 6 P déshvdrogénase

extrait
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GLUCOSE 6 PHOSPHATE ISOMERASE (E.C. 5-3-1-9)

Activité

CHZOH (IZHO

C=0 C -

I |

[ ]

(F - glucose 6 phosohate Lli -

i isomerase i

C - C -

l |

CHZO-P CHZ-O—P
Fructose 6 phosphate . Glucose 6 phosphate

Principe de la mesure de I'activité : STOWERS et ELKAN, 1983.

e g

F6 P » G 6P A » 6 PG
Glucose 6 phosphate Glucose 6 phosphate
isomérase déshydrogénase

Mode opératoire

Le mélange réactionnel (I ml) contient :

1) umoles tampon glycyl-glvcine pH 3
12 pumoles  MgSQ,,.

1 ymole fructose 6 P

1,5 umole NADP .

0.5 unite glucose 6 P déshydrogénase

extrait
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PHOSPHCFRUCTOKINASE (E.C. 2-7-1-11)

CH.,-O-P

Fructose 6 phosphate

2

CH.C -P
' 4
ATP ADP cC=0
N ¥ > |
Phosphofructinase - C!?
(I': -
CHZ-O-P

Principe de la mesure de l'activité : STOWERS et ELKAN, 1983.

On mesure la vitesse d'oxydation du NADH conduisant a
glycérol 3 phosphate (STOWERS et ELKAN, 1983.

ATP : ADP
F6P —~ 2 -
phosphofructokinase

Mode operatoire

NADH NAD*
3P N z

Fructose 1-6 diphosphate

la formation du

glycérolphosphate

5 di p déshydrogénase

Triose P
aldolase isomérase

- DHA P

Le melange réactionnel (2 mi) contient :

40
2
1G
LG
10
0.3
0,2
3

pymoles
pmoles
umoles
umoles
pmoles
pumole
unité
unites

extrait

phosphate Na pH 6,5

Fré P

MgCl. ’
8mercaptoéthanol

ATP

NADH

Aldolase

glycérol P déshydrogénase et triose P isomérase

»Glycérol 3 P
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FRUCTOSE 1-6-DIPHOSPHATE ALDOLASE (E.C. 4-1-2-13)
Activité
Cl:H7-O- P
C=0 H-Clij (|:H7—O+P
l -

"('Z » H-C-0H - C=1
C - Fruczose -6 diphosphate / !
1 aidoiase . CH,-O-P CH._ QA
C - Z Z
i
\-HZ‘O‘ P
Fructose 1-6 Glycéraldéhyde Phosphodihydroxy
diphosphate 3 phosphate acétone
Principe de la mesure de l'activité : STOWERS et ELKAN, 1983.
+ NADPH2
NADP
G3 P
S~ »F16 di P »F6 P > G6 P — > 6P G
pka p’ Fructose 1-6 Hexose Glucose P Glucose 6 P

diphosphate aldolase biphosphatase isomérase déshydrogénase

Mode opératoire

Le mélange réactionnel (I ml) contient :

40
12

OO OWwWwwWw
W\

.
.

0.3

umoles
pumoles
ymoles
umoles
uniteé
unite
unite
uymole

extralt

de tampon glvcviglycine pH 8
Mg3Q,.

G3 P~

DHA P

hexose biphosphartase

glucose 6 P isomerase

Gé6 P DN

NADP .
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HO
_ NAD(PH
C - H,O NAD(P) 4
_ (J: N N / »
|
C - giucose 6 phosgharte
{ ceshvcrogenzse
(!: -
CH,-O- P

Glucose 6 phosphate

" Principe de la mesure de I'activité : KEELE et coll.,

+ NAD(P)H
NAD(P)
/

G6P \

Glucose & phosphate
déshydrogénase

Mode opératoire

|
|
|
\
|
Activité

Le mélange réactionnel (I ml) contient :

tampon glvcyl-glycine pH 8

t 4G pmoles

| 12 umeles  MgSO,.

| 3 umoles glucose 6 phosphate
1.5 pmole  NAD(P) .

exirait

GLUCOSE 6 PHOSPHATE DESHYDROGENASE

» 6 P

(E.C. 1-1-1-49)

O
0
T

]
-

O == Chree OV O+— ()

-O-
H‘.2 o-P

6 Phosphogluconate

1969.

()
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6 PHOSPHOGLUCONATE DEHYDRATASE (E.C. 4-2-1-12)

Activité

?QOH ?OOH
C- H.G C=0

| a |
-C » CH2

l 6 ohosohogluconate l

C- cemvdraizse ('3-

1

| L

C- (I__
CI:HZ—O- P CHZ—O— P
6 Phosphogluconate 2 Céto 3 déoxy 6 P gluconate

(KDPQG)

Principe de la mesure de |'activité : LESSIE et coll., 1972.

On mesure les activités combinées de cette enzyme et de la 2 céto 3 déoxy 6
phosphogluconate aldolase.

G3 P
5P G > KD P G > s e
6 P Gluconate KDPG aldolase Pyruvate 2 » Lactate
déhydratase Lactate déshydrogénase

Mode opératoire

Voir Mode opératoire pour la KDPG aldolase.
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2 KETO 3 DEOXY 6 PHOSPHOGLUCONATE ALDOLASE (E.C. 4-1-2-14)

Activité

COOH

CI: =0 H-C=0 CQOH
]

| " H-C-QH - C=0
; - 2 céto 3 déoxy 6 phosphogluconate |

g zlcolase CH.-2- P o 8
Ll‘ ) z 3
CHZ-O- P

2 Céto 3 déoxy Glycéraldéhyde Pyruvate
6 phospho gluconate 3 phosphate

Principe de la mesure de l'activité : LESSIE et coll., 1972.

On mesure les activités combinees de cette enzyme et de la 6 phosphogluconate
dehydratase.

HZC a3 ?
» KD P G NADH \ap*
& P G déhydratase KDPG aldolase Pyruvate \ 2, Lactate

Lactate déshydrogénase

Mode opératoire

Le mélange réactionnel (I ml) coatient :

200 umoles Tris-HCI pH 8,5
10  uymoles B3mercaptoéthanol
0.3 umole NADH

100 ug lactate DH
5 pmoles 6PG

extrait
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6 PHOSPHOGLUCONATE DESHYDROGENASE A NADP® (E.C. 1-1-1-44)

Activité
CIOOH NADPH ClIHZQH
- H,0 NADP\"/ co, C=0

A" A,

C C -

l 6 phosphogluconate I

¢ - deshvdrogenase (]j -

|

C - CH,O -P

l Z

CH20- P

6 Phosphogluconate Ribulose 5 phosphate

Principe de la mesure de l'activité : STOWERS et ELKAN, 1983.

On mesure la réduction de NADP™ i 340 nm.

NaDP* NADPH
6 PG \ / » Ribulose 5 P

6 phosphogluconate
déshydrogénase

Mode opératoire

Le meélange réactionnel (I ml) contient :

40 pmoles de tampon glvcyl-glvcine pH 8
3 pumoles de 6 phosphogluconate

12 pumoles de MgSO,.

0,3 pmole  de NADP™.

exirait
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TRANSALDOLASE (E.C. 2-2-1-2)

Activité
CH,OH
[~ CHO
e
-C C -
{ |
% - - CH,-0-°P
C -
| Glycéraldéhyde 3 phosphate
C -
éHZ-O- P
Sédoheptulose

7 phosphate

1Sédoheptulose 7P Erythrose 4 P

\ > /
v N\
|
|
|

Glycéraldéhyde 3 P F6 P ———p G6 P

Transaldolase Glucose 6 P
isomérase

Mode operatoire

Le meiange reactionnel (I m) contient :

40 umoles tampon glvcyl-glycine
12 umoles  MgsQO, .

0.5 unité G6 P Tsomérase

0.5 unité Gé6 P DH

0.3 umole  NADP".

3 umoles sédoheptulose 7 P
3 umoles G3 P
extrait

?HO
C
|
c
l
C

H,-0- P

£

» Erythrose 4 phosphate

CHZ—O- P

Fructose 6 phosphate

Principe de la mesure de l'activité : STOWERS et ELKAN, 1983.

napp* Nﬁf H
AN »6 P G

Glucose 6 P
déshydrogénase
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TRANSCETOLASE (E.C. 2-2-1-1)

Activité
CH.,CH CH.,OH
’ 2 I 2
?HO C’: =0 C]:HO (lj = Q
|c - - -<!: —» CHOH - -C
l l
C - C - CH,-O- P C -
i |
1
C -
|
CHZ-O— P CHZO- P CHZO- P
Erythrose & Xylulose 5 phosphate Glycéraldéhyde Fructose
phosphate 3 phosphate 6 phosphate
Principe de la mesure de l'activité : STOWERS et ELKAN, 1983.
Erythrose 4 P Glycéraldéhyde 3 P
£ <\ nappt  NADPH
Xylulose 5 P F6 P » Go6 P . » 0 PG
Transcétolase Glucose 6 P Glucose 6 P
isomérase déshydrogénase

Mode opératoire

Le mélange réactionnel (I ml) contient :

40 pmoles tampon glvcyi-glycine

12 pmoles  MgSQO, . ]

0.5 unite Glucose 6 P isomerase

0.5 unite Glucose 6 P déshvdrogénase
0.3 pmole  NADP'.

3 umoles Erythrose 4 P

3 umoles Xylulose 5 P

extrait
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2 CETO-GLUCONATE REDUCTASE

Activité

COOH COOH
! l
C=0 C-
l . [

-C NADPH  NADP’ -C
| I
C- AN e > C-
I !
C- C-
! I
CHZOH CHZOH
2 céto-gluconate Gluconate

Principe de la mesure de l'activité : KEELE et coll., 1970.

On mesure directement l'activité par variation d'absorbance a 340 nm du
coenzyme en présence de 2 ceéto-gluconate en exces, a pH neutre.

NADPH NADP"

2 céto-gluconate AN /‘

2 céto-gluconate
reductase

» Gluconate

Mode opératoire

Le mélange réactionnel contient :

60 umoles  tampon phosphate de sodium pH 7
5 pmoles  MgCl .

0,3 umoles NAD H

20 pmoles 2 céto-gluconate de potassium
extrait
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GLUCONOKINASE (EC 2.7.1.12)

Activité
COOH CIZOOH
L 5
l |
-C ATP ADP -C
l
é- AN / > ?-
|
C- C-
' l
CH ,OH CH ZQ-P |
Gluconate 6-phosphogluconate

Principe de la mesure de 'activité : KEELE et coll., 1970.

La phosphorylation de l'acide gluconique est couplée a sa décarboxylation
oxydative en ribulose-5-phosphate.

ATP ADP NADP" NADPH

\ ol » 6PG

Gluconate

< a » Ribulose-5-P

CO2

Mode opératoire

75 ymoles tampon Tris-HCL pH 7,65
20 umoles  gluconate

10 pmoles ATP

10 pmoles  MgCl

3 pmoles NADP

2 unités 6-PG déshydrogénase
extrait
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HEXOSE BIPHOSPHATASE (EC 3.1.3.11)

Activité
CI:HZO'P (l:H20°H
? =0 ADP ATP C=0
!

- lC \ > -?
C- C-
| |
C- C-
! I
CHZO—P CHZO-P
Fructose 1,6-diphosphate F-6-P

Principe de la mesure de ['activité :.STOWERS et ELKAN, 1983.

La réaction est couplée a l'isomérisation du fructose-6-phosphate en
glucose-6-phosphate et a l'oxydation de ce dernier en 6-phospho-gluconate par la
glucose-6-phosphate déshydrogénase.

ADP  ATP
F 1,6 diP \ </f » F6P » G6P ey 6PG
G6P isomérase \ NADP+\
NADPH

Mode opératoire

Le mélange réactionnel (I ml) contient :

40 pmoles tampon glycyl-glycine, pH 8
12 umoles MgSOQ
3 pmoles F 1,6 diP

1 mg NADP™
0,5 unité G6P déshydrogénase
0,5 unité G6P isomérase

extrait
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ENOLASE (EC 4.2.1.11)

Activité
COOH COOH
|
H-C-OP ADP ATP C-OP
o N~ 2 5
2C-OH CH 2
2-phosphoglycérate 2-phosphoénolpyruvate

Principe de la mesure de l'activité : STOWERS et ELKAN, 1933.

L'activité énolase est couplée a la pyruvate kinase. Le pyruvate formé est
reduit en lactate par la lactate deshydrogenase.

ADP ATP ADP ATP

2-PG - \ / » 2-PEP \ /

énolase pyruvate kinase

» pyruvate

NADH<] lactate
NAD™ 4 déshydrogénase

Lactate

Mode opératoire

30 umoles tampon Tris-HC!, pH 7,5
0,3 umole MgSOQ

3 umoles NADH

5 pmoles  ADP

0,5 unité lactate déshydrogénase
0,5 unité pyruvate kinase

0,5 umole 2-P-glycérate.
extrait
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GLUCOSE DESHYDROGENASE (E.C. 1-1-1-47)

Activité

CHO
NADH

CHZOH CHZOH

Glucose Gluconate

Principe de la mesure de |'activite

DIP DIPréduit
Glc \ Wa » Gluconate
Glucose déshydrogénase

DIP = dichlorophénolindophénol

Mode opératoire

Le melange réactionnel (2,4 ml) contient :

2 ml tampon véronal/acide acétique pH 6,6 0.05 M
0.1 ml MgCl G.2 M
0.05 ml DIP 3 6,3 mg/ml/tampon véronal pH 6.6 6.05 M
0,1 mi CN [5 mm amene a pH 6 par CH,COOCH 1,5 mM
0.05 mli "~ d'extrait membranaire

0.1 mi substrat 0.05 M

température 3G°C
lecture a 600 nm
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GLUCONATE DESHYDROGENASE (E.C. 1-1-99-3)

Activite
C{:OOH CIZOOH
C[: - NAD" NADH (]: =0
kl: - gluconate déshyvdrogenase LI‘ -
CH20H (JZHZOH
Gluconate 2 Céto-gluconate
Principe de la mesure de |'activité
DIP DIPréduit
Gluconate \ / » 2 céto-gluconate
Gluconate déshydrogénase
Mode opératoire
Le mélange réactionnel (2,4 ml) contient :
2 ml tampon Malate/NaOH pH 5,3 0,05 M
0,1 ml MgCl,.
0.05 ml DIP_a"0,3 mg/ml tampon véronal pH 6.6 0,05 M
6.l ml CN 15 mM amene a pH 6 par CHBCOOH
0,05 ml d'extrait membranaire
0.1 ml! substrat 3G°C

température 30°C
lecture 3 600 nm




88

7.2. Mesures de l'activité des enzymes impliqués dans le transport des

hydrates de carbone = les perméases

7.2.1. Préparation des cellules pour des essais d'accumulation de
substrats carbonés

m/

Les cellules utilisées pour des essais d'accumulation sont obtenues
partir des cultures en fin de phase exponentielle de croissance.

La suspension cellulaire ainsi obtenue est centrifugée dans des pots a
centrifuger a 8 000 g durant 20 mn. Le culot est lavé dans du TNP, centrifugé a
nouveau et repris par un petit volume de ce méme tampon. Son adsorbance est
mesurée a 620 nm. Ces différentes manipulations, réalisées stérilement, permettent

de conserver les suspensions cellulaires a + 4°C.
7.2.2. Les produits radiomarqués

Les produits radiomarqués utilisés sont obtenus par le Centre
radiochimique Amersham.
On a utilisé les produits suivants :

D-(u-1%c) glucose ; activité spécifique : 250 mCi/nmole ;

}

méthyl @D-U-*¢) gluco) pyranoside ; activité spécifique : 279 mCi/nmole ;

2-désoxy-D(1-3H) glucose ; activité spécifique : 15 Ci/nmole ;

D-(U-MC) fructose ; activité spécifique : 286 mCi/nmole.

Selon la concentration du substrat utilisé, ces solutions-meres sont soit

diluées, soit additionnées du substrat froid correspondant.
7.2.3. Accumulation des substrats carbonés

Il s'agit de mesurer, en scintillation liquide, la quantité de substrat
radiomarqué retenu par les cellules bactériennes au cours du temps.

La suspension cellulaire (DO 620 = 1,0 ; volume 1 ml) est préincubée a
30°C pendant 15 mn, avant l'addition du substrat a la concentration de 0,1 mM. La
perméation est réalisée a 30°C. Les prélevements sont de 0,1 ml. Ils sont filtrés
immédiatement sur membranes en nitrocellulose de 0,45 u humides et rincés par
2 mlde TNP + NaCl a 5 % a + 0°C.
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Les membranes sont séchées sous lampe infrarouge pendant 30 mn, puis
déposées dans des pots a scintillation. On ajoute 7,5 ml de liquide scintillant
(Lipoluma) et on compte le nombre des cpm sur le compteur a scintillation liquide
"Beckman".

Les résultats sont exprimés en nmoles de substrat accumulé par mg de

protéines totales de la suspension cellulaire.
7.2.4. Efflux des produits accumulés

, Plusieurs lots de cellules (0,1 ml) sont préparés a 30°C. Chaque série est
additionnée d'un substrat radiomarqué : soit | pCi de glucose, soit 1| uCi de
a-méthyl-D-glucoside ou de 5 pCi 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, a la concentration
finale de | mM. Dés lors, on suit I'évolution du marquage intracellulaire en réalisant
une cinétique durant 15 mn sur des échantillons de 0,1 ml traités comme pour des

essais d'accumulation.
7.2.5. Nature des produits accumulés

7.2.5.1. Extraction du matériel accumulé

Des suspensions cellulaires de 5 ml a2 DO = | sont incubées a 30°C avec des
concentrations différentes en glucose et en g-méthyl-D-glucoside et durant des
temps variables. Elles sont ensuite filtrées a travers des filtres en nitrocelulose de
0,45 um et lavées avec du TNP. Les cellules sont remises en suspension dans 10 ml
d'eau distillée et portées a 100°C durant 10 mn. Le matériel est centrifugé a
10 000 g durant 20 mn et le surnageant filtré a travers des filtres en nitrocellulose
de 0,22 ym. 1l est par la suite évaporé par évaporateur rotatif, repris par 0,1 ml

d'eau distillée et gardé a - 20°C pour l'analyse ultérieure.

7.2.5.2. Analyse par chromatographie sur couche mince

Les extraits sont chromatographiés sur couche mince en gel de silice (20 cm x
20 cm ; 0,2 mm d'épaisseur), durant 2 h. Le solvant de migration est constitué
d'éthanol/butanol/acide acétique/eau/pyridine (100:10:3:30:10). Les témoins non
radiomarqués sont révélés a l'orcinol. Les témoins radiomarqués (UDP-glucose,
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 spectrometre de
scintillation liquide Beckman, aprés avoir ajouté 4% ml de liquide scintillant

(Lipoluma).
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7.3. Mesure de l'activité de la nitrogénase : contrdle de I'efficience des

souches de Rhizobium

L'efficience est la qualité de I'association Rhizobium-Légumineuse qui aboutit a
la fixation d'azote moléculaire, ce caractére se note Fix". L'utilisation de la

réduction de l'acétylene en éthylene est employée pour en traduire son importance.
7.3.1. Principe de la méthode

DILWORTH (1966) et SCHOLLHORN et coll. (1967) ont montré que
I'acétylene était réduit en éthylene par le systéeme de la nitrogénase chez
Clostridium pasteurianum.

La nitrogénase est l'enzyme qui catalyse la fixation d'azote ou la
réduction assimilatrice d'azote. La réaction peut é&tre schématisée de la fagon
suivante :

N, + 6 H + 6e” = 2NH,

Cet enzyme est peu spécifique : elle peut transférer des électrons aux
substrats homologues a l'azote comme : C2H2, NZO’ HCN, etc...

La réduction de l'acétylene est réalisée suivant la réaction :

3CH, + 6 + 6H - 3 C,H,

Elle correspond au transfert de deux électrons par molécule d'éthylene
formée, alors qu'il faut six électrons pour réduire une molécule d'azote.

La fixation d'une molécule d'azote est réalisée de la méme fagon que la
formation de trois molécules d'éthylene a partir d'acétyléne. A partir de cette
observation, il devient facile d'apprécier l'activité nitrogénase par la mesure de la
production d'éthyléne de plantules nodulées placées sous atmosphére enrichie en

acétylene (HARDY et coll., 1968).
7.3.2. Dosage de 1'éthylene

Ce dosage est effectué sur un chromatographe Intersmat IGC 112 FL
selon les conditions suivantes :

. gaz vecteur o3 N2

. température du four : 50°C

. température d'injection :  70°C

. température du détecteur : 115°C

. détecteur : a ionisation de flamme
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La colonne en acier inoxydable, de 2 m de longueur et de 0,31 cm de
diametre, est remplie de sphérosil XoBo 75.

7.3.3. Conditions expérimentales

Quand les plantules de Luzerne sont bien nodulées (¢ semaines apres
I'inoculation), elles sont lavées avec de l'eau distillée, sont mises dans un flacon de
150 ml fermé hermétiquement. On préleve d'abord a I'aide d'une seringue a travers
le bouchon de caoutchouc 17 ml d'air du flacon que I'on remplace par 15 ml
d'acétyléne soit 10 % (V/V) et 2 ml de propane dilué 100 fois par l'air (témoin
interne) de facon a avoir approximativement 1,27 umoles. Le flacon est ensuite
homogénéisé par agitation manuelle. L'incubation se fait a I'étuve a 30°C. La
mesure d'acétyléne réduit est effectuée a différents temps (0, 3, 6, 24 h) par
injection de 50 pl dans le chromatographe en phase gazeuse, jusqu'a ce que la

courbe de la formation d'éthyléne atteigne un plateau.
7.3.4. Calcul de la quantité d'éthylene produite

La formule appliquée pour déterminer la quantité d'éthylene formée dans

le flacon est la suivante :

H, (C2 Ha) éthylene

Q=Cx Kx
H, (C3 H8) propane
Q = nombre de moles de C2 Hu produites,
C = Nombre de moles de C, Hg injectées,
K = coefficient de proportionalité établi a partir d'un mélange en

proportions égales (V/V) de C; Hg et C, H, dans l'air (dans
notre expérience :

hauteur de pic C, H

K = 378 1,5
hauteur de pic C2 Hq
H1 = hauteur de pic de C2 Hq

H + hauteur de pic de C3 H8
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8. - RECHERCHE ET IDENTIFICATION DES INTERMEDIAIRES METABOLIQUES

8.1. Principe

L'analyse par électrochromatographie et autoradiographie d'extraits
cytoplasmiques solubles, préparés a partir de cellules bactériennes incubées durant
des temps brefs en présence de substrats radiomarqués, permet de mettre en
évidence les premiers intermédiaires métaboliques issus de ces substrats et de les

identifier par comparaison a une carte témoin.

8.2. Techniques d'électrophorese et de chromatrographie

8.2.1. Le support

Nous avons choisi le papier de cellulose (Whatmann n°l) dont les
dimensions correspondent a celles des films KODAK (40 x 32 cm). Ce papier possede

une texture fine et serrée a écoulement lent.
8.2.2. L'électrochromatographie

Le dépdt de I'échantillon se fait a 5 cm du bord dans le sens de la
longueur et 3 6 cm dans le sens de la largeur. L'électrophorese se fait dans un
appareil en toit type Durum sous 170 volts durant 8 h dans le tampon de MICHL
(1951). Les feuilles sont séchées sous hotte ventilée puis introduites dans la cuve a
chromatographie descendante dans le sens perpendiculaire a celui de 1'électrophorese.
Le systeme solvant est celui de WATTEL (1961). On laisse la phase inférieure
saturer le papier durant 24 h puis la phase organique est introduite dans la cuve et

migre le long de la feuille durant 10 h.

8.2.3. Révélateurs chimiques pour la détermination de la position des

témoins

Les oses neutres sont révélés par l'oxalate d'aniline (PARTRIDGE, 1949).
Apres passage a 105°C, ils apparaissent sous forme de tidche marron-noir ; il faut
préciser de plus que dans ces conditions, I'acide 2 céto-gluconique est coloré en rose

et le 5 céto-gluconique en jaune.
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Le sédoheptulose est révélé par le réactif de KLEVESTRAND et NORDAL
(1950).

Les acides aminés sont révélés par la ninhydrine en solution a 1 %, dans le
mélange acide acétique-butanol (1/100, v/v).

Les acides organiques sont révélés par le vert de bromocrésol dont la zone de
virage du jaune au bleu se situe de pH 3,8 a pH 5,4. On utilise une solution de
I'indicateur a 0,1 % dans I'éthanol a 95°.

8.3. Conditions expérimentales : recherche des métabolites intermédiaires

8.3.1. Préparation des extraits

R. meliloti est cultivé sur milieu RHB, additionné de glucose ou de
fructose a raison de 10 g/l. En fin de phase exponentielle, les cellules bactériennes
sont récupérées par centrifugation a 8 500 g durant 15 mn. Lavées deux fois par le
TNP, elles sont remises en suspension dans ce tampon de fagon a obtenir une DO
620 = 7,5. '

A 2,5 ml de cette suspension, on ajoute 0,5 ml d'une solution de substrat
carboné a 2 mg/ml plus les traceurs correspondants marqués uniformément au e,

1

Les caractéristiques du uldc glucose et U “C tructose sont celles décrites

précédemment dans les études de mécanismes de transport. Le gluconate Ulks

utilisé a les caractéristiques suivantes : il est préparé a partir de D) acide
gluconique, activité spécifique 260 mCi/mmole.

Le temps d'incorporation est de 10 mn. L'addition de 12 ml d'éthanol a
95°, portés au préalable a la température de 45°C, permet l'arrét de la réaction. La
suspension ainsi traitée est laissée 1 h au bain-marie a 45°C, puis elle est
centrifugée a 8 500 g durant 15 mn. Le surnageant est concentré jusqu'a un volume
minimum a ['évaporateur rotatif sous vide pour étre déposé sur le papier

d'électrochromatogramme.
8.3.2. Analyse autoradiographique

L'électrochromatogramme est séché sous hotte ventilée. Chacune de ses
faces est garnie d'un film KODAK, l'ensemble est placé entre deux plaques de verre
sous presse a l'obscurité a 20-25°C. Le premier film est révélé apres 7 jours de
contact, le 2éme film aprés 14 jours. Les spots observés sont comparés a ceux de la

carte des témoins révélés chimiquement.
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9. - IDENTIFICATION DU PRODUIT ACIDE

9.1. Fabrication de derivés 2-4-dinitrophénylhydrazones

Nous avons utilisé la 2-4-dinitrophénylhydrazine en solution dans l'acide
chlorhydrique pour la condensation a froid avec notre échantillon selon la méthode
de SELIGSON et SHAPIRO (1952).

9.2. Formation de dérivés quinoxalinols

Nous avons utilisé la méthode de LANNING et COHEN (1951) pour la
détection et le dosage des acides 2 céto-hexoniques.
Les spectres d'absorption de l'orthophényléne diamine et des dérivés

quinoxalinols sont vérifiés sur spectrophotometre UV Unicam SP800 a défilement

automatique des longueurs d'onde.

10. - METHODES DE DOSAGE

10.1. Dosage des oses neutres

Lors du calcul des rendements moléculaires de croissance de R. meliloti en
présence de différents oses neutres, le dosage de ces derniers est effectué dans les
surnageants par la méthode a l'orcinol sulfurique (MONTREUIL et SPIK, 1963).

10.2. Dosage enzymatique du glucose

Il est effectué par la glucose oxydase selon les principes énoncés par
BERGMEYER et BERNT (1963) :

H.O glucose oxydase

2 7 M2
H,O0, + orthodianisidine (chromogéne)

Glucose + O gluconate + H202
peroxydase chromophore brun
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10.3. Dosage de 'acide 2 céto-gluconique

La méthode de WURTZ et JEHL (1957) modifié par BRISOU (1964) a été
employée. Toutes les valeurs annoncées sont corrigées de I'interférence due au

glucose.

10.4. Dosage des: exopolysaccharides

Les exopolysaccharides sont dosés :

- soit par voie chimique : les surnageants de milieux de culture centrifugés sont
dialysés contre l'eau distillée pendant 48 h a 4°C. L'adialysable, renfermant les
polysaccharides solubles, est dosé par l'orcinol sulfurique (MONTREUIL et SPIK,
1963) ;

- soit par voie radiochimique : lors de l'étude du bilan respiratoire en présence
d'oses radiomarqués, les exopolysaccharides sont récupérés par filtration sur gel
et dosés en scintillation liquide (COURTOIS et coll., 1982¢).

10.5. Dosage des protéines

Il est effectué par la méthode de LOWRY et coll. (1951). La sérumalbumine

bovine est utilisée comme standard.
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1. - ETUDE PRELIMINAIRE
1.1. Introduction

Une étude préliminaire en microscopie électronique de Rhizobium meliloti en
symbiose avec la Luzerne (Medicago sativa) nous a permis de visualiser avec
précision le devenir des cellules bactériennes dans les tissus nodulaires végétaux.

Les différentes étapes de la transformation de ces cellules en bactéroides au
sein du tissu végétal sont encore mal connues et sont jusqu'alors restées
descriptives. On ne sait rien de la régulation des génes qui gouvernent cette

différenciation cellulaire et peu de variations métaboliques qui I'accompagnent.

1.2. Observations

Les nodules sont fixés, déshydratés et inclus dans l'araldite. Les coupes sont

colorées sur grille et observées au microscope électronique.

La zone nodulaire II définie par MOSSE (1964) correspond a la zone d'infection
des cellules végétales par les bactéroides. Dans cette région (fig. 8) on rencontre :

- des cordons infectieux qui cheminent dans le tissu nodulaire et qui assurent la
dissémination des cellules bactériennes dans le cytoplasme de la plante. Sur notre
photo, la position du cordon est centrale. Il traverse le cytoplasme cellulaire de part
en part, enveloppé par une membrane d'origine végétale. Il apparait formé de
mucilage dans lequel sont noyées les bactéries ; celles-ci sont parfois entourées
d'une auréole claire vraisemblablement due a un artefact de fixation. Leur structure
est difficile a préciser, car les images de cette région sont délicates a interpréter
en raison de l'accumulation du mucilage qui géne l'observation. Il semble cependant
qu'elles contiennent, comme les cellules en culture libre, de nombreux granules
d'acide B-polyhydroxybutyrate (VINCENT et coll., 1962) ;

- des bactéries entourées apres leur libération dans le cytoplasme végétal, d'une
cytomembrane de séquestration. Quelques cellules semblent encore se diviser (fig.
9), mais la plupart d'entre elles s'élargissent et passent de la forme coccoide ou
bacillaire courte (I p) a des formes plus allongées. Les grains d'acide g-polyhy-
droxybutyrate ont disparu, ce qui suppose des modifications importantes du
métabolisme. L'ADN, tres localisé en un a trois nucléoides, se disperse dans
certaines cellules (fig. 10) ; le cytoplasme reste tres riche en ribosomes ;

- des formes bactériennes anormales dont la taille est tres supérieure a celle

des cellules en culture libre (5 a 6 p de long). Elles ont un aspect boursoufflé et
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Fig. 89|0.1 | |2 |4: Coloration au citrate de plomb. — Fig.I3: Coloration a I’acide périodique + thio-
semicarbazide + protéinate d’argent.

Planche 1

Fig. 8 — Zone nodulaire II. Les bactéries (b) contenant des grains d’acide polyhydroxybutyrique (fléche)
progressent dans le tissu nodulaire par I'intermédiaire d’'un cordon infectieux mucilagineux (CI). Elles
sont ensuite libérées dans le cytoplasme des cellules végétales (CV) ; N, noyau de la cellule végeétale ;
V, vacuole (G x 6 300).

Fig. 9 — Zone intermédiaire entre les zones II et I1I définies par Mosse. Les bactéries grossissent, certaines
d’entre elles peuvent encore se diviser (fleche) ; MP, membrane pectocellulosique de la cellule végétale ;
m, méat intercellulaire ; P, plasmodesme (G 6 100).

Fig. |O || — La forme générale des bactéries devient trés tourmentée. Les cellules se recroquevillent dans

I’espace limité par la cytomembrane de séquestration (CS). Présence de cellules a ADN dispersé
(fleche) et de cellules contenant des corps granuleux (CG) (Fig. 3 : G < 14400 ; Fig. 4 : G x 40 000).
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recroquevillé (fig. 11). La coupe longitudinale donne des images tres tourmentées
avec présence de replis internes. Il apparait alors des corps granuleux dont nous
n'avons pu définir la nature et que nous supposons étre des amas ribosomaux.

Dans la zone IIl définie par MOSSE (1964), on observe les cellules bactériennes
totalement transformées en bactéroides. On y. constate la présence de membranes
internes, a la fois dans les plans de coupe longitudinaux et transversaux (fig. 14).
Trés courtes d'abord (fig. 12), ces structures se développent paralléelement a la
membrane cytoplasmique bactérienne avec laquelle elles ne semblent pas avoir de
contact. Elles peuvent se dédoubler plusieurs fois (fig. 13 et 14). Elles restent

toujours a la périphérie de la cellule et en formations paralleles.
1.3. Discussion

Nos observations permettent de mettre en évidence que le processus de
nodulation de la Luzerne par R. meliloti est commun a celui décrit pour les autres
Légumineuses : on retrouve les différentes étapes de maturation du nodule décrites
par MOSSE (1964). Par ailleurs, nous décrivons deux types de membranes
surnuméraires dans les bactéroides observés :

- d'une part, des invaginations des structures extrémes de la bactérie ;
- d'autre part, des membranes intracytoplasmiques paralleles a la membrane

bactérienne.

Le premier type de structures n'est pas de méme nature que le mésosome,
puisque constitué a la fois de la paroi et de la membrane cellulaire. Il pourrait étre
le témoin, soit de divisions abortives, telles qu'on les rencontre chez les
sphéroplastes d'Escherichia coli (GUILLAUME et coll.,, 1958) et provoquées par une
inhibition de la synthése de la paroi, soit d'un empé&chement physique au
développement de la cellule dont I'espace vital est limité étroitement par la
membrane de séquestration d'origine végétale. Quelle que soit I'hypothese envisagée,
la paroi bactérienne est devenue plastique par un mécanisme inconnu.

Nous avons obtenu au Laboratoire apres mutagénése a la N-méthyl-N'-Nitro-N-Nitro-
soguanidine un mutant capable de développer in vitro une morphologie type
bactéroide dans des conditions de culture particulieres : milieu a l'extrait de levure,
enrichi en gluconate de potassium. Ce mutant a gardé ses propriétés symbiotiques,
son contenu plasmidique ne semble pas modifié, ni la composition de ses structures
pariétales (MROZ et coll.,, 1984a et 1984b). La plasticité de sa paroi est
directement liée sans qu'on en connaisse le mécanisme a la composition du milieu

sur lequel il se développe.
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Planche 11

Fig. |2 — Zone nodulaire 111 dite zone « rouge ». Naissance de membranes internes (fleche) dans les
bactéroides (G » 40 000).

Fig. |3 — Accentuation de la cytomembrane de séquestration (CS) par un artifice de coloration. Présence
de membranes internes (fleche) se développant sur trois épaisseurs (G 31 000).

Fig. |4 — Généralisation du développement des membranes internes surnuméraires (fleche) parallélement
aux structures externes des bactéroides (G <« 40 000).
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Le second type de structures internes est présent dans la zone nodulaire III ou
s'accumule, entre la membrane de séquestration et la paroi, la leghémoglobine
(TRUCHET, 1972). La présence dans cette région d'un systeme membranaire,
différent de celui que nous décrivons pour R. meliloti, a été signalée par DART et
MERCER (1963) dans les bactéroides des nodules de Tréfle (Trifolium subterraneum).

Pour la Luzerne, nous avons toujours rencontré un systéme de membranes
lindaires se développant a la périphérie des bactéroides et situé dans le cytoplasme
bactérien. Il est intéressant de noter que ce méme type de formations a été observé
chez d'autres micro-organismes unicellulaires. Il est signalé régulierement chez les
bactéries du méthane (DAVIES et WHITTENBURY, 1970 ; RIBBONS et coll.,, 1970 ;
SMITH et RIBBONS, 1970), chez certaines bactéries photosynthétiques (TRUPER,
1968 ; HUSSAIN QUADRI et HOARE, 1968) et chez les Algues bleues (WILDON et
MERCER, 1963). Quoique ces especes soient trés différentes, elles possedent un
point commun : I'utilisation des gaz.

Or, notre systéme n'apparalt que dans la zone "rouge" du nodule et jamais dans
les autres zones, ni dans les cellules en culture libre. On est alors en droit de
penser qu'il représente peut-&tre le support d'une chaine d'oxydations cellulaires

particuliere, adaptée a la fixation de ['azote atmosphérique.
1.4. Conclusion

Lors de l'infection de la plante, Rhizobium subit donc d'importantes
modifications morphologiques dues d'une part a l'acquisition d'une certaine plasticité
par la paroi et d'autre part a la mise en place de membranes surnuméraires lors de
la maturation de la cellule bactérienne en bactéroide.

Dans ces conditions, nous avons vu dans l'Introduction que Rhizobium subit aussi
d'importantes modifications métaboliques dues :

- a une nouvelle alimentation carbonée fournie par la plante et alimentant son
métabolisme énergétique et intermédiaire (Introduction : 3.3.2 et 3.3.3.) ;

- a une limitation de la pression partielle en oxygene par la leghémoglobine et
obligeant ses chaines d'oxydations cellulaires a fonctionner dans des conditions
différentes (Introduction : 2.2.4.1)

- a la mise en place et au fonctionnement du complexe nitrogénasique modifiant
sa nutrition azotée (Introduction : 2.2.1) et l'équilibre de ses besoins énergétiques
(Introduction : 2.2.4.2).

Afin de pouvoir mieux comprendre l'importance de ces modifications lors de la
symbiose, il est nécessaire de mieux connaitre le métabolisme des cellules libres et
en particulier leur nutrition carbonée, base du fonctionnement du meétabolisme

énergétique chez Rhizobium.
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2. - LA VOIE DE L'ACIDE 2- CETO-GLUCONIQUE

2.1. Mise en-évidence d'une particularité métabolique chez Rhizobium meliloti

2.1.1. Croissance de la souche M5N1 de Rhizobium meliloti

Nous avons réalisé 1'étude de I'utilisation de nombreux substrats

énergétiques carbonés simples par des cellules placées en différentes conditions de
croissance.

2.1.1.1. Sur milieu gélosé

En croissance sur milieu gélosé, Rhizobium meliloti, souche M5N! isolée de
nodules de luzerne au laboratoire, forme des colonies plus ou moins muqueuses en
fonction de la nature de la source de carbone du milieu (tab. 6). Cet aspect est dd a

'excrétion d'exopolysaccharides par les cellules bactériennes (COURTOIS et coll.,
1975).

Source de carbone amenant, en milieu solide, la formation de colonies

Tres peu muqueuses Légerement muqueuses Tres muqueuses
Amidon Inositol Galactose Adonitol
Arabinose Mannose Lactose Fructose
Cellobiose Pyruvate Maltose Gluconate
Dulcitol Raffinose Saccharose Mannitol
Glucose Succinate Ribose
Glutarate Xylose Sorbitol

Glycogene

Tableau 6 - Aspects des colonies d'une souche de Rhizobium meliloti (M5N1)
cultivée sur milieu RC solide additionne de differentes sources de
carbone a raison de 10 g/l et incubé a 30°C durant 5 jours.
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L'ensemble des substrats est classé en trois groupes en fonction de la
production apparente de polysaccharides par les colonies. Il faut noter que le
glucose que l'on retrouve comme constituant a 80 % de la structure primaire de ces

biopolymeres (COURTOIS et coll., 1975) n'en favorise pas leur accumulation.

2.1.1.2. Sur milieu liquide

On peut faire les m@mes observations a propos de la viscosité des milieux
liquides liée a la production de polysaccharides. A titre d'exemple, nous rapportons
dans le tableau 7 la croissance de notre souche en milieu RC liquide additionné de
glucose, de galactose, de fructose ou de mannitol a raison de 10 g/l ; nous indiquons

la valeur du pH lue en fin de croissance et la quantité de polysaccharides

accumulée.
Temps de culture Glucose Galactose Fructose Mannitol

21 h30 mn DO 1,60 1,58 1,65 1,24

41 h 30 mn- DO 2,20 2,30 2,15 2,15
DO 2,70 2,70 2,70 2,70
Polysaccharides

165 h (ug/ml) 850 840 2 300 2 000
pH 4,5 4,6 7,4 6,9

Tableau 7 - Culture de la souche M5N1 de R. meliloti sur milieu RC liquide
additionné de substrats carbonés a raison de 10 g/l.

On constate que la densité des cellules est semblable quel que soit le substrat
utilisé, par contre la quantité de polysaccharides accumulée varie ainsi que le pH.
Lorsque le pH reste voisin de la neutralité, il s'accumule presque trois fois plus
d'exopolysaccharides. Cette observation a été a la base d'une étude compléte des
conditions de synthese des exopolysaccharides menée en collaboration avec B.
COURTOIS et rapportée dans de nombreuses publications (COURTOIS et coll., 1975,
1979, 1982 a et b, 1983 ; HORNEZ et coll.,, 1976, 1982 ; THEODOROPOULOS,
1985).

2.1.2. Effets de la nature des substrats carbonés

2.1.2.1. Sur la modification du pH des milieux de cu‘lture

Cette modification du pH peut se faire de fagon tres variable a partir de

substrats carbonés de structure trés voisine (tab. 8).
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Temps Glucose Mannose Fructose Mannitol
en heures
0 7,3 7,4 7,5 7,5
21 7,25 7,1 7,5 7,45
43 6,85 6,2 7,45 7,4
50 6,6 4,85 7,45 7,35
120 5,5 4,5 7,4 7,25
147 5,40 b4 7,45 6,95
210 5,0 4,4 7,4 6,7

Tableau 8 - Evolution du pH lors de la culture de Rhizobium meliloti (M5N1)
sur milieu complet additionné de différentes sources de carbone a
concentration de 1 %.

Ceci nous amene a classer les substances hydrocarbonées par rapport a la
souche M5N1 en deux catégories :
- celles dont l'utilisation s'accompagne d'une forte baisse de pH et qui donnent
en fin de manipulation des cultures denses et limpides ;
- celles dont ['utilisation s'accompagne d'un maintien du pH aux environs de la
neutralité et qui donnent en fin de manipulation des cultures denses et de

viscosité importante (tab. 8).

2.1.2.2. Sur le rendement moléculaire de croissance

Ces phénoménes ne modifient pas systématiquement le rendement moléculaire
Y de croissance de la souche. (Rapport de la biomasse obtenue exprimée en g de
matieres séches sur le nombre de moles de substrat énergétique consommé dans ces

conditions) (tab. 9).
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Substrat Poids sec de Substrat Rendement
carbone cellules en utilisé en  moléculaire
g/l mole/!| obtenu = Y
Glucose 0,605 1,44 1072 42
Fructose 0,638 1,55 .1072 41
Saccharose 0,230 0,73 .1072 3
Lactose 0,210 0,694.1072 30
Galactose 0,372 0,944,102 39

Tableau 9 - Calcul du rendement moléculaire de croissance de Rhizobium meliloti

(M5N1) a partir de différents substrats carbonés utilisés dans la

-

préparation de milieu synthétique. Temps d'incubation : 40 h a
30°C.

On constate que la croissance de la souche est supérieure a partir des
monosaccharides a celle obtenue a partir des dissacharides. Les rendements
énergétiques du glucose, du fructose et du galactose sont trés voisins et on peut
penser qu'ils sont dégradés par la (ou les) méme(s) voie(s) catabolique(s). Mais le
galactose est utilisé a une vitesse moindre.

Cette identité, pour notre souche, des rendements moléculaires de croissance
calculés a partir de l'utilisation du glucose ou du fructose nous a amené a étudier le

phénomene d'acidification en absence de développement des cellules.

2.1.2.3. Sur la modification du pH des milieux de non prolifération

- Survie des cellules non proliférantes

Les cellules sont préparées par culture de la souche M5N1 sur milieu RC
additionné de glucose a raison de 10 g/l, en agitation rotative, a 30°C durant 16 h.
Ce temps d'incubation est choisi de fagon a avoir dans ces conditions des cellules en
fin de phase exponentielle de croissance. Centrifugées a 8 500 g durant L5 mn, elles
sont lavées deux fois dans le TNP et remises en suspension dans ce méme tampon

de facon a obtenir une DO 0= 10,0. Conservées dans ces conditions a + 4°C, on

62
peut contrdler régulierement leur survie par numération a des temps variables (tab.

10).
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Temps de stockage Nombre de germes

en heures viables par ml
0 98 x 105
7 98 x 108
29 97 x 1 0
53 1 x 10 9
100 Il x 109
200 11 x 10

Tableau 10 - Evolution de la viabilité des cellules de R. meliloti M5N1 conservées

a DO620 = 10,0 dans le TNP a + 4°C.
(Les résultats des numérations sont des moyennes de trois manipula-
tions).

Aucune lyse significative n'est observée durant plus d'une semaine de stockage.
Avant leur utilisation, les cellules sont lavées dans le TNP et les suspensions sont
diluées jusqu'a une concentration adéquate pour la manipulation.

Cette résistance particuliére de R. meliloti comparée a la durée de survie
limitée, dans ces conditions, de nombreux autres genres microbiens nous permet
d'utiliser des lots de celliles vigoureusement identiques pour de nombreuses

manipulations.

- Incubation en présence d'oses neutres

Nous avons suivi I'évolution du pH de suspensions cellulaires a DO = 1,0 sur

620
le milieu de non prolifération soit en présence de glucose (10 g/l), soit de fructose
dans la méme concentration (tab. 11). Dans ces conditions, les cellules, incapables
seules de réduire l'azote atmosphérique, respirent mais ne peuvent en aucun cas se

diviser.

Temps d'incubation Glucose  Fructose
en heures

0 7,3
50 6,1
100 4,9
150 4,5
200 4,3

Tableau 11 - Evolution du pH lors de I'incubation de suspensions non proliférantes
de R. meliloti M5N1 a 30°C en agitation rotative, a DO, = 1,0 en
présence de glucose ou de fructose a raison de 10 g/l.
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On vérifie par ailleurs qu'il n'y a pas non plus lyse durant ces 200 h

d'incubation :

9

- temps 0, sur glucose : 1,1 x 109 bactéries/ml ; sur fructose : 1,15 x 107 bacté-

ries/ml ; 9 9
- temps 200 h, sur glucose : | x 10” bactéries/ml ; sur fructose : 1.10” bactéries/

ml.
Que ce soit en suspension dense dans le TNP a + 4°C ou a concentration

moyenne dans le MNP 3 + 30°C, la survie de R. meliloti est totale durant au moins
200 h.

En présence de fructose, le pH reste stable ; en présence de glucose il décroft
régulierement. Ce phénomeéne d'acidification est plus rapide en non prolifération
qu'en culture : peut-&tre est-ce dii a la densité cellulaire au temps zéro plus
importante dans le premier cas que dans l'autre.

Cette acidification n'est donc pas liée au développement microbien et a la
multiplication cellulaire mais résulte de l'utilisation du glucose indépendamment de

la source d'azote. Elle n'apparalt jamais en présence de fructose.
2.1.3. Extension a I'ensemble de l'espece

Cette propriété métabolique particuliere de notre souche M5N1 de
Rhizobium meliloti a été comparée avec celle d'autres espéces de Rhizobium a
croissance rapide (tab. 12) ou avec d'autres souches de la méme espece (tab. 13). Le
modele expérimental choisi est celui des bactéries non proliférantes en suspension

dans des MNP additionnés de glucose ou de fructose.

Fructose Glucose
. Polyosides Polyosides
QOrigine Souche pH ug/ml pH ug;ml
R. lequminosarum
UST (Lille I) L2S 7,1 1005 8,9 712
UST (Lille I) L3S 7.2 961 7,1 263
UST (Lille T) L4S 71 1007 71 322
UST (Lille I) L21S 7,2 726 7,2 472
R. phaseoli
UST (Lille I) p2s 7,15 368 7.1 459
UST (Lille I) P78 7.0 257 7.0 558
UST (Lille ) : P118 7.0 460 7,0 1012
UST (Lille I) P12S 7,1 6541 7.0 6542
) R. trifolii
UST (Lille I) T3S 7.0 467 6.9 721
UST (Lille I) T7S 7.1 310 7.0 362
UST (Lille ) T27S 7.0 720 7.0 365
UST (Lille ) T358 7,0 342 7.0 T4

Incubation pendant 100 h a 30e C.

Tableau 12 - Acidification et production d'exopolyosides par 12 souches de Rhizobium

- - - ’ -, e - T —————
a croissance rapide, placées en conditions de non proliferation, en

présence de fructose ou de glucose.
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Fructose Glucose
m Polyosides Polvosides

Origine Souche pH ug/ml pH ug/ml
J. Dénarié (Versailles) 2011 D 7.3 402 5,8 102
Hollande (Kampen) A 145 7,1 410 6,0 219
Tunisie Tu 20 7,1 310 5.8 84
F. Pichinoty, CIAT 44 7,3 262 3,9 30
CSIRO Su 47 72 322 4,8 103
Hollande (Kampen) A 161. 7,0 249 3,8 116
France (Dijon) Fm1 7.3 276 3,8 33
UST (Lille I) M5S 7,2 320 3.9 47
UST (Lille I) M118 7,0 310 3,1 44
UST (Lille ) M13S 6,9 312 4,2 27
UST (Lille I) M14S 7,0 225 5,8 7
F. Pichinoty, CIAT 21 (%) 5,1 155 5,1 101
RIO (Canada) 12 7.3 405 8,0 250
Belgique (Gembloux) M1-5 (") 3,2 175 5,2 30
F. Pichinoty, RCR 2001 6,9 204 3,1 90
F. Pichinoty, RCR 2003 7.0 102 4,7 20
F. Pichinoty, RCR 2004 7,2 172 6,0 30
UWA Wu 498 6,9 126 4,8 60
UWa Wu 499 7,2 266 3,8 122
Tunisie Ar 16 7,0 850 5,3 320
RCR 2011 S, 6,9 780 , 5,7 350
RCR ) 2011 R 7,3 387 3,7 91
M. Obatpn (Dijon) Ve 26 (*) 5,0 180 5,0 30
UST (Lille ) M3S 7.0 451 4,8 302
QST (Lille 1) MSN1 7,0 950 4,7 198
L;ST (L;lle Iy M178 7.1 498 4,3 153
UST (Lille ) M208 7,0 1010 4,6 309

Incubation pendant 100 h a 300 C.
(*) Ces souches n’ont pas le profil d’acidification des souches types.

Tableau 13 - Acidification et production d'exopolyosides par 27 souches de
R. meliloti placées en conditions de non prolifération en présence de
glucose ou de fructose.

Les propriétés métaboliques observées sur la souche MS5N! de Rhizobium
meliloti ne se retrouvent pas sur les autres. especes a croissance rapide mais
pratiquement sur la totalité des souches de la méme espece. Cette propriéte
d'acidification en présence de glucose-devient un critere utilisable pour la
classification de toutes les souches représentantes du groupe d'inoculation de la
luzerne : Rhizobium meliloti.

2.2. La voie acidifiante : identification et fonctionnement

2.2.1. Identification du ou des produits acides

Nous avons remarqué que le pH descend plus rapidement dans les
systemes cellulaires non proliférants comparés aux cultures sur milieu complet. La
libération de produits acides y est donc plus rapide, vraisemblablement a cause de la
densité importante de cellules des le début d'incubation. Nous choisissons donc ce
modele expérimental pour fabriquer en quantité importante les acides issus de la

dégradation du glucose.
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2.2.1.1. Préparation et purification de la fraction acide

L'incubation a 30°C de Rhizobium meliloti, cultivé préalablement sur milieu RC
plus glucose et remis en suspension a la concentration de 3.109 bactéries/m! dans un
tampon de non prolifération additionné de 10 g/l de glucose, permet aprés 116 h

d'agitation d'atteindre un pH d'une valeur de 3,9.

Les cellules bactériennes sont alors éliminées par centrifugation et le
surnageant limpide contient alors en solution :
- les composants du tampon de non prolifération (KHZF’Ou et MgSOu, 7H20),
- le polysaccharide synthétisé aux deépens de la source de carbone en début
d'incubation avant que le pH ne devienne trop bas,
- le glucose en exces,

- les produits de catabolisme dont la fraction acide.

La purification de la fraction acide a été réalisée par €limination du
polysaccharide (relargage par I'éthanol en présence d'acétate de sodium) et des sels
de phosphore et de magnésium (précipitation sous la forme de phosphates
ammoniacaux magnésiens). Nous avons vérifié que ces traitements n'entrainaient pas
de perte de produits acides (HORNEZ, 1976).

Nous obtenons finalement une solution purifiée ne contenant plus que le glucose

en exces et les produits de catabolisme.

2.2.1.2. Identification de la fraction acide

L'emploi des techniques de séparation électrophorétique et chromatographique
des composés de cette solution montre qu'elle ne contient qu'un seul produit acide
dont le comportement comparé a de nombreux acides organiques du métabolisme
intermédiaire est identique a celui des acides o -cétoniques et en particulier celui

de I'acide 2 céto-gluconique (tab. 14 et 15).
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Tampons de migration

Substrats . Pyridine . Borate de sodium . Véronal de sodium
. Acide acétique . Chlorure de calcium . EDTA sodique
. Eau . Eau . Eau
pH 3,9 - 15 h pH 9,2 - 7,5 h pH 86 -6 h
Pyruvique 1 - -
2 céto-
gluconique 0,66 0,32 1
5 ceto-
gluconique 0,60 1 0,97
Glucose 0,28 0,43 0,48
Fraction
acide 0,66 0,82 1

Tableau 14 - Valeurs relatives des coefficients de migration calculés pour chaque
systeme de séparation électrophorétique (400 volts, temps variable) en
fonction du substrat le plus mobile dans le systeme.

Systemes solvants

! Butanol 2 Butanol 3 Propanol 4 Ethanol
Substrats Acide acétique Acide formique Méthyl benzoate Ammoniaque
Acide formique
Eau Eau Eau Eau
4/1/5 viv 7/3/12 v/v 7/312]5 viv 80/5/15 v/v
2 céto-
gluconique 0,28 0,49 0,77 0,64
5 céto- 1 1 1 0,5
gluconique (trainée)
Glucose 0,70 0,34 - 1
Fraction
acide 0,28 0,49 0,78 0,64

Tableau 15 - Valeurs relatives des coefficients de migration de différents substrats
lors de leur chromatographie de partage, descendante, sur papier
(1-2-3) ou de leur chromatographie d'adsorption, ascendante, sur
couche mince (#). Les temps de migration sont respectivement de
15,5 h, 17 h, 15 h et 4,5 h.
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La solution purifiée est alors traitée en électrophorese préparative et la bande
de papier correspondant a la fraction acide est €luée par ['eau distillée et
concentrée par évaporation sous vide. A partir de cette fraction, nous avons pu

réaliser :

- la formation de dérivés 2-4 dinitrophénylhydrazones.
Pour éviter l'oxydation éventuelle a chaud des a-hydroxycétones, nous avons
utilisé la méthode de condensation a froid décrite pour l'identification des acides

a -cétoniques dans les liquides biologiques.

NO NO

2 2
\ \
,C=0 + NH, - NH{)>-NO, ——> C = N - NH <) NO, + H,0
2-4 dinitrophénylhydrazine 2-4 dinitrophénylhydrazone
2-4 DNPH

L'application de cette technique a de nombreux acides organiques o-cétoniques
du métabolisme intermédiaire et la détermination de leur coefficient de migration
en chromatographie de partage (solvant Butanol, Ethanol, Ammoniaque 0,5N, 7/1/2,
v/v) nous ont permis d'identifier notre fraction a l'acide 2 céto-gluconique (tab. 16).

2-4 dinitrophénylhydrazones Rp-
dérivées de

Acide pyruvique 0,50
Acide o.-céto-glutarique 0,11
Glucose 0,57
Acide 2 céto-gluconique 0,25
Fraction acide 0,26

2-4 DNPH (2 spots) 1 et 0,89

Tableau 16 - Valeur des coefficients de migration (RF) des dérivés 2-4 dinitrophényl-
hydrazones (2-4 dinitrophénylhydrazine = 1) en chromatographie de
partage sur papier par un solvant Butanol/Ethanol/Ammoniaque 0,5N
711712, v/v.
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- la formation de dérivés quinoxalinols.
Les avantages de ces dérivés par rapport a ceux des 2-4 dinitrophénylhydrazones
sont leur plus haute spécificité pour la fonction a-cétonique des acides carboxyliques

et leur stabiljté plus importante.

NH2 o OH N OH
7
C N
+ i —- ’ -
C
2z N\ Z
Nl-wl2 o R N R
ortho-phényléne acide ¢ : 2 hydroxyquinoxaline
diamine cétonique = quinoxalinol

(Acide 2 céto-gluconique) (2 hydroxy, 3 tétrahydro-

xybutylquinoxaline)

Nous avons réalisé la condensation a la fois sur un échantillon d'acide 2
céto-gluconique commercial et sur notre fraction acide purifiée. La densité optique
des solutions obtenues est lue a 330 nm et a 360 nm (tab. 17). En effet, selon
LANNING et COHEN (1951), le rapport de la densité optique lue 3a 330nm et de
celle lue a 360 nm est de 1,51 + 0,07 pour les solutions contenant des acides 2

céto-gluconiques.

Dérivés quinoxalinols de

Densité

optique acide 2 céto-gluconique fraction acide purifiée
témoin

DO 330 0,425 0,557

DO 360 0,295 0,380

DO 330

DO 360 1,44 1,465

Tableau 17 - Densités optiques a 330 nm et 3 360 nm des dérivés de condensation
de I'orthophényléne diamine avec I'acide 2 céto-gluconique commercial
(témoin) et avec la fraction acide purifice.
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Les rapports d'absorbance correspondent dans chacun des cas a la fourchette
1,51 + 0,07 annoncée par LANNING et COHEN (1951). Notre fraction acide est donc

un représentant des acides -céto-hexoniques.
- I'étude en spectroscopie infra-rouge.

L'obtention des spectres . infra-rouges est réalisée sur cellule IRTRAN (fig.
15).

o

acice 2ceto-glucomague
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Figure 15 - Spectre infra-rouge d'une solution témoin d'acide 2 céto-gluconique
et de la fraction acide purifiée s’accumulant lors de la culture de
Rhizobium meliloti en présence de glucose.

La comparaison des spectres obtenus identifie sans équivoque !'acide qui
s'accumule lors de l'incubation de cellules de R. meliloti en présence de glucose a

'acide 2 céto-gluconique.
2.2.2. Identification des enzymes de la voie du 2 céto-gluconique

A partir de I'hypothese ou l'oxydation du glucose en acide 2
. céto-gluconique passe par l'intermédiaire de l'acide gluconique, nous avons
recherché |'existence d'activités enzymatiques capables de catalyser la voie

métabolique suivante :

Glucose ——p  Acide gluconique e Acide 2 céto-gluconique
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2.2.2.1. Recherches des activités enzymatiques

Ces manipulations ont été réalisées sur des cellules cultivées sur RHB | Plus

glucose et éclatées par broyage mécanique en présence d'alumine, a froid.
- Recherche de la glucose oxydase :

Broyat cellulaire

Principe : Glucose + O, + H20 Acide gluconique + HZOZ’

e
2 (glucose oxydase)
H,O, + chromogene Peroxydase Chremophore
2 2 e

Aucune activité n'a été détectée par cette méthode, ni sur le surnageant des
broyats cellulaires, ni sur les culots d'alumine et de débris cellulaires solides

récupérés.
- Recherche de déshydrogénases :

Principe : D Glucose + NAD(P)" + H)O  ——  Acide gluconique + NAD(P)H,H".

Acide gluconique + NAD(P)" + H,O == Acide 2 céto-\gluconique

2 + NAD(P)H,H".
La méthode est basée sur la mesure de la vitesse de réduction de NAD(P)"
par lecture de la variation d'absorbance a 340 nm de chacun des coenzymes en

présence du broyat cellulaire et de glucose ou d'acide gluconique en exces.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence une activité glucose déshydrogénase

. . - + rd
trois fois plus active avec un coenzyme type NAD compare au coenzyme type
NADP™, ainsi qu'une activité gluconate déshydrogénase 3 coenzyme type NADP' ex-

clusivement.

Toutefois, les activités mesurées sont toujours apparues tres faibles par
rapport a celles décrites dans la littérature pour d'autres genres bactériens. Nous
avons pu montrer que ceci €tait di au fonctionnement non négligeable de la chaine
des oxydations cellulaires dans nos broyats mécaniques et aussi dans les
ultra-sonicats utilisés par la suite, en particulier au niveau de I'NAD(P)H
déshydrogénase. Les résultats obtenus avec NAD(P)" comme donneur d'électrons
sont donc le bilan d'activités a effet contraire. Afin d'éviter ces réactions parasites,
nous avons choisi d'autres substances possédant un couple redox supérieur aux

couples glucose/gluconate, gluconate/2 céto-gluconate, NAD(P)"/NAD(P)H. Nous
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avons abandonné la phénazine méthosulfate du fait de son instabilité a la lumiere et
lui avons préféré le dichlorophénolindophénol (DIP) dont la réduction est lue par la

modification d'absorbance a 600 nm.

2.2.2.2. Localisation cellulaire-des activités

Nous avons voulu savoir si les activités glucose déshydrogénase et gluconate
déshydrogénase étaient cytoplasmiques ou membranaires. Pour cela, nous avons
traité les cellules bactériennes par les ultra-sons comme il est décrit dans le
chapitre Matériel et Méthodes (7.1.2.1.). Le gel est récupéré aprés la seconde
centrifugation a 85 000 g. Son observation au microscope électronique apres fixation
et inclusion permet d'observer qu'il est constitué exclusivement de membranes
bactériennes non vésiculées (a cause de la présence de la paroi) avec absence totale
de cellules entieres.

Dans ces conditions, on constate d'une part qu'il n'y a pas d'activité dans la
fraction cytoplasmique soluble, d'autre part qu'il existe une forte activité dans les
préparations membranaires (activité spécifique de l'ordre de 50 fois supérieure a

celles mesurées sur les broyats cellulaires a I'alumine).

Les produits formés par l'action d'extraits membranaires sur du glucose e
(0,5 uCi) ont été séparés par électrophorése sur papier (tampon pyridine/acide
acétique/eau, 3/10/400, v/v, pH 3,9, 400 V, 8 h) et révélés par comptage en
scintillation liquide de bandes découpées sur I'électrophorégramme (fig. 16). La
comparaison des pics observés par cette méthode aux témoins révélés chimiquement
permet l'identification des produits d'oxydation du glucose par les débris

membranaires, a I'acide gluconique et a l'acide 2 céto-gluconique.

10~ glucose

acide
glucunique

acide
2 céto-gluconique

10 ‘ 20
Migration (cm)

Figure 16 - Etude des produits de dégradation du glucose pour des extraits
membranaires de Rhizobium meliloti.
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Les activités déshydrogénases mises en évidence sur les extraits membranaires
sont bien celles de la glucose déshydrogénase et de la gluconate déshydrogénase. Il
n'est pas possible ici de les localiser sur la face interne ou la face externe de la

membrane cytoplasmique.
2.2.3. Propriétés des enzymes participant a la voie du 2 céto-gluconique
Nous avons déterminé les parametres physico-chimiques du fonctionnement
des enzymes participants, leur spécificité et abordé les problémes liés a la

régulation de leur synthése.

2.2.3.1. pHmax et constantes cinétiques

- Détermination du pH d'activité maximum

Initialement, nous avions mis en évidence les activités déshydrogénases par
I'utilisation de NAD(P)™ et ceci d'autant plus facilement que le pH était élevé. Ces
observations sont contradictoires avec le fait que l'acide 2 céto-gluconique
s'accumule aussi bien en culture qu'en non prolifération jusqu'a des pH tres bas. En
fait, les extraits membranaires contiennent une NADH déshydrogénase dont
I'activité cesse a partir de pH 7,5. Nous avons ainsi été amené a explorer une large

plage de pH par la recherche du pHmax de chacune des déshydrogénase (fig. 17).
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Figure 17 - Activité de la glucose déshydrogénase ( &——e@) et de la gluconate
<61est)1ydrogenase (&—a) en fonction du pH (réduction du DIP lue 3 DO
oo - V

5 pH 5,9 Tampon Malate/NaOH
59 pH 7 Tampon Véronal/Acide acétique
7 pH 8,9 Tampon Glycine/NaOH
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- Mesure des constantes cinétiques
Les vitesses initiales de transformation du glucose ou du gluconate dépendent
de leur concentration selon une relation de Michaelis. Les enzymes sont donc

saturables, nous en avons défini les constantes d'affinité (fig. 18).

‘/V
MM DIP
(r:edmt /hxmg prot)‘

10

O~

1/5 mM"

Figure 18 - R’eprésentation selon LINEWEAVER-BURK de la variation des Vi de
reduction de DIP en fonction de la concentration en glucose ( &—e )
ou en gluconate ( a~—a ).

La lecture graphique de I'ensemble de chacun des résultats permet de calculer
le Km et la Vmax pour chaque enzyme :
- glucose déshydrogénase : Km = 350 uM ; Vmax = 30 pmoles de glucose transfor-
més par h et par mg de protéine, soit 500 nmoles par min ;
- gluconate déshydrogénase : Km = 540 yM ; Vmax = 20 pmoles de gluconate trans-

formés par h et par mg de protéines, soit 333 nmoles par min.

- Bilan des caractéristiques physico-chimiques
Nous avons regroupé dans le tableau 18 les caractéristiques principales des

deux déshydrogénases.
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Glucose Gluconate
déshydrogénase déshydrogénase
Nature du coenzyme NAD-+ ) NADP".
ou NADP .
pH max. 6,6 5,8
Constante de dissociation
apparente (Km) 350 uM 540 uM
Vitesse maximale 500 nmoles de 333 nmoles de
d'activité supstrat dégradeé x _ 1 substrat dégradé x_
mn = x mg protéines mn  x mg protéines .
Activateurs Mg, Mn, Zn Mg | mM
loniques 100 pM Mn 100 uM

Tableau 18 - Propriétés physico-chimiques des enzymes de la voie du 2 céto-
gluconique chez Rhizobium meliloti.

2.2.3.2. Spécificité

Nous avons montré précédemment que l'utilisation d'hexoses autre que le
glucose dans les milieux d'incubation pouvait entrainer leur acidification. Nous avons
voulu voir si ces substrats pouvaient étre pris en charge par les mémes enzymes
cataboliques (tab. 19). On constate que l'activité de la glucose déshydrogénase
s'exprime aussi sur le mannose ou le galactose. Nous avons ainsi étudié a titre
d'exemple les interactions existant entre le glucose et le galactose et a titre de

témoin entre le glucose et le fructose (fig. 19).
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Figure 19 - Oxydation du glucose par des extraits membranaires de Rhizobium

meliloti en présence de quantités variables d'oses froids ( e—e
galactose, s—a fructose).

Dans cette manipulation on utilise le glucose UM'C (0,5 uCi) et son oxydatipn
est appréciée par comptage en scintillation liquide des produits d'oxydation
préalablement séparés par électrophorése. On constate que le galactose ("ose
acidifiant") modifie I'activité de la déshydrogénase vis-a-vis du glucose alors que le
fructose ("ose non acidifiant") ne la modifie pas.

Nous avons cherché le type de cette interaction glucose-galactose en étudiant
la variation du Km et de la Vmax de la glucose déshydrogénase en présence de
quantités croissantes de galactose : il s'agit d'une inhibition compétitive (Ki =
17,5 mM).

2.2.3.3. Régulation de leur synthese

Nous avons recherché et dosé les activités déshydrogénases sur des extraits

membranaires de cellules cultivées sur des substrats différents (tab. 19).




119

Activité de la glucose déshy-

Substrats drogénase mesurée sur
de culture glucose galactose mannose
Glucose 833 800 733
Galactose 816 750 716
Mannose 750 766 783
Fructose 0 0

Mannitol 0 0

Sorbitol

Glycérol 750 716 733

Tableau 19 - Mesure de l'activité glucose déshydrogénase, évaluée sur glucose,
galactose, mannose et exprimée en nmoles de DIP réduit/mn x mg
protéines, sur des extraits membranaires de cellules cultivées
préalablement sur des substrats carbonés différents.

On constate que la glucose déshydrogénase est soit induite par différents
substrats carbonés "acidifiants", soit réprimée par le fructose, le mannito!l ou le
sorbitol.

Si nous n'avons pu, faute de mutants métaboliques, démontrer de fagon
certaine que la synthése des enzymes était régie par un mécanisme d'induction, nous
avons pu néanmoins démontrer que nous n'étions pas en présence d'un phénomene de
répression. En effet, la culture de la souche en présence de glucose et de fructose
montre l'utilisation conjointe des deux substrats, sans diauxie, et nous avons toujours
pu mettre en évidence sur les débris membranaires obtenus a partir des cellules
prélevées a différents moments de la croissance les deux activités glucose

~

déshydrogénase et gluconate déshydrogénase.

2.3. La physiologie de la production d'acide 2 céto-gluconique

Nous avons remarqué que l'importance de l'acidification des milieux
d'incubation, due exclusivement a partir du glucose a l'accumulation de l'acide 2

céto-gluconique, est variable en fonction de plusieurs parametres.
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2.3.1. En fonction du pH initial des milieux d'incubation

L'accumulation de I'acide 2 céto-gluconique dans les milieux tamponnés
au départ aux environs de la neutralité a pour conséquence une acidification des
milieux. On peut se demander si ce phénomene ne favorise pas la formation de
I'acide 2 céto-gluconique aux détriments d'autres voies de catabolisme. Nous avons
donc utilisé un systéme de non prolifération, djusté aux pH 3,5 - 4 - 5 -6 - 7 et
additionné de glucose a raison de 10 g/l. On y suspend des cellules de Rhizobium
meliloti jusqu'a absorbance de | a 620 nm. Le dosage de l'acide 2 céto-gluconique
se fait par la méthode de BRISOU avec correction de I'interférence du glucose dosé

dans chaque échantillon par la glucose-oxydase (fig. 20).
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Figure 20 - Accumulation d'acide 2 céto-gluconique par Rhizobium meliloti en
suspension dans des milieux de non prolifération additionnes de
glucose a 1 % et dont le pH initial est variable.

On constate que jusqu'a pH 5 I'accumulation de l'acide 2 céto-gluconique
s'intensifie. Ceci peut s'expliquer par les valeurs de pH d'activité maximale des
glucose et gluconate déshydrogénases précédemment décrites. Au dela, l'activité

cellulaire décroit jusqu'a s'annuler totalement a pH 3,5.
2.3.2. En fonction de la concentration initiale en glucose

2.3.2.1. Conditions de croissance

La concentration en glucides des milieux de culture pour Rhizobium est

habituellement de 10 g/l. Si en fonction du temps, on observe d'une part, la
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croissance de la souche sur milieu RHB | additionné de glucose (10 g/l) et d'autre
part, la disparition de ce substrat du milieu (fig. 21), on s'apergoit qu'il reste en fin

de phase exponentielle de croissance 73 % du substrat énergétique initial.
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Figure 21 - Croissance de R. meliloti exprimée en densité optique mesurée a
620 nm sur milieu RHB, additionné de glucose a raison de 10 g/l

( &~ ). Evolution de la concentration en glucose au cours du temps
( H)-

Nous avons alors suivi 1'évolution de la croissance de la souche sur milieu
RHB, additionné de différentes quantités de glucose comprises entre 0,5 et 10 g/l
et la variation du pH de ces milieux lors de leur incubation a 30°C durant 91 h (tab.
20).

Gilucose (g/)
o ——
0.5 1 2 4 6 8 10
Temos —————— S ——  r—— p————
en (h) DO pH DO pH DO. pH DO pH DO. pH DO. pH DO pH
0. .. ... ..., 002 725 002 725 002 75 002 725 002 725 002 725 0.0 7T.2%

0., 0,15 677 016 7 Q.2+ 63 017 68 024 67 023 6355 027 6.5 p
o 0,30 65 032 66 047 635 041 635 044 61 045 55 047 5.4 3 U
T4 033 62 0% 59 055 565 042 535 046 54 045 53 046 53 e E
b ) 04l 62 0,47 54 0357 56 047 51 046 54 045 505 046 53

Tableau 20 - ContrSle de la croissance de R. meliloti en milieu RHB, par mesure
de la densité optique 3 620 nm des suspensions cellulaires et contrle
de I'évolution du pH en fonction de la goncentration en glucose des
milieux de culture (1 unité de DO = 1,2.10” bactéries/ml).
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Quelle que soit la concentration en glucose, nous constatons :
d'une part, qu'au dela de 2 g/l la croissance est pratiquement identique ;
d'autre part, que le pH baisse dans tous les cas, qu'il diminue d'autant plus

rapidement que la concentration en glucose est élevée pour atteindre généra-

lement en fin d'incubation des valeurs comprises entre 5 et 5,5.
Dans ces conditions, 1'étude du spectre infra-rouge de la fraction acide
purifiée nous a permis de confirmer que I'acidification est bien due a l'accumulation

d'acide 2 céto-gluconique.

2.3.2.2. Conditions de non prolifération

Nous avons étudié la disparition du glucose dans les milieux d'incubation
contenant des concentrations d'oses de l'ordre de celles employées lors de la
respiration en Warburg (312). Nous avons dosé en méme temps l'acide 2
céto-gluconique dans les milieux réactionnels. Les résultats obtenus lors d'incubation
a 30°C sous agitation moyenne sont rapportés dans la figure 22.

Pour les concentrations faibles de 0 a 166 pg/ml, le glucose disparalt
totalement en 48 heures d'incubation. Par contre, pour les concentrations
supérieures, il reste mal utilisé au-dela de ce méme temps.

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

La méme expérience répétée dans des conditions d'incubation sous agitation
tres forte, donc dans de meilleures conditions d'oxygénation, aboutit aux mémes
résultats. L'acide 2 céto-gluconique ne s'accumule pas pour autant en quantité plus
importante.

Nous pouvons comprendre facilement que dans les conditions utilisées
habituellement pour la culture de nos souches (10 000 pg/ml), l'acide 2

céto-gluconique s'accumule.

2.3.3. En fonction du transfert en oxygene dans les milieux d'incuba-

tion

Les microorganismes n'étant capables que de consommer l'oxygene
dissous dans la phase aqueuse du milieu qui les environne, leur activité cellulaire va
étre directement fonction de la disponibilité de Il'oxygene, donc de sa vitesse de
renouvellement au fur et a mesure de sa consommation dans les milieux
d'incubation. La mesure du KLa, coefficient de transfert en oxygene, d'un

bioréacteur permet d'évaluer ses capacités de transférer 1'oxygéne gazeux a la

masse liquide.
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Figure 22 - Courbes de disparition du glucose (en trait plein, échelle variable) et
d'apparition de l'acide 2 céto-gluconique (en pointillé) lors de I'incu-
bation de Rhizobium meliloti (DO 20 = 1,0) en présence de différentes
concentrations initiales de glucose. .

A 33 pg/ml - B 166 pg/ml - C 333 ug/ml - D 500 pg/ml.
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Nous avons montré qu'une suspension de R. meliloti, placée dans des
conditions de non prolifération en milieu glucosé, accumule, comme en croissance,
de l'acide 2 céto-gluconique. Nous avons choisi ce systéme pour étudier cette
production dans des conditions d'oxygénation différentes des milieux d'incubation
(15 h ¢ KLa ¢ 60 v

Les résultats sont rapportes dans le tableau 21.

KLa 60 45 37,5 30 22 15

Acide 2 céto-gluconique 0 2 50 350 0 O

Tableau 21 - Quantités d'acide 2 céto—gluconiq\& produit (ug/ml) en bioréacteur par
une suspension de R. meliloti (10° bactéries/ml) lors d'une incubation
de 45 h dans 14 1 de milieu de non prolifération additionné de 10 _5/ 1
de glucose, en fonction de transfert en oxygene variable (KLa en h ).

On constate que :
- la production d'acide 2 céto-gluconique passe par un maximum pour un KLa de
-1
30 h

de milieu et placée en agitation rotative a 105 tours/min. C'est dans un tel sys-

; il faut signaler que ce KLa est celui d'une fiole a toxines contenant 1 |

téme que nous avons mis en évidence la formation d'acide 2 céto-gluconique a
partir du glucose ;

- pour des valeurs de KLa g 22 h'l, il n'apparait plus d'acide 2 céto-gluconique.
Il faut cependant signaler que dans ces conditions le pH des suspensions décroit
malgré tout : pH 4,5 aprés 45 h d'incubation. Il s'accumule donc d'autres acides
pouvant résulter de la mise en place d'un métabolisme fermentatif ;

1, il n'apparalt pas d'acide 2 céto-gluconique.

- pour des valeurs de KlLa > 45 h™

Il faut donc, pour éviter tout risque d'acidification lors des cultures de
R. meliloti sur des milieux contenant du glucose, atteindre dans le bioréacteur un
coefficient de transfert en O, supérieur a 45 ol

Nous montrons sur la figure 23, dans une expérience réalisée avec un
KLa constant de 60 h'l qu'il est possible d'obtenir des quantités relativement
importantes de cellules microbiennes (20 g, poids humide) a partir d'un milieu

glucosé sans modification notable du pH.
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Figure 23 - Courbe de croissance (O——0) de R. meliloti _§t variation du pH du
milieu en fonction du temps (@—e). KLa =60 h .

2.4. Conclusion

L'utilisation de la souche M5N! de R. fnelﬂoti nous a permis de définir deux
types de substrats carbonés permettant la croissance de la bactérie : '

- les uns peuvent étre qualifiés "d'acidifiants" puisque le pH peut décroitre jusqu'a
une valeur de 4,4 lors du développement microbien. C'est le cas du glucose, du
mannose, du galactose, ... Dans ces conditions, peu de polysaccharides sont
synthétisés ;

- les autres permettent le maintien du pH aux environs de la neutralité. C'est le
cas du fructose, du mannitol, du sorbitol, ... Dans ces conditions, il s'accumule
pres de trois fois plus de polysaccharides que précédemment.

Les conséquences de la dégradation d'un représentant de chacun de ces deux
types, le glucose et le fructose, sont observées pour 27 souches de R. meliloti et
pour 4 souches de chacun des autres groupes d'inoculation de Rhizobium a
croissance rapide. Il s'avére que d'une fagon générale, lors de la croissance
bactérienne de R. meliloti, la tendance est a l'acidification sur glucose et au
maintien du pH a des valeurs proches de celles du départ sur fructose. Ce
phénomeéne est encore plus marqué pour des suspensions cellulaires incubées en
condition de non prolifération en présence de glucose.

Ce comportement différentiel en fonction de la source de carbone du milieu

de croissance, d'abord mis a jours sur la souche M5NI, est commun a toutes les

souches représentantes du groupe d'inoculation de la Luzerne, R. meliloti.
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L'acidification est due a l'accumulation d'un seul produit issu, dans nos
conditions expérimentales, de la dégradation du glucose : l'acide 2 céto-gluconique.
Il est le résultat de l'activité de deux déshydrogénases a spécificité large,
exclusivement membranaire :

- la glucose déshydrogénase a NAD(P)”,
- la gluconate déshydrogénase 3 NADP".

Les pH d'activité maximale sont relativement bas, ce qui explique
I'accumulation plus rapide de l'acide 2 céto-gluconique a pH 5 qu'a pH 7. Les Km
apparents de 0,35 mM et 0,54 mM dénotent une faible affinité de ces enzymes pour
leur substrat. On constate, par ailleurs, en fiole, que plus il y a de glucose
disponible pour la bactérie, plus'l'acidification est rapide et‘l'accumulation d'acide 2
céto-gluconique importante.

Enfin, il apparait que le fonctionnement de la voie du 2 céto-gluconique est
lié a la disponibilité de I'oxygene dans les milieux d'incubation. La voie fonctionne
dans une plage de pression partielle en oxygene faible juste avant la mise en marche

d'un métabolisme fermentaire chez R. meliloti.

Par rapport a la croissance de R. meliloti sur d'autres glucides, le
développement de la souche sur glucose n'est pas perturbé par la production d'acide
2 céto-gluconique qui reste une voie annexe d'utilisation du glucose. On observe, par
exemple, les mémes rendements moléculaires calculés d'apres les croissances sur
glucose ou sur fructose.

Etant donné que ces deux molécules sont les principaux représentants des oses
disponibles dans la racine de la plante aprés hydrolyse dans les cellules végétales du
saccharose issu de la photosynthese (LAWRIE et WHEELER, 1975 ; ANTONIW et
SPRENT, 1978 ; DAVIS et NORDIN, 1983), il devient fort intéressant d'en connaitre
le mode exact d'utilisation par la bactérie libre afin de mieux comprendre ce qui se

passe chez le bactéroide.
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3. - CATABOLISME DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE

3.1. Etude physiologique de l'utilisation du glucose et du fructose par

Rhizobium meliloti

3.1.1. Croissance comparée

Les courbes de croissance développées par R. meliloti a partir du
glucose ou du fructose en milieu RC (24a) et en milieu RHB, (fig. 24b) sont

rapportées ci-dessous.

DOgao DOGOO
>}
14 1
05+ (o2.2
10 ' 30 , 10 ‘ 30
Temps (h)
a b

Figure 24 - Courbes de croissance de Rhizobium meliloti en milieu RC (a) ou en
milieu RHB, (b) additionné de glucose ( e ) ou de fructose ( 0—o )
a | %, culture agitée sur table rotative a 30°C.

On constate que dans chacun des cas, les courbes sont comparables. Les
meilleurs rendements cellulaires sur milieu complet s'expliquent par I'apport d'une
source d'azote protéique complexe (extrait de levure) fournissant en méme temps
certains facteurs de croissance. Ces résultats completent la similitude des

rendements moléculaires de croissance décrits précédemment (2.1.2.2.).
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3.1.2. Respiration comparée

La mesure des échanges gazeux respiratoires est réalisée grice a

I'utilisation du respirometre de Warburg, il s'agit donc de mesures manométriques.

3.1.2.1. Respiration endogene et épuisement des réserves

cellulaires

R. meliloti possede d'importantes réserves carbonées cytoplasmiques, dont le
poly- B -hydroxybutyrate (PHB) qui s'accumule durant tout le temps du
développement cellulaire sur les milieux de croissance jusqu'a atteindre, dans les
cellules des cultures agées, 50 % de la matiere seche.

Des la mise en non prolifération de ces cellules a 30°C, l'activation de leur
respiration aux dépends de ces réserves se traduit par une. consommation en
oxygene importante, masquant en grande partie la quantité de gaz nécessaire a
'oxydation de substrats exogenes. Afin d'éviter toute erreur de mesure, les cellules
sont débarassées de leurs réserves énergétiques avant toute mesure de
respirométrie. Nous avons recherché le temps d'épuisement nécessaire pour
atteindre une respiration endogéne minimale (fig. 25). Des échantillons sont
réguliérement prélevés sur un lot de bactéries mises en suspension dans le TNP et
incubées a 30°C en agitation rotative, leur respiration endogene est mesurée durant
160 mn.
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Figure 25 - Variation de la respiration endogene de R. meliloti en fonction du

temps préalable d'epuisement des réserves cellulaires par agitation
a 30°C dans le TNP.
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On constate une diminution réguliére de la respiration endogene jusqu'a 15 h
d'incubation préalable en agitation dans le TNP, puis une stabilisation définissant la
valeur minimale de cette respiration. Ces observations se vérifient sur tous les lots
de cellules quel que soit leur mode de préparation (milieu de culture et source de
carbone) mais la valeur minimale de la respiration endogene atteinte varie en
fonction de cette préparation.

Toutes les cellules destinées a la réalisation de mesures respirométriques sont
donc agitées dans le TNP a 30°C durant une nuit (15 h) avant d'étre utilisées. Nous
avons vérifié que durant ce traitement, le nombre de cellules viables reste'

constant.

3.1.2.2. Respiration cellulaire a partir de glucose ou de

fructose
La consommation d'oxygene lors de la respiration des cellules en présence de

166 pg/ml de glucose ou de fructose est rapportée sur la figure 26.

w .
S D'OXYGENE § MI

w—h

QUANTITE

100 MINUTES 200

Figure 26 - Courbes de consommation d'oxygene d'une suspension cellulaire de
R. meliloti (cultivé sur glucose) en présence de 166 pg/ml de glucose
(GIc) ou de fructose (Fru). R.E. : respiration endogene.

On constate que l'oxydation du glucose est plus rapide (40 min) que celle du
fructose (100 mn). L'utilisation de ce dernier commence avec quelque retard, il
faut noter que les cellules utilisées ont été cultivées au préalable sur un milieu de

culture contenant du glucose comme source d'énergie.




130

Des que la consommation en oxygene rejoint celle de la respiration endogene,
mesurée a partir d'un témoin sans substrat, l'agitation est arrétée et on réalise un
bilan carboné dont les résultats sont rapportés dans le tableau 22 (HORNEZ et
coll., 1983a).

Glucose Fructose
Bilan
Hg % Hg %
Equivalent substrat dégagé en co, 210 42 300 60
Fraction polyosidique 0,63 0,13 1,17 0,23
Fraction osidique 285 57 25,8 5,2
% recouvrement partiel 99,13 65,4
Cellules bactériennes 24,9 5 174,3 35
% recouvrement total 105 100,4

Résultats exprimés en pg équivalent substrat et en % équivalent substrat.

Tableau 22 - Bilan de la respiration de R. meliloti (DO = 7,5) en présence de
166 pg/ml de glucose ou de fructose, soit 500 pg au total.

En présence de glucose, la phase d'oxydation s'arréte apres 40 mn
d'incubation. On constate que le dioxyde de carbone produit correspond a la
dégradation totale de 210 pg du substrat. La mesure de la radioactivité de la
fraction osidique obtenue apres filtration sur gel montre qu'elle renferme
I'équivalent de 285 pg de substrat. Dans cette fraction, on détecte par dosage
chimique 234 ug de glucose et 51 pg d'acide 2 céto-gluconique. Le taux de
recouvrement partiel est proche de 100 % ; peu de matériel radiomarqué
s'accumule dans les cellules lors de cette expérimentation.

En présence de fructose, on remarque que la quantité de dioxyde de carbone
dégagée est supérieure a celle mesurée en présence de glucose ; elle correspond a
I'oxydation totale de I'équivalent de 300 pg de substrat carboné. La fraction

osidique est peu radiomarquée. Le taux de recouvrement partiel n'est que de 65 %
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environ. On constate que le complément a 100 se retrouve sur les membranes
filtrantes, donc dans les cellules bactériennes. Ce complément est vraisemblablement
dirigé vers des voies de métabolisme particulieres, peut-&tre sous forme de
précurseurs de biopolymeres : polysaccharides ou PHB.

Peu d'exopolysaccharides sont libérés : les temps de contact sont tres brefs et
la quantité de source de carbone utilisée (166 pg/ml) est beaucoup plus faible que
celle réguliérement employée pour 1'étude de la synthése de ces biopolymeres
(10 000 pg/mi).

Pour étudier !'influence de la concentration en monosaccharides sur le
métabolisme cellulaire, nous avons renouvelé |'expérience en doublant les
concentrations d'oses mis en présence de bactéries précultivées soit en présence de

glucose soit en présence de fructose (fig. 27).
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Figure 27 - Courbes de consommation d'oxygene d'une suspension cellulaire de
R. meliloti, cuitivé sur glucose (#—e et 0—0) et sur fructose (a—a et
&~2) en présence de 333 pg/ml de glucose ou de fructose (Glc ou
Fru), respiration endogene deduite.
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Nous constatons que le léger retard a l'origine de l'oxydation d'un substrat
s'annule lorsque les cellules utilisées se sont développées sur ce méme substrat. Il
faut remarquer de plus que durant les phases d'oxydation, les vitesses d'oxydation
du fructose sont réguliéres, celles correspondant a l'oxydation du glucose diminuent
au cours du temps. Cette baisse réguliere de la consommation d'oxygene ne résuite
pas de I'inhibition progressive d'un systeme enzymatique par acidification lente du

milieu réactionnel car le pH reste neutre apres 280 mn d'incubation.

3.1.2.3. Quotients respiratoires

On mesure dans chacun des cas précédents, au point d'inflexion des courbes,
les quantités de dioxyde de carbone produit et les quantités d'oxygéne consommé.
Les valeurs obtenues sont corrigées par celles mesurées lors de la respiration
endogene. Leur rapportopermet de calculer les coefficients respiratoires

. Les expérimentations sont répétées trois fois et les

expérimentaux : QgrEg = )
2

résultats sont rapportés dans le tableau 23.

QrE
en preserice de
Substrat Bacteries QRT
166 pg/ml 333 pg/ml
RmMG 1 0,98 0,78
Glucose
RmF 1 - 0,81
RmMG 1 0,93 0,86
Fructose

RmF 1 - 0,88

Tableau 23 - Quotients respiratoires expérimentaux (QR ) mesurés sur des suspen-
sions cellulaires de R. meliloti cultivé sur glucose (RmG) ou sur
fructose (RmF) en presence de 166 ou 333 pg/ml d'ose. QRT =
quotient respiratoire théorique.

On a pu montrer, par ailleurs, que pour des quantités de glucose ou de
fructose de 41,5 , de 83 et de 166 pg/ml, le QRE est voisin du quotient respiratoire
théorique (QRT = 1). Au dela de ces concentrations, on constate que le QRE

diminue et ceci est un peu plus marqué pour le glucose que pour le fructose.
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3.1.2.4. Discussion et résuitats complémentaires

Tout se passe comme s'il existait chez R. meliloti un systeme de régulation
par le glucose ou comme si le systeme enzymatique mis a contribution se saturait
peu a peu en un endroit donné de la chaine métabolique. Or nous avons vu par
ailleurs, d'une part que le pH des milieux d'incubation diminuait d'autant plus vite
que leur concentration en glucose était élevée (2.3.2.1.) et, d'autre part, que si
I'acide 2 céto-gluconique apparaissait dans tous les cas en présence de glucose, il
s'accumulait a partir d'une certaine concentration en cet ose (2.3.2.2.). Dans ces
conditions, l'acide 2 céto-gluconique pourrait étre I'aboutissement d'une voie de
déviation fonctionnant lorsque la ou les voies principales de dégradation du glucose
sont surchargées. La déficience ou l'absence d'enzyme pour le dégrader en
favoriserait son accumulation.

Il faut signaler que les mesures de respiration cellulaire a partir de 2
céto-gluconate de calcium ou de potassium ont montré que R. meliloti n'utilisait
pas, au moins dans nos conditions expérimentales, ce substrat pour alimenter sa
respiration. Or il disparaft dans les milieux de culture quand le glucose est en
faible concentration (2.3.2.2.), il peut donc é&tre dégradé.

Il en est de méme pour les mesures de respiration sur gluconate de potassium,
réalisées, pour rappel, sur un modele bactérien non proliférant, alors que ce méme

composé est un excellent substrat carboné pour la croissance de R. meliloti.

3.2 . Assimilation de substrats radiomarqués, recherche et identification des

intermédiaires

L'incorporation durant des temps brefs (de l'ordre de 10 mn) de substrats
uniformément radiomarqués, par des cellules en suspension a permis apres arrét de
la réaction et récupération de la masse bactérienne de préparer des extraits aqueux
du contenu cytoplasmique.

L'analyse de ces extraits est réalisée par électrochromatographie suivie

d'autoradiographie.
3.2.1. Détermination des coefficients de migration (Rx) des témoins

La substance migrant le plus, d'une part en électrophorese et d'autre
part en chromatographie, est prise comme référence, a savoir que dans nos
systemes de migration (tab. 24) :

- le RPEP correspond au coefficient d'une substance par rapport au phospho-enol-

pyruvate en électrophorese, il est défini égal a 1 3
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- le R succinique est le coefficient d'une substance par rapport a l'acide succinique
en chromatographie, il est défini également égal a 1.

Témoins Rx Rx
Electrophorétique Chromatographique

PEP 1 0,22
Acide succinique 0,51 I
Acide glyoxylique 0,86 0,96
F-1, 6 diP* 0,80 0,02
6-P-G* 0,80 0,02
Rib-5-P* 0,68 0,075
2-céto-gluconate* 0,68 0,075
5-céto-gluconate 0,62 0,20
Pi 0,38 0,125
3-P-glycérique 0,87 0,024
G-1-P* 0,61 0,02
Gal-1-P* 0,61 0,02 *
F-6-P* 0,61 0,02
G-6-P* 0,61 0,02
Gluconate 0,54 0,09
Acide citrique 0,72 0,54
Acide malique 0,72 0,63
a-céto-glutarique 0,76 0,83
Glucose 0,29 0,048
Fructose 0,29 0,088
Ribose 0,29 0,23
Sédoheptulose 0,30 0,105
Alanine 0,35 0,123
Glutathion 0,457 0,102

Tableau 24 - Coefficients de migration relatifs des principaux représentants du
métabolisme intermédiaire des hydrates de carbone, dans les
systemes de migration électrophorétique et chromatographique.

D'apres ce tableau, nous remarquons que certains produits ne sont

séparés ni par 'électrophorése, ni par la chromatographie : ils sont notés d'une *.
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3.2.2. Recherche d'intermédiaires

1l‘LC est reéalisee

L‘assimilatioh de glucose, fructose ou gluconate U
durant 10 mn et l'analyse des extraits aqueux a montré que quelle que soit la
nature de I'hydrate de carbone ayant permis l'obtention des cellules (glucose,
fructose ou gluconate de potassium), les autoradiographies obtenues apres
incorporation de glucose, de fructose ou de gluconate radiomarqué donnent
sensiblement la méme image (fig. 28). On observe :

- I'existence de substrats identiques au substrat de départ. Il semble donc des lors
que le transport de chacun d'entre eux se fasse sans modification de la molé-
cule ;

- l'apparition de dérivés monophosphorylés difficiles a identifier car ils ne se
séparent pas entre eux dans nos systemes de migration ;

- l'apparition de certains acides carboxyliques du cycle de krebs : citrate, pyruvate
et o céto-glutarate. L'incorporation du fructose fait de plus apparaitre un spot
correspondant aux coefficients de migration du malate ;

- 'apparition d'intermédiaires difficiles a identifier dans nos conditions mais qui
possedent des coefficients de migration identiques au 2 céto-gluconate ou au
ribose 5 phosphate, au 5 céto-gluconate, au 6 phosphogluconate ou au fructose

1-6 diphosphate.
Par ailleurs, 1'addition de 32p dans les tampons utilisés lors de l'incorporation
de glucose ou de fructose durant 2 mn n'a jamais pu permettre la mise en évidence

de dérivés diphosphorylés.

3.3. Recherche d'activités enzymatiques particulieres au métabolisme des

hydrates de carbone

3.3.1. Principe

Nous avons cultivé Rhizobium meliloti sur milieu RHB, en présence de
différents substrats carbonés : glucose ou fructose de fagon a compléter notre
étude sur l'utilisation de ces deux hydrates de carbone mais aussi sur succinate de
sodium, acide organique se trouvant en 'quantité importante dans les nodules, et sur
gluconate de sodium de fagon a voir si certaines activités enzymatiques ne sont pas
significativement augmentées en sa présence. Les cellules sont éclatées aux
ultra-sons, la préparation est débarrassée des matiéres en suspension par

centrifugation, le surnageant contient tous les constituants cytoplasmiques solubles

et sert a |'étude des différentes activités enzymatiques.




136

Q
®

{
O o 8 3
a P s
I3
= .e
2

>

C hromatographie

Identification possible

4 g Mono- phosphorylés ou

2 céto-gluconate

@ 0 D @ 5§Gluconate 6 P ou

. ({ Oses di P
(3: 6 Scéto-gluconate

7 citrate

>
8 malate
9 & céto-glutatarate

© ®
@ ® * succinate
O ®
»
Figure 28 - Electrochromatogrammes, révélés par autoradiographie, du contenu

cytoplasmique hydrosoluble de R. meliloti apres 10 mn d'assimilation
du glucose (a), du fructose (b) ou du gluconate (c).
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3.3.2. Reéalisation

On constate que l'on retrouve les activités des enzymes clés des trois
voies principales de dégradation des hydrates de carbone (tab. 25) :

- voie de Embden-Meyerfof-Parnas ou voie de la glycolyse : phosphofructokinase et
fructose 1-6 diphosphate aldolase (F 1-6 diPaldolase) ;

- voie de Dickens-Horecker ou voie des pentoses ou voie des hexoses monophos-
phates : 6 phosphogluconate déshydrogénase a NADP® (6 PGdéshydrogénase a
NADP"), transaldolase et transcétolase ;

- voie de Entner-Doudoroff ou voie du KDPG : 6 phosphogluconate déhydratase
6 PGdéhydratase) et 2 céto-3-déoxy-6-phosphogluconate aldolase (KDPG aldolase).

Par ailleurs, sur des extraits cytoplasmiques de cellules cultivées sur
glucose, nous avons mis en évidence sans la doser une activité fructose isomérase
pouvant catalyser l'isomérisation fructose-glucose.

L'acidification, lors d'incubation en présence de glucose et
I'accumulation d'acide 2 céto-gluconique dans le milieu ne semblent pas étre dues a
une lacune enzymatique lors de la dégradation du glucose et pourraient expliquer
par la baisse du pH les activités moindres observées dans ce cas comparativement
a celles observées sur des extraits cellulaires préparés a partir du fructose.

A partir de succinate, les extraits cellulaires montrent des activités
enzymatiques plus faibles mais jamais annulées, contrairement aux systemes de
transport décrits dans le chapitre suivant. ,

Enfin, il faut noter une activité 2 céto-gluconate réductase importante
dans les extraits cellulaires préparés sur glucose, ce qui laisse supposer puisque
dans les faibles concentrations en glucose l'acide 2 céto-gluconique disparait
(2.3.2.2.), une utilisation directe de cet acide dans certaines conditions de milieu.

Glucose et fructose devraient donc pouvoir étre métabolisés tout au long
des trois voies principales de dégradations. Cependant, l'isolement de mutant
métabolique va permettre de préciser laquelle de ces voies est utilisée pour assurer

la croissance de R. meliloti.
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Enzymes Activités mesurées apres
croissance en présence de :

Gle Fru Succ Gluconate

Glucokinase 89 177 53 ne
G6P isomérase 700 1100 700 ne
Fructokinase 65 ne ne ne
Phosphofructokinase 120 ne ne ne
Hexose biphosphatase 39 ne ne ne
F 1-6 di-P-aldolase 69 124 34 16
Enolase 124 ne ne ne
Gluconokinase 50 50 ne 24

2 céto-gluconate
réductase 252 ne ne ne

GéP déshydrogénase
a NAD N 47 &3 14 ne
a NADP 138 209 25 ne
6PG déshydrqrgénase

a NAD . 0 0 0 0
a NADP 94 131 66 9

6PG déhydratase
+ 140 57,5 8,5 7

KDPG aldolase
Transaldolase 6,5 ne ne ne
Transcétolase 19 ne ne ne

Tableau 25 - Mesures de différentes activités enzymatiques (exprimées en nano-
moles de substrat transformé par mn et par mg de protéines
solubles) sur des extraits cytoplasmiques de cellules de Rhizobium
meliloti cultivées sur milieu RHB, additionné de glucose (GIc) ou
de fructose (Fru) ou de succinate de sodium (Succ) ou de gluconate
a raison de 10 g/l (ne = non effectué).
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3.4. Voies cataboliques utilisées pour la croissance de R. meliloti a partir

de glucose ou de fructose comme source de carbone

3.4.1. Isolement d'un mutant métabolique

3.4.1.1. Caractéristiques de croissance

Nous avons utilisé la N-méthyl-N'-nitro-nitrosoguanidine comme agent

mutagéne sur la souche sauvage MS5NI1. L'enrichissement en mutants Fru est

réalisé sur milieu RHB 1 additionné de fructose et de pénicilline a 2 000 p/ml. Par

la technique des répliques de clones isolés d'un milieu TY sur un milieu RHB, plus

fructose, nous avons pu repérer un mutant fructose négatif baptisé HDI1 dont les

caractéristiques de croissance sont rapportées dans le tableau 26 (EL GUEZZAR et

coll., 1987 soumis).

Source de carbone

Temps de génération en heures

M5NI  HDI
Fructose 4 -
Mannitol 4,5 -
Sorbitol 4,5 -
Mannose 4,5 -
Xylose 5 -
Ribose 5 -
Glucose 4,5 4,5
Saccharose 2
L-arabinose 6
Glycérol 12 12
Succinate de sodium 3,5 3,5
Succinate + fructose 3,5-3 5,5
Succinate + glucose 4,5-4 4,5-4

Tableau 26 - Temps de génération calculés lors de la croissance des souches de
R. meliloti parentale (M5N1) et mutante (HDI) sur milieu RHB
additionné de sources de carbone a raison de 2 g/l sauf pour les
substrats en mélange 1 g/l chacun.
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On constate que le mutant HDIl, comme la souche parentale, pousse sur
glucose, succinate, L-arabinose ou glycérol et plus lentement sur saccharose. Par
contre, il est incapable de se développer sur fructose, mannitol, sorbitol, mannose,
xylose ou ribose.

Le succinate, en concentration limitante, et additionné d'un hydrate de
carbone, est a l'origine chez R. meliloti de I'apparition de croissance diauxique
(3.4.2.2.). Les temps de génération notés dans le tableau sont respectivement celui
de la premiére phase de développement sur l'acide organique, et celui de la
seconde phase de développement sur I'hydrate de carbone. Le mutant HDI1 se
comporte comme M5N! en présence du couple succinate plus glucose ; en présence
de succinate plus fructose il ne développe qu'en une phase, le temps de génération
calculé étant plus grand que celui de la souche sauvage, calculé lors de sa

croissance sur succinate.

3.4.1.2. Appartenance du mutant au genre Rhizobium :

infectivité et efficience

Nous avons vérifié l'identité de la souche mutante HDI1 et son appartenance
au genre Rhizobium par sa possibilité d'induire la nodulation de plantules aseptiques
de Luzerne (Medicago sativa) inoculées. Nous avons de plus comparer ['efficience
du mutant avec celle de la souche sauvage M5N! par la mesure de la vitesse de

réduction de l'acétylene dans certaines conditions (tab. 27).

Infectivité Efficience
Souches Nodulation en nmoles de C H2 reduites
par plante eg par heure

M5N1 + 27

HDI1 + 27

Tableau 27 - Propriétés symbiotiques des souches de R. meliloti M5N1 et HDI.

Comme pour la M5N1, la souche HDI induit la formation de nodules 12 a 15
jours apres l'inoculation des plantules. La mesure de 'efficience est réalisée apres
quatre semaines de développement : aucune différence significative n'est observée
entre M5NI1 et HDl. La mutation n'affecte pas le processus de nodulation et de

fixation de 1'azote.
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Nous avons vérifié, par ailleurs, que les nodules contiennent bien la souche

avec laquelle ils ont été infectés.
3.4.2. Recherche de la nature de la mutation

Dex extraits cytoplasmiques ont été préparés apres sonication de cellules
cultivées sur le milieu RHB, additonné de glucose a 10 g/l. La comparaison, dans
les extraits de M5N! et HDI, des activités enzymatiques impliquées dans le
catabolisme du fructose montre que le mutant est phosphoglucose-isomérase
négative (PGI') (tab. 28).

Activité speécifique en
nmoles/mn x mg de protéines

Enzyme
M5N1 HD1
GéP N
déshydrogénase a NADP 120 72
Phosphoglucose isomérase 107 12
6PG .
déshydrogénase a NADP 66 25
6PG
déshydratase
+ 160 160
KDPG
aldolase
Fructokinase 80 67
Hexose biphosphatase 36 40

Tableau 28 - Mesures de différentes activités enzymatiques sur des extrats cyto-
plasmiques de cellules de R. meliloti sauvage (M5N1) ou mutant
(HD1).

Il faut préciser, par ailleurs, que la phosphofructokinase et la fructose
biphosphate aldolase, enzymes clés de la glycolyse, existent mais a faible activité,
a la fois chez M5NI et HDI. La voie de Embden-Meyerhof-Parnas existe
certainement mais avec un rendement trop faible pour assurer la croissance de la
bactérie. La voie empruntée a cette fin est la voie d'Entner-Doudoroff, ce qui

explique qu'en présence de fructose, le mutant HD! PGI ne pousse pas.
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3.4.3. - Contrdle de la nature de la mutation

La souche mutante étant incapable de rejoindre le glucose-6-phosphate
pour alimenter la voie d'Entner-Doudoroff doit en principe, dans ces conditions,
accumuler le fructose-6-phosphate dans son cytoplasme.

Pour le vérifier, nous avons mis en culture la souche sauvage et la
souche mutante sur milieu RHB | additionné soit de glycérol, soit de L-arabinose,

soit de succinate de sodium a 10 g/l. En début de phase exponentielle, on ajoute le

fructose a raison de 10 g/l également, plus le fructose ul

C, | pCi pour 100 umole
d'ose froid. La culture est poursuivie durant 20 h.

On constate un retard de la croissance du mutant des l'addition de
fructose, comme a chaque fois que I'on ajoute lors du développement d'un mutant
métabolique un substrat qu'il est incapable de dégrader.

En fin de manipulation, des prélevements de 10 ml sont traités par un
volume équivalent d'eau bouillante et maintenus a 100°C durant 10 mn. Les débris
cellulaires sont séparés par centrifugation et le surnageant est concentré jusqu'a
0,1 ml par évaporation sous vide.

Cet extrait est chromatographié 2 h, a température ambiante, sur
couche mince de gel de silice par un solvant contenant éthanol/butanol/acide
acétique/eau/pyridine (100:10:3:30:10). Les témoins sont révélés a l'orcinol
sulfurique et les bandes correspondantes aux échantillons sont découpées et
comptées en scintillation liquide. On constate que l'on retrouve pour le mutant de

grandes quantités de fructose et de fructose-6-phosphate (tab. 29).

nmoles/mg de protéines
Souche Source de carbone

Fru F-6-P
M5N1 Glycérol 67 68
L-arabinose 37 150
Succinate 90 118
HDI Glycérol 4613 1178
L-arabinose 335 1035
Succinate 1174 985

Tableau 29 - Accumulation de fructose (Fru) et de fructose-6-phosphate ( F-6-P)
par R. meliloti M5N1 et HD1 lors de leur croissance en présence de
differentes sources de carbone et de fructose.
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La souche HD! accumule des quantités tres importantes de F-6-P
comparativement a la souche M5N! mais accumule aussi de trés grandes quantités
de fructose malgré une activité fructokinase mesurée in vitro comparable a celle de
la souche sauvage.

Pour expliquer cette double accumulation, nous avons mesuré in vitro sur
des extraits cytoplasmiques de la souche HDI! I'activité de la fructokinase en
présence de quantités croissantes de fructose-6-phosphate (fig. 29) et de fructose
1 mM. L'incubation est réalisée a 30°C durant 25 mn, la réaction est arrétée par
I'addition d'ATCA a 50 %. Le précipité est éliminé par centrifugation et le fructose
est dosé dans le surnageant. L'activité de la fructokinase est évaluée en fonction de
la quantité de fructose non transformé. Le 100 % d'activité est défini par le témoin

non additionné de F-6-P.

—>

fructokinase (%_)
g

)
I

Activité

>

— . 0o

10-4 10-3 16’2 107!
Fructose 6 P (M)

Figure 29 - Inhibition de l'activité de la fructokinase par le fructose-6-P,
mesurée sur des extraits cytoplasmiques de la souche HDI de R. meli-
loti cultivée sur RHB, additionné de glucose a 1 %.

La fructokinase est donc inhibée par le produit de sa réaction, ce qui
explique l'accumulation dans le cytoplasme des cellules HDI incubées en présence
de fructose, a la fois de fructose et de fructose-6-phosphate.

Il faut signaler, de plus, que la vitesse initiale d'incorporation du

fructose est chez le mutant 2,5 supérieure a celle mesurée chez la souche sauvage.
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3.5. Conclusion

Nous avions vu, dans le chapitre précédent, que les rendements moléculaires
calculés lors de la croissance de R. meliloti en présence de glucose ou de fructose
étaient sensiblement identiques, ce qui montrait que les rendements énergétiques de
la dégradation de chacun des substrats étaient équivalents. Nous montrons, cette
fois, que les vitesses d'utilisation sont comparables, l'allure des courbes de
croissance est la méme dans chacun des cas.

Durant son développement, R. meliloti accumule beaucoup de PHB sous la
forme de granules peu nombreux mais importants en taille, pouvant envahir le
cytoplasme bactérien et représenter jusqu'a 50 % de la matiere seéche cellulaire
(WONG et EVANS, 1971). Dans des conditions de température adéquate, ce polymeére
alimente la respiration endogene des cellules, allant jusqu'a masquer I'utilisation de
source carbonée exogene. Il faut donc I'éliminer avant toute mesure respirométrique
par épuisement progressif des cellules en agitation et en conditions non
proliférantes.

Les mesures respirométriques, réalisées en présence de glucose ou de
fructose, montrent que :

- pour chacun des oses, en faible concentration relative, le quotient respiratoire
expérimental, calculé sur des temps brefs, est identique au quotient respiratoire
théorique. Les molécules sont totalement oxydées en eau et en dioxyde de
carbone. Le cycle des acides tricarboxyliques est fonctionnel comme pour
I'ensemble des especes de Rhizobium ;

- lorsque les concentrations en oses augmentent, les quotients respiratoires dimi-
nuent : le phénomeéne est beaucoup plus marqué pour le glucose que pour le
fructose. En présence de glucose, on retrouve a nouveau de l'acide 2 céto-
gluconique dans le milieu ; en présence de fructose des éléments restent a
l'intérieur des cellules, peut-&tre précurseurs de biopolymeres, polysaccharides
ou PHB (HORNEZ et coll., 1983) ;

- dans nos conditions expérimentales, le 2 céto-gluconate de calcium ou de
potassium et le gluconate de sodium sont tres peu utilisés pour la respiration.
Pourtant ces deux substrats doivent pouvoir, dans certaines conditions, pénétrer
dans la cellule et &tre métabolisés. En effet, nous avons mis en évidence une
activité 2 céto-gluconate réductase importante dans le cytoplasme de bactéries
ayant été cultivé sur glucose. Cette enzyme doit permettre le passage de l'acide
2 céto-gluconique a l'acide gluconique qui, apreés phosphorylation, est dégradé
par les voies d'Entner-Doudoroff ou de Dickens-Horecker. Quant au gluconate,

utilisé comme source de carbone dans les milieux de culture de R. meliloti,
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il permet non seulement un excellent développement cellulaire mais aussi une
forte production d'exopolysaccharides (THEODOROPOULOS, 1985b). Utilisé dans
des conditions de non prolifération, on constate qu'au contraire et a la différence
du glucose ou du fructose qu'il ne permet pas la synthése d'exopolysaccharides.
Sa vitesse de perméation, également mesurée en conditions de non prolifération
(Matériel et Méthodes, 7.2.), est tres faible.
Lors des études de respirométrie, nos conditions expérimentales ne sont donc
pas adaptées a la mesure de l'oxydation de ces deux derniers substrats.
L'isolement d'un mutant de R. meliloti phosphoglucose isomérase négative et

I'étude de ses caractéristiques de croissance montrent que c'est la voie

d'Entner-Doudoroff qui est utilisée pour la dégradation des hexoses a des fins de

multiplication cellulaire. La recherche et I'identification d'intermédiaires
métaboliques apres des temps brefs d'incorporation n'a d'ailleurs jamais permis
d'identifier des composés diphosphorylés alors que les monophosphorylés apparaissent
dans tous les cas.

Le mutant R. meliloti PGI" est incapable de se développer sur milieu
minimum RHB, additionné de :

- mannitol ou sorbitol : ces deux polyols sont, chez R. meliloti, réduits en fructose
par une polyol déshydrogénase commune, NAD" dépendante et inductible par I'un
ou l'autre des substrats (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970) ;

- mannose : ce substrat est, chez R. meliloti, transporté par une perméase dans
le cytoplasme de la bactérie, phosphorylé par une mannose-kinase spécifique et
isomérisé en fructose-6-phosphate (ARIAS et coll., 1982) ;

- Xxylose ou ribose : ces pentoses rejoignent par la voie de Dickens-Horecker le
fructose-6-phosphate.

Par contre, le mutant PGI  peut assurer sa croissance en milieu minimum
additionné de :

- succinate de sodium : cet acide organique est un excellent substrat carboné pour
toutes les souches de Rhizobium a croissance rapide (GRAHAM, 1964). Il est
dégradé par le cycle de Krebs (GARDIOL et coll., 1982) ;

- glycérol : cet alcool est phosphorylé sur le carbone 3 et deshydrogéné pour
donner la glycéraldéhyde-3-phosphate. Cette molécule est métabolisée par la fin
de la chalne de la glycolyse, fonctionnelle chez R. meliloti. Le pyruvate formé
est dégradé par le cycle de Krebs (ARIAS et MARTINEZ-DRETS, 1976) ;

- L-arabinose : ce pentose suit une voie métabolique tout a fait particuliere chez
Rhizobium par rapport aux autres pentoses. Chez les souches a croissance rapide,

il rejoint le cycle de Krebs au niveau de 1' a céto-glutarate (DUNCAN et
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FRAENKEL, 1979) en passant par le L-arabonate, le 2 céto-3-désoxy-L-arabonate
et I' acéto-glutarate semi-aldéhyde.
Les caractéristiques de croissance de notre mutant sont en accord avec les
observations réalisées par ailleurs par d'autres auteurs.
Nous pouvons donc proposer pour R. meliloti un schéma des voies cataboliques
des hydrates de carbone (fig. 30).

Glc Glycérol N
Glycéraldéhyde-3-P
G-6-P —»6-P-G —=» KDPG
Sorbitol . Pyruvate
Fru ——p F -6-Pag... = Xylose
Mannitol "\ Ribose Acétyl CoA

Mannose ——w»Man-6-P

LN

Succinate \
\\ ek}
L-Ara —— ... _,qcéto—glutarati/
Figure 30 - Voies cataboliques de composés carbonés empruntées par R. meliloti

au niveau cytoplasmique

Glucose et fructose passent donc par les mémes voies de dégradations et avec
la méme efficacité. Il n'en reste pas moins que, dans certaines conditions, le
glucose est a l'origine de !'accumulation d'acide 2 céto-gluconique. On peut alors se
demander si les systemes de transport mis en oeuvre pour véhiculer chacun de ces

substrats ont les mémes caractéristiques.
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k. - LE TRANSPORT DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE

Peu d'études de perméation ont déja été réalisées chez Rhizobium meliloti.
Nous avons donc d'abord recherché I'existence de transport actif, c'est-a-dire
capable d'accumuler le substrat en concentration cellulaire supérieure a la
concentration extérieure. Puis nous en avons étudié leur mécanisme et leur
régulation.

De fagon classique, I'étude des mécanismes de transport chez les bactéries
est effectuée :

- soit en utilisant des cellules intactes et des analogues structuraux de substrats,
non métabolisables, de fagon a pouvoir mesurer facilement leur accumulation
dans le cytoplasme ;

- soit en utilisant des vésicules membranaires et les substrats vrais. La technique
de KABACK (1973), définie avec succes pour Escherichia coli, est basée sur la
formation de sphéroplastes a partir de bactéries traitées par le lysozyme, suivi
de leur éclatement en milieu hypotonique. Dans ces conditions, le contenu cellu-
laire est libéré et les membranes cytoplasmiques, débarrassées de la paroi, se
vésiculisent donnant des formes sphériques fermées qui sont ensuite séparées
des autres constituants par centrifugations successives.

L'application de cette technique et son étude critique ne nous ont jamais
permis d'obtenir des préparations de vésicules membranaires de Rhizobium
suffisamment homogenes, pouvant &tre utilisées dans le cadre de I'étude des
mécanismes de transport. Il semble que le PHB que I'on ne peut éliminer facilement
completement soit fort génant pour la vésiculisation des membranes fracturées et

leur récupération.

4.1. Utilisation d'analogues structuraux du glucose

L'incorporation d'un substrat est appréciée par le comptage en scintillation
liquide de son traceur radiomarqué accumulé par des cellules en conditions de non
prolifération. La réalisation de prélevements réguliers nous permet d'étudier la

cinétique du phénomeéne.

4.1.1. Cinétiques d'incorporation de 1%y-méthyl-glucose et du 2-désoxy-

glucose

Nous avons utilisé des analogues structuraux du glucose :g-méthyl-
glucose (q MeG) et 2 déoxy-glucose (2DG) (fig. 31) en présence de cellules de

R. meliloti précultivées sur milieu RHB additionné de glucose a 10 g/l.
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Figure 31 - Cinétiques d'incorporation de I' a -méthyl-glucose ( &—n ) et du
2 déoxy-glucose (4—%) 107 M pour Rhizobium meliloti (DO = 1,00).

Les deux analogues sont immédiatement incorporés, les vitesses initiales
d'accumulation sont de 4 nmoles/mg protéines x mn pour I'a MeG et de 5 nmoles/

mg de protéines x mn pour le 2DG.
4.1.2. Nature des produits d'accumulation

Chez de nombreux genres microbiens, certains glucides sont phosphorylés
durant leur transport. Nous avons voulu voir s'il en était de méme pour Rhizobium
et avons pris pour modele I'incorporation de lb-méthyl-glucose.

Nous avons d'abord réalisé une accumulation de !'a MeG a la
concentration finale de 10 yM (3 uCi) par des cellules de R. meliloti (DO = 1)
durant 5 et 60 mn. Les produits radiomarqués ont été alors extraits et
chromatrographiés sur couéhe mince. Les profils de migration son représentés par la
figure 32.

Apres 5 mn d'accumulation, on constate que 76,6 % de la radioactivité
totale est portée par I'aMeG et seulement 9 % par des dérivés phosphorylés. On
observe également un petit pic a I'origine qui correspond a 4 % de la radioactivité

- extralte totale.
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Figure 32 - Chromatographie sur couche mince des produits radiomarqués extraits
apres une accumulation de I' aMeG durant 5 mn ( A4 ) et 60 mn
(o-o).
(@) correspond a la distance de migration de !'a MegG,
(b) correspond a la distance de migration du glucose-6-phosphate.
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Le profil de migration, apres 60 mn d'accumulation, reste qualitativement
le méme que le précédent, mais on observe des variations quantitatives des produits
présents. En effet, on remarque une diminution de la radioactivité correspondante a
I' aMeG (50 % au lieu de 76,5 %) et une augmentation de celle de dérivés
phosphates (21,5 % au lieu de 9 %) et du produit a l'origine (14 % au lieu de & %).

D'apres ces résultats, on peut dire que :

- soit I'gMeG est métabolisé par R. meliloti. 1l est accumulé sous une forme
inchangée et n'est donc pas phosphorylé durant le transport ;

- soit I'a MeG passe par un PTS et est déphosphorylé aprés son apparition dans le
cytoplasme bactérien.

4.1.3. Expériences de déplacement (chassage)

Nous avons voulu voir si ces analogues étaient partiellement métabolisés
dés leur apparition dans le cytoplasme. Sur des lots de cellules bactériennes ayant
accumulé chacun d'entre-eux radiomarqué durant des temps variables, nous en avons
suivi la sortie lors de l'incubation de ces mémes lots dans un exces de substrat (fig.
33).
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Figure 33 - Cinétiques de sortie du 2DG (a) et de I'q MeG (b) lors de I'incubation
dans un exceés de substrat (I mM)u de cellules ayant préalablement
accumulé chacun d'entre eux (100 M) durant des temps variables
(e 5 mn, a——a 30 mMn, O——© 40 mn et p——a 60 mn).
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On constate que la sortie des substrats est d'autant moins importante
que l'incubation préalable a été longue : les deux analogues structuraux du glucose
sont métabolisés par Rhizobium meliloti,. a des vitesses différentes, et ne peuvent
donc plus étre déplacés par un exces de substrat. En effet, aprées 5 mn
d'accumulation, 42 % du 2 déoxy-glucose sont assimilés contre 32 % de l'a-
méthyl-glucose.

Ceci étant, et ayant pu montrer par ailleurs que l'affinité des analogues
pour le systéme de transport est trés différente de celle constatée avec le substrat
vrai (4.2.5.), nous avons préféré nous rapprocher des conditions physiologiques
naturelles et utiliser directement ou le glucose ou le fructose pour ces études de
perméation, et ce durant des temps brefs.

4.2. Mise en évidence du transport actif du glucose et du fructose

4.2.1. Cinétiques d'accumulations du glucose et du fructose

Les cinétiques d'accumulations de ces hydrates de carbone sont réalisées
sur des cellules bactériennes cultivées au préalable soit en fermenteur a pH régulé

en présence de glucose, soit en fiole agitée en présence de fructose et toujours sur
milieu RHB | (fig. 34).

300
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Figure 34 - Cinétiques yd'accumulation du glucose (e—e) 107" M et du fructose
(O—0) 100" M par une suspension de Rhizobium meliloti a DO = 1,0,
cultivé préalablement sur les substrats respectifs.
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On constate que les vitesses initiales d'accumulation de chacun des deux
oses sont pratiquement identiques (25 nmoles/mg protéines x mn), soit pratiquement
cinq fois supérieures aux vitesses d'accumulation des analogues. Il faut noter, par
ailleurs, que R. meliloti cultivé en fiole agitée sur RHB 1 additionné de glucose,
accumule celui-ci a une vitesse 4 fois moindre a celle mesurée sur des cellules en

provenance de fermenteur a pH régulé.
4.2.2. Nature protéique des systémes de transport

Nous avons voulu savoir si I'accumulation des hydrates de carbone était
effectuée par un systeme protéique et déterminer, si tel était le cas, le "turn-over"
de ce systeme. Pour cela, nous avons étudié l'effet du chloramphénicol sur
I'accumulation du glucose et du fructose.

Les cellules, précultivées en présence de l'un ou l'autre des substrats,
sont alors pré-incubées a 30°C durant des temps différents, avec du chloramphénicol
a la concentration finale de 200 ug/ml. Cette concentration est amplement
suffisante puisque le chloramphénicol a 50 pg/ml inhibe la synthése proétique chez
R. meliloti (COURTOIS, comm. pers.).

Les cellules ainsi pré-incubées sont additionnées de glucose ou de
fructose radiomarqué. On effectue alors une cinétique d'accumulation pendant
10 mn. Parallelement, on réalise des cinétiques témoins, c'est-a-dire avec des
cellules pré-incubées durant des temps identiques aux cellules précédentes mais en
I'absence du chloramphénicol (définition du 100 % d'accumulation).

La figure 35 montre le pourcentage de l'accumulation de chacun des
oses, déterminé apres 5 mn d'accumulation, en fonction du temps de la

préincubation des cellules avec le chloramphénicol, dans le TNP.

Incapables de réaliser leur synthése protéique, la capacité des cellules a
accumuler ces oses diminue avec le temps de contact avec l'inhibiteur. L'inhibition
totale est obtenue avec une préincubation d'environ 6 h.

Ces résultats suggérent que glucose et fructose sont incorporés par un

systeme protéique ayant un "turn-over" d'environ 6 h.
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Effet du chloramphénicol sur 1'accumulation du glucose et du fructose
chez R. meliloti.

Les cellules ont été pré-incubées avec du chloramphénicol (200 pg/ml)
durant des temps diffﬁ'rents (30 mn, 1 h, 2 h, L“h, 6 hy 7 h, 8 h)
avant l'addition du U" "C glucose (@) ou du U" "C fructose (0—0).
L'inhibition est déterminée aprés 5 mn d'accumulation et en compa-
rant a des échantillons sans chloramphénicol.

4.2.3. Mesures des constantes cinétiques

Ces études ont été entreprises en collaboration avec THEODOROPOULOS.

Il s'agit de mesurer, a différentes concentrations, les vitesses initiales de

I'accumulation du glucose ou du fructose.

L'utilisation des cellules entiéres nous a trés rapidement confronté a des

problémes techniques. En effet, le substrat accumulé est par la suite métabolisé et

les valeurs des vitesses d'accumulation relatives mesurées sont probablement

inférieures a la normale.

De méme, lorsqu'on utilise une suspension cellulaire de densité

importante (concentration en "enzyme" élevée), pour i'accumulation d'ose présent a

une concentration faible, on obtient des cinétiques d'accumulation non linéaires,

puisque les cellules accumulent tres fapidement tout le substrat disponible.
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Dans le cas contraire, c'est-a-dire avec des concentrations cellulaires
faibles et des concentrations en oses élevées, on observe des phénomenes
d'adsorption qui se traduisent par une surestimation du substrat accumulé durant les
premiéres secondes.

Afin de diminuer le plus possible ces interférences, on a réalisé des
cinétiques d'accumulation tres courtes de 10, 20, 40 et 60 secondes et on a
recherché une concentration cellulaire pour laqueile on obtient des cinétiques
linéaires en fonction des temps indiqués et des concentrations en oses utilisées.

A cet effet, nous avons étudié Il'accumulation des oses a des
concentrations allant de 0,5 & 10 pM par des suspensions cellulaires de densité
variable (DO = 1 3 DO = 0,5 et DO = 0,3). On a constaté que les vitesses
d'accumulation sont linéaires durant au moins | mn avec une suspension cellulaire
de DO = 0,3.

Les vitesses initiales d'accumulation (Vi) sont obtenues en mesurant la
radioactivité intracellulaire aprés avoir incubé la suspension cellulaire (DO = 0,3)
avec des D-(U-MC) oses aux concentrations entre 0,5 et 10 pM durant 10, 20, 40 et
60 secondes.

Les vitesses initiales d'accumulation du glucose et du fructose dépendent
de la concentration externe des substrats selon une relation de pseudo-MICHAELIS,
les processus sont saturables (fig. 36 et 37). Nous avons également étudié l'effet de
chacun d'entre eux sur les vitesses d'accumulation de Il'autre (fig. 36 et 37).

De ces résultats, on peut déduire :

- pour la perméase du glucose, une valeur de Km apparent de 0,7 uM et une Vmax
de 38 nmoles/mg de protéines x mn. La valeur de K; mesurée avec le fructose
est - de 1,2 mM ;

- pour la perméase du fructose, une valeur de Km apparent de 0,2 pM et une
Vmax de 5 nmoles/mg de protéines x mn. La valeur de K, mesurée avec le
glucose est de 2,8 mM.

D'autre part, on constate que chacun de ces substrats est un inhibiteur
compétitif de 'accumulation de I'autre. Les fortes valeurs de Ki calculées peuvent
laisser supposer que glucose et fructose empruntent des systémes perméasiques

différents.
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Représentation selon Lineweaver-Burk de la variation des Vi d'accu-
mulation en fonction de la concentration en glucose, sans fructose
(e~®), en présence de fructose 2 mM (a-4), en présence de fructose
4 mM (m-m).
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Représentation selon Lineweaver-Burk de la variation des Vi d'accu-
mulation en fonction de la concentration en fructose, sans glucose
(e—e), en présence de glucose 20 mM (&—A) en présence de glucose
30 mM (m-m).
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4.2.4. Action des inhibiteurs métaboliques

L'action des inhibiteurs métaboliques lors de I'accumulation des oses
nous renseigne sur le besoin énergétique des cellules pour réaliser ce processus et,
éventuellement, sur la nature des donateurs énergétiques impliqués.

Nous avons utilisé les inhibiteurs classiquement employés lors des études
de perméation :

- des découplants énergétiques : dinitrophénol (DNP) carbonyl-cyanide-m-
chlorophényl-hydrazone (CCCP), azide de sodium (NaNB) ;

- un Inhibiteur de la chalne des oxydations cellulaires : le cyanure de potassium
(KCN) ;

- un inhibiteur du fonctionnement de la glycolyse : le fluorure de sodium (NaF) ;

- un inhibiteur compétitif des phosphates : I'arséniate de sodium (Ars) ;

- un agent complexant les fonctions thiols : la N-éthyl maléimide (NEM) ;

- un agent complexant les ions métalliques : I'éthyléne diamine tétraacétique, sel
de potassium (EDTAK).

Ces inhibiteurs sont ajoutés 30 s avant l'addition de substrat. Leur effet
a différentes concentrations est rapporté sur les figures 38 et 3%9a, 39b, 39c et 39d.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition ou en accumulation relative
déterminée aprés 5 mn d'incorporation et par rapport a des cinétiques témoins sans

inhibiteur.
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Figure 33 - Effets de différents inhibiteurs a concentrations variables sur

I'activité de la glucose perméase de R. meliloti.
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L'activité maximale des inhibiteurs métaboliques, exprimée en

pourcentage de l'activité résiduelle des perméases, est résumée dans le tableau 30.

Transport du glucose Transport du fructose
Inhibiteurs
métaboliques
[C] d'inhibition % d'activité [C] d'inhibition % d'activité
optimale (m\) résiduelle optimale (mM\) résiduelle
correspondant correspondant
DNP 1,5 6,4 ' 2 7,9
CcCccp 0,1 3,9 0,15 16,5
NaN3 10 3,8 10 24,6
NaF 20 102 50 51,9
KCN i 4,5 10 25,5
Ars 20 64 20 54,6
EDTAk 2 70 20 34,14
NEM 5 33 1,5 33,0

Tableau 30 - Action de différents inhibiteurs métaboliques sur le transport du
glucose et du fructose.

On constate a propos du fonctionnement des systemes de transport :
- une inhibition forte
. par des découplants énergétiques et le cyanure : ceci traduit leur dépendance
vis-a-vis de I'énergisation de la membrane ;
. par le NEM : ceci montre l'existence de la fonction thiol dans le site actif.
- une inhibition non significative par l'arséniate ;
- une inhibition nulle ou partielle
. par le fluorure : le transport du glucose n'est pas affecté, mais celui du
fructose l'est a 50 %, les perméases ne semblent pas PEP dépendantes ;
. par I'EDTA : le transport du fructose est plus perturbé que le transport du

glucose par la disparition des ions métalliques libres.
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4.2.5. Spécificité : action des substrats carbonés simples

Nous avons mesuré l'incidence sur la vitesse d'accumulation du glucose
ou du fructose (0,1 mM), de I'addition de quelques substrats carbonés simples, a
concentration 200 fois plus élevée (20 mM) et pouvant entrer en compétition avec
eux. Les résultats sont comparés 3 un témoin sans additif définissant le 100 %
d'activité.

La lecture de l'incorporation du substrat aprés 5 mn nous permet

d'établir pour chaque produit ajouté le pourcentage d'activité résiduelle (tab. 31).

Pourcentage d'activité Pourcentage d'activité
Substrats carbonés résiduelle _ résiduelle
Transport du fructose Transport du glucose
Fructose 9,5 59,5
Mannose 21,7 60,9
1-0 Méthyl glucose 52,8 46,8
Arabinose 55,0 92,0
Xylose 58,0 24,0
Glucose 64,0 3,0
Sorbitol 70,5 100,0
3-0 Méthyl glucose 73,0 31,0
Lactose 74,8 97,0
Galactose 76,2 61,0
Ac. gluconique 79,0 82,7
Mannitol 85,5 100,0
Succinate - 71,2

2 Déoxy-glucose - 63,2

Tableau 31 - Action des substrats carbonés simples sur la perméation du fructose
et du glucose : les substrats entrant en compétition sont ajoutés
30 s avant chacun des deux glucides.
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On constate que les effets d'addition de substrats carbonés simples sont
quelquefois trés variables pour chacune des deux perméases : par exemple le
mannose ou l'arabinose ou le xylose. Ceci est en faveur de l'existence de systemes
de transport différents pour le glucose et le fructose chez R. meliloti.

En ce qui concerne la perméase au glucose, l'inhibition la plus
importante est observée avec le xylose ; ce dernier présente un homomorphisme

avec le glucose (il a perdu le groupement -CH_,OH en position 5). De ce fait,

certains auteurs (DI MARCO et ROMANO, 19852) ont méme utilisé ce composé
comme analogue du glucose.

Les autres analogues structuraux du glucose habituellement utilisés
inhibent également le transport.

Cependant, on remarque que l'effet inhibiteur de ces composés est :
- différent selon I'analogue considéré, l'inhibition la plus importante est causée

par le 3-0-méthyl-glucose ;
- trés inférieur a celui du glucose, indiquant ainsi que ces composés n'ont pas la
méme affinité que le glucose pour la perméase.

Des hexoSes tels que le fructose, le galactose et le mannose ont une
faible affinité pour ce systeme de transport ; ces composés inhibent l'accumulation
du glucose d'environ 40 %.

Les acides organiques, tels que I'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.

En ce qui concerne la perméase au fructose, l'inhibition la plus
importante est observée avec le mannose ; elle est comparable a celle du xylose
pour le glucose. Le mannose doit avoir une bonne affinité pour la perméase au
fructose, il serait intéressant d'en mesurer le Ki.

L'arabinose, le xylose, le l-O-méthyl—glucose ont une affinité moindre
mais non négligeable, ils diminuent l'activité de la perméase au fructose de 40 a
50 %.

Les autres substrats testés ont une faible affinité mais tous diminuent

un peu la vitesse de transport du fructose.
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4.3. Régulation de ces systémes

4.3.1. Inductibilité

Rhizobium meliloti a été cultivé & partir de différentes sources de
carbone et nous avons mesuré, sur les cellules obtenues, l'accumulation du glucose
et du fructose apres 5 mn d'incorporation. Les résultats sont donnés en pourcentage
d'activité relative, le 100 % étant défini par la quantité de substrat accumulé pour
un lot de bactéries préparées sur ce méme substrat (tab. 32).

Transport
Sources
de

carbone du glucose (%) du fructose (%)

par R.m. cultivé par R.m. cultive

sur glucose sur fructose

Glucose 160 33,14
Fructose 49,24 160
Lactose 59,34 60
Sorbitol 32,82 77,7
Succinate 8,08 13,3

Tableau 32 - Variations de I'activité perméasique des cellules de Rhizobium
meliloti (R.m.) cultivées en présence de divers substrats carbones.

Les résultats obtenus nous indiquent que :
- le systéme est :
. soit induit pour chacun de ces substrats mais avec une efficacité variable,
. soit constitutif compte-tenu des faibles variations de la vitesse d'accumula-
tion mesurées dans les différents cas ;
- le succinate, bien qu'il soit un excellent substrat pour la croissance, n'induit

pas ou inhibe la formation des systémes glucose et fructose perméase.
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4.3.2. Répression

Lorsque deux sources de carbone sont présentes simultanément dans un
milieu de culture, on peut obtenir soit une seule phase exponentielle de croissance si
les deux substrats sont utilisés simultanément, soit deux phases exponentielles
séparées par une phase d'attente plus ou moins importante si les deux substrats sont
utilisés successivement : c'est le phénomene de diauxie (traditionnellement
représenté par l'effet du glucose sur l'utilisation du lactose chez E. coli).

Ce phénomene est observé dans tous les cas ou les enzymes impliqués
dans l'utilisation du deuxieme substrat sont inductibles ou constitutifs (comm. pers.
de A. DANCHIN) et soumis en présence du premier substrat en concentration

limitante a la répression catabolique.

4.3.2.1. AMise en évidence de diauxies lors de culture en

biophotometre

Afin d'apprécier le rdle éventuel de répresseur du succinate sur les systemes
de transport du glucose et du fructose, nous avons essayé de mettre en évidence en
biophotometre des courbes de croissance diauxiques de R. meliloti sur des milieux
contenant le succinate en concentration limitante additionné de l'un ou de l'autre
des hydrates de carbone.

Les essais effectués sont rapportées sur les figures 40 et 41.

Cn constate qu'a la concentration de | g/l, le succinate est un facteur
limitant a la croissance de R. meliloti dans nos conditions expérimentales (fig. 40).
A cette concentration et additionné de glucose ou de fructose a | g/l également, il
apparalt des courbes de croissance se développant en deux phases exponentielles
successives (fig. 4la et 4lb). Il faut noter que la phase d'attente apparait a un
niveau de densité cellulaire pratiquement équivalent pour chacun des deux hydrates
de carbone et légerement supérieur a celui observé avec le succinate seul a méme
concentration. Ceci montre qu'une petite quantité d'hydrates de carbone doit étre

utilisée simultanément avec le succinate.
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Figure 40 - Croissance de R. meliloti sur milieu RHB additionné de succinate de
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Figure 41 - Croissance de R. meliloti sur milieu RHB contenant du succmate

de sodium a 1 g/l additionné de glucose 3 I g/l (@) ou de fructose a
1 g/1 (b) (Biophotometre).
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. 4.3.2.2. Mesure de la répression des systemes de transport du

glucose et du fructose par le succinate

La mesure de la variation de l'activité perméasique nécessite la récupération
des cellules en quantité suffisante et a des moments précis de la croissance
diauxique. Elle ne peut pas &tre appliquée surles petits volumes (10 ml au maximum)
des cultures en biophotometre. Dans ces conditions, nous avons choisi de cultiver
notre souche en fermenteur et d'en suivre le développement par la mesure de
I'oxygene dissous (HORNEZ et coll., 1987).

- Recherche d'un KLa adéquat pcur le suivi de la croissance en continu.
Le suivi de la croissance par la mesure en continu par sonde polarographique
de I'oxygene dissous nécessite que le KLa :
- reste constant durant la croissance, _
- soit inférieur aux besoins des cellules pour leur développement mais soit .suffi-
samment élevé afin d'éviter que l'oxygéne ne devienne facteur limitant.
Ces conditions sont réalisées par un KLa de 35 h™l obtenu avec une aération

constante de 3 I/mn et une agitation de 180 tours/mn (fig. 42).
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Figure 42 - Suivi de la croissance de R. meliloti sur RHB | additionné de succi-
nate a 1 g/l plus glucose a 1 g/l (a) ou fructose a 1 g/l (b) et con-
trole par mesure de la densi(té optique a 620 nm (Bioréacteur).
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On observe que, dans ces conditions, la mesure de I'oxygene dissous reflete
parfaitement la croissance microbienne. Cette technique nous permet sans multiplier
les préilevements et donc les risques de contamination de situer exactement les

moments intéressants pour contrdler les activités perméases.

- Mesure de la répression du systéme de transport du glucose.

La souche a été cultivée sur milieu RHB, en présence de glucose et de
succinate, en concentration limitante (1 g/l). Outre la croissance suivie en continu
par 1a mesure de l'oxygéne dissous, que nous n'avons pas représentée pour ne pas
surcharger la figure 43, nous avons mesuré la disparition du glucose ainsi que
I'activité perméasique de cet ose sur des échantillons réguliérement prélevés (fig.
43). '
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Figure 43 - Culture de R. meliloti sur milieu RHB, additionné de succinate en

concentration limitante et de glucose (J—o croissance de la souche,
4—a variation de la concentration du glucose, m—a activité de la
perméase au glucose).
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Durant la premiere phase de croissance, on remarque que la concentration en
glucose dans le milieu varie trés peu. L'activité perméasique est tres faible,
comparable d'ailleurs a celle observée lors des cultures avec du succinate comme
source de carbone. Ceci indique que le glucose peut étre trés faiblement accumulé
par le systeme de transport du succinate mais plus probablement par d'autres
systemes de transport d'hydrates de carbone insensibles 3 I'action inhibitrice du
succinate.

A 1'opposé, la seconde phase de croissance est caractérisée par une diminution
croissante de la concentration en glucose dans le milieu en méme temps qu'une
augmentation considérable de l'activité perméasique.

- Mesure de la répression du systeme de transport du fructose.
La méme expérience réalisée sur le couple fructose-succinate est présentée
sur la figure 44.
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Figure 44 - Culture de R. meliloti sur milieu RHB, additionné de succinate en

concentration limitante et de fructose (‘e—e croissance de la souche,
a—a variation de la concentration du fructose, m—a activité de la
permeéase au fructose).
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On observe aussi, dans ce cas, une courbe de croissance diauxique mais avec
une phase de latence intermédiaire plus courte. Le fructose est légérement utilisé
des la premiére phase de croissance et I'activité perméase n'est pas nulle. Lors de
la seconde phase de croissance, l'activité perméasique est nettement supérieure, le

fructose est consommé rapidement.

4.3.2.3. Disparition du phénoméne de diauxie par addition
d'AMP cyclique

L'AMPC est I'un des médiateurs secondaires servant de relais aux contrdles

généraux de l'activité des geénes et de leurs produits. Chez les bactéries, la
premiere indication de son rble est décrite par MAKMAN et SUTHERLAND en 1965.
On peut considérer aujourd'hui que l'un des effets de l'AMPC est de permettre par
un contrdle positif I'expression d'opérons responsables du catabolisme et ceci par
l'intermédiaire de son récepteur CAP : le complexe CAP-AMP _ serait un activateur
de la transcription des opérons cataboliques.

La croissance bactérienne a donc été a nouveau suivie en biophotometre sur
milieu RHB I additionné de succinate (1 g/1), de glucose ou de fructose (1 g/l) et de
I’AMP cyclique a la concentration finale de 10 mM (fig. 45)
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Figure 45 - Croissance suivie au biophotométre de R. meliloti sur milieu RHB

additionné de succinate (1 g/) et de glucose (A) ou de fructose @t
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Dans ces conditions, on observe dans chacun des cas la disparition de la
diauxie par I'AMP _. On constate de plus que les temps de génération sont plus
courts.

Nous avons ainsi mis en évidence la répression catabolique AMP cyclique
dépendante, par le succinate, des enzymes constitutifs glucose perméase et fructose

perméase chez R. meliloti.
4.4. Conclusion

Nous avons montré que l'emploi d'analogues structuraux du glucose n'est pas
adapté a l'étude de son mécanisme de transport, et ceci dans la mesure ou ces
produits pénétrent a une vitesse beaucoup plus faible que le substrat vrai et qu'ils
sont métabolisés. L'étude du pool accumulé a partir d'a-méthyl-glucose montre qu'il
s'accumule dans le cytoplasme essentiellement de I' 0-méthyl-glucose et son dérivé
6 phosphorylé. Les expériences de déplacement démontrent que le substrat est
utilisé : I' a-méthyl-glucose observé est le substrat non transformé durant son
transport, son dérivé 6 phosphorylé est un intermédiaire de sa voie de dégradation.
Il apparait, de plus, un produit non identifié restant a l'origine dans notre systéme
de séparation.

La présence d'un produit a l'origine a également été observée chez R. legu-
minosarum (GLENN et coll., 1984a). Apres une chromatographie dans un systeme
solvant composé de butanol/éthanol/eau (4:3:2), ce produit représentait 15 % - 20 %
de la radioactivité totale d'un extrait réalisé apres une accumulation de o MeG
(50 um) par cette souche durant 10 mn. Les auteurs ont émis 'hypothese que ce pic
serait composé de la radioactivité liée a des protéines.

Les systemes de transport du glucose et du fructose sont chez R. meliloti des
transports actifs dont le fonctionnement est lié a I'énergisation directe de la
membrane plasmique par le transport de protons et d'électrons de la chaine
respiratoire (effet des découplants énergétiques et de l'ion cyanure) ; I'ATP
intracellulaire n'intervient que trés peu (effet de I'arséniate). Chez les bactéries, le
systeme respiratoire et la phosphorylation oxydative siégent dans la membrane
plasmique qui est également le support de tous les systemes de transport. La pile a
protons pourrait avoir d'autres usages que la synthese de I'ATP et en particulier
avoir un rdle pivot direct dans le fonctionnement des mécanismes de transport.

Mé&me si l'effet du fluorure de sodium est plus marqué pour la perméase au
fructose, le transport des hydrates de carbone ne semble pas PEP-dépendant, en
accord avec les résultats des autres auteurs sur d'autres espéces de Rhizobium (cf.
Introduction, 4.2.2.1.).
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Chacune des perméases posseéde des groupements -SH qui doivent rester libres
pour le bon fonctionnement du transport (effet du NEM). Celui-ci dépend également
de la présence d'ions métalliques, d'autant plus pour le transport du fructose que du
glucose (effet de l'EDTAk).

Le glucose et le fructose possedent leur propre systéme de transport,
certainement constitutif, et dont les constantes cinétiques sont trés proches. Il n'est
des lors pas possible d'expliquer I'accumulation de l'acide 2 céto-gluconique dans les
milieux d'incubation additionnés de glucose, par un défaut de fonctionnement de sa
perméase permettant l'accumulation du substrat au voisinage des déshydrogénases
membranaires.

Les perméases du glucose et du fructose subissent la répression catabolique
AMPC dépendante par le succinate de sodium. C'est la premiére fois que ce
phénoméne est décrit chez Rhizobium. Le malate et le fumarate, autres acides
dicarboxyliques du cycle de Krebs, montrent, dans des expériences qui ne sont pas
décrites ici, une utilisation simultanée de leur mélange avec le glucose et le
fructose.

La répression des systéemes de transport des hexoses par des intermédiaires du
cycle de Krebs a déja été signalée chez Rhizobium (cf. Introduction, #.2.2.3.) mais
n'est jamais levée par I'AMPC lorsqu'il est employé. Jusqu'alors les auteurs n'ont
pas parié de répression catabolique chez Rhizobium. Il faut dire que son mécanisme
est encore mal connu : la relation de cause a effet entre la répression catabolique
et le niveau intracellulaire de I'AMPC est mise en question de plus en plus souvent
et il serait certainement plus opportun de considérer que la modulation des effets
de l'AMPC est la conséquence plutdt que la cause de la répression catabolique
(ULLMANN et DANCHIN, 1986).
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Rhizobium développe sur les Légumineuses une symbiose active se traduisant
par la nutrition azotée du couple bactérie-plante aux dépens de l'azote
atmosphérique. De nombreux travaux sont réalisés concernant les aspects génétiques
et biochimiques de la fixation de cet azote par réduction. Le métabolisme
hydrocarboné n'a été abordé en détail que beaucoup plus tardivement et l'analyse
bibliographique montre que R. meliloti, du groupe d'inoculation de la luzerne, est
resté peu travaillé et peu connu, surtout en ce qui concerne le métabolisme
énergétique.

Nous avons pu, au cours de nos travaux, montrer que :

- R. meliloti infecte les plantules aseptiques de luzerne en induisant la
formation de nodules sur les racines. Leur observation au microscope électronique
fait apparaitre les profondes transformations morphologiques de la bactérie lors de
sa maturation en bactéroide : la cellule bactérienne, séquestrée dans une membrane
d'origine végétale, se déforme et il apparalt, dans son cytoplasme, des formations
membranaires surnuméraires se développant parallelement aux structures pariétales
du microorganisme.

- R. meliloti possede une particularité métabolique le distinguant de
I'ensemble des souches des autres groupes d'inoculation a croissance rapide et donc
utilisable pour sa classification : dans les conditions classiques du laboratoire, son
incubation en présence de fructose fournit des milieux treés visqueux, riches en
polysaccharides, sans modification de pH. Par contre, en présence de glucose,
I'acidification des milieux est importante.

Cette acidification n'est due qu'a I'accumulation d'un seul produit acide dont
I'étude du comportement électrophorétique et chromatographique, la nature des
dérivés 2-4 dinitrophényl-hydrazones et quinoxalinols ainsi que le spectre infra-rouge
'identifient a ['acide 2 céto-gluconique.

- La voie du 2 céto-gluconique est catalysée par des enzymes membranaires
inductibles : la glucose déshydrogénase et la gluconate déshydrogénase. Ces enzymes
ont des constantes de dissociation élevées (Km apparent = 0,35 et 0,54 mM
réspectivement) et fonctionnent efficacement dés lors que les concentrations en
glucose sont importantes. L'acide 2 céto-gluconique apparalt dans tous les cas
d'incubation en présence de glucose mais disparalt par la suite si la concentration
en glucose est limitante. Il peut donc étre au besoin utilisé par la cellule. L'activité
2 céto-gluconate réductase cytoplasmique mesurée laisse penser qu'il peut entrer tel
quel dans la cellule pour y &tre métabolisé par la voie de dégradation de l'acide

gluconique.
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Le fonctionnement de cette voie varie aussi en fonction des conditions de
transfert en oxygene durant le développement des cellules bactériennes. L'oxygene,
comme pour la nitrogénase, semble étre un élément régulateur et on peut penser
que la voie du 2 céto-gluconique fonctionne lors de la symbiose, condition dans
laquelle la leghémoglobine limite les pressions partielles en gaz.

- On retrouve dans le cytoplasme de R. meliloti les activités, plus ou moins
importantes, de la totalité des enzymes caractéristiques des voies de dégradations
classiques des hydrates de carbone : Embden-Meyerhof-Parnas, Dickens-Horecker et
Entner-Doudoroff et ceci que les cellules bactériennes soient cultivées en présence
de glucose ou de fructose. Mais I'isolement d'un mutant phosphoglucose isomérase
négative et l'étude de ses caractéristiques ont montré que seule la voie
d'Entner-Doudoroff permet d'assurer la croissance de R. meliloti. Le glucose
s'écoule en grande partie par cette voie, le fructose doit remonter la glycolyse
jusqu'au glucose-6-phosphate d'ou il est métabolisé comme le glucose.

Les autres voies doivent trés certainement fournir des précurseurs alimentant
les voies anaboliques : par exemple la synthese des bases puriques ou pyrimidiques a
partir d'intermédiaires de la voie des pentoses.

L'analyse des quotients respiratoires, dans de bonnes conditions de respiration,
indique que le cycle des acides tricarboxyliques est fonctionnel.

- Les études respirométriques en présence de fructose ou de glucose
montrent, en cas de surcharge de ce dernier, un défaut de son oxydation complete.
Ceci n'est pas lié a la saturation d'un mécanisme de transport permettant, par
exemple, de laisser s'accumuler le glucose dans l'espace périplasmique jusqu'a une
concentration telle que la glucose déshydrogénase et la gluconate déshydrogénase en
transforment une partie en acide 2 céto-gluconique. En effet, la comparaison des
perméases du glucose et du fructose nous montre que chacun de ces oses est
véhiculé dans le cytoplasme des cellules par un systéme propre, constitutif, dont les
constantes de dissociation sont de l'ordre du pM (Km apparent 0,7 et 0,2 pM
respectivement) et les vitesses de fonctionnement proches (Vmax 38 et 5 nanomoles
de substrat transporté par mg protéivnes et par mn respectivement).

Ces enzymes véhiculent chacun des substrats sans les transformer, leur
fonctionnement est lié a I'énergisation directe de la membrane cytoplasmique par le
transport des protons et des électrons de la chalne respiratoire.

Ces systemes subissent la répression catabolique par le succinate. On sait, par
ailleurs, que cet acide dicarboxylique est fourni en quantité importante par les
Légumineuses dans les nodules infectés (cf. Introduction : 5). Les bactéroides

peuvent l'accumuler activement comme les cellules bactériennes libres (cf.
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Introduction : 3.2.2. et 4.2.3.). Par contre, ces bactéroides ont perdu, par rapport
aux cellules libres, la capacité de transporter activement les hexoses (cf.
Introduction : 3.2.1.). Dans ces conditions, on peut penser que l'acide 2
céto-gluconique, qui peut étre formé sans pénétration préalable du glucose dans le
cytoplasme, représente une possibilité pour la cellule bactérienne en symbiose de
consommer, malgré la disparition de certaines de ses perméases, le glucose fourni
par la plante.

Il faut noter, par ailleurs, que le succinate ne réprime pas les enzymes
impliqués dans le catabolisme des glucides. Nous sommes en présence d'un systeme
de régulation tout a fait original.

L'ensemble de ces résultats nous a permis de construire pour Rhizobium

meliloti le schéma métabolique suivant (fig. 46).



177

*(5991pn19 uou sanbiiewAzud sOIANOE ¢ ~oomes )

¢ (so21pm1d sonbiiewAzus sonanoe : )
UOCIRD Op so1eIpAY S1udID P op 2ouosoad ud oL WNiqozZiyy Jed soojunaduio sonbijoqeipw so10p - 94 2an31 4
d 9 9so1oni
a ﬁ_?l- 21R19241D (1 7 JWNSVIJOLAD
/// /‘
22_:5 %E%_Ewuzu d € dVHU
“d
asoayifag
A 2120413 dt
i apAyapiesand)d v \M\vmo_:;xﬂ DdaM 2avey
el d/ o7 dS§ T dS : ﬂ
d9. asoinidayopay  350qIY 4---- ISO|NGIY 4¢— Em:ou*_wo;n_mo;a 9 d-p 9t
v A
]
d9D < d94
» Iy
Io:u:»uu:m 9leuo. :_T* -0192 ¢ ilvo“mcau:_. 3s00N|N) < a%0 w:u_
n 4 A
[}

{ INOYSVIJOLAD

]

'

“ ANV U I
—+ + V\>/ N |

]

_ \ / ( andnvsvIdidid

1
21eUIdINg 91euoonid-0190 7 JjeUODN|N asoon|n 95010n4,] .
J0Vvdsi

I0Uvd







178

Le Mémoire décrit I'utilisation du glucose et du fructose chez Rhizobium
meliloti : dégradation, transport et régulations.

Aprés une description rapide du genre Rhizobium et de ses propriétés
symbiotiques, une synthése bibliographique est présentée, concernant l'utilisation des
glucides et dérivés ainsi que celle des acides organiques a la fois chez les bactéries
libres et chez les bactéroides, issus de la maturation de la cellule bactérienne en
symbiose avec les Légumineuses.

Réalisée en microscopie électronique, une étude préliminaire de l'association
Rhizobium meliloti - luzerne montre que lors de !'infection de la plante, la bactérie
subit d'importantes modifications morphologiques. Elles se traduisent d'une part par
des déformations dues a l'acquisition d'une certaine plasticité de la paroi et d'autre
part a la mise en place de membranes surnuméraires accompagnant la
transformation de la cellule en bactéroide.

Tous les résultats présentés, par ailleurs, concernent des manipulations sur
Rhizobium en culture libre.

L'observation de la croissance de la souche M5N1 de R. meliloti en présence
de différents substrats carbonés permet de les classer en deux types :
- les uns, acidifiants, dont le glucose, le mannose, le galactose.

- les autres permettant le maintien du pH proche de la neutralité dont le fructose,
le mannitol, le sorbitol.

L'étude du comportement des espéces de Rhizobium 3 croissance rapide, en
présence d'un représentant de chacun de ces deux types de substrat {glucose et
fructose), a permis de définir 'acidification en présence de glucose dans les milieux
d'incubation comme un caractére spécifique du groupe d'inoculation de la luzerne.

Cette acidification est due exclusivement, dans nos conditions, a
I'accumulation d'acide 2 céto-gluconique identifié :

- par ses caractéristiques de migration en électrophorése et en chromatographie
dans différents systémes solvants ou tampons,

- par I'identification de ses dérivés 2-4 dinitrophénylhydrazones et quinoxalinols,

- par son spectre infra-rouge.

Les enzymes participant a cette voie du 2 céto-gluconique sont deux
déshydrogénases membranaires inductibles : la glucose déshydrogénase 3 NAD" ou
NADP" (pHmax : 6,6) et la gluconate déshydrogénase 3 NADP" (pHmax : 5,8). Leur
affinité est faible pour leur substrat (respectivement Km apparent = 0,35 mM, Vmax
= 500 nanomoles de glucose dégradé par mn et par mg de protéines ; Km apparent =
0,54 mM, Vmax = 0,33 nanomoles de gluconate dégradé par mn et par mg de

protéines). Leur spécificité est large : la glucose déshydrogénase fonctionne sur le




179

galactose, le mannose, le glycérol ; le galactose en est un inhibiteur compétitif.
Leur efficacité est d'autant plus grande que la concentration en glucose des milieux
d'incubation est élevée, elle est également favorisée par les faibles pressions
partielles en oxygene.

L'étude du développement de R. meliloti en présence de glucose ou de
fructose montre que les cinétiques de croissance sont comparables a la fois sur
milieu complet et sur milieu synthétique. Par ailleurs, les rendements moléculaires
calculés sont identiques : on peut donc dire que R. meliloti, pour se multiplier,
utilise chacun de ces deux substrats avec la méme efficacité.

Les mesures respirométriques, effectuées sur des suspensions cellulaires
préalablement épuisées de leurs réserves énergétiques, montrent que, en faible
concentration, glucose et fructose sont oxydés totalement en dioxyde de carbone et
en eau. Par contre, lorsque la concentration augmente, le quotient respiratoire
diminue régulierement. Le phénomeéne est d'autant plus marqué pour le glucose que
pour le fructose. L'acide 2 céto-gluconique apparait dans les milieux d'incubations
contenant du glucose mais jamais dans ceux contenant du fructose. Par contre, dans
ce dernier cas, il apparafit dans les cellules des éléments résultant d'un métabolisme
biosynthétique.

L'activité de la totalité des enzymes clés des voies classiques de dégradation
des glucides (Embden-Meyerhof-Parnas, Dickens-Horecker, Entner-Doudoroff) a pu
étre mise en évidence et ceci a des degrés différents. La recherche des
intermédiaires métaboliques apres des temps brefs d'assimilation des glucides a
essentiellement abouti a I'identification dans le cytoplasme cellulaire des substrats
eux-mémes, de dérivés monophosphorylés et d'acides carboxyliques du cycle de
Krebs mais n'a jamais permis la mise en évidence de dérivés diphosphorylés.

' L'isolement d'un mutant métabolique phosphoglucose isomérase négative et
son incapacité a se développer en présence de fructose indique que le glucose et le
fructose sont dégradés lors de la croissance microbienne par la voie
d'Entner-Doudoroff. Il faut noter, dans ce cas, I'accumulation de fructose-6-phosphate
mais aussi celle de fructose en quantité importante. Il est démontré que ceci est di
a I'inhibition de la fructokinase par le produit de sa réaction. De plus, l'observation
de la croissance du mutant en présence d'arabinose et non en présence de xylose ou
de ribose indique en accord avec d'autres auteurs que l'arabinose est dégradé par
une voie différente de la voie classique des pentoses de Dickens-Horecker.

Les mécanismes de transport des glucides sont étudiés par la mesure de
I'effet des découplants énergétiques (DNP, CCCP, azide), du cyanure, du fluorure et
de l'arséniate. Ce sont des systemes de transport actif dont le fonctionnement est

lié a I'énergisation directe de la membrane plasmique par le transport de protons et



180

d'électrons de la chalne respiratoire dont elle est le support. L'utilisation
d'analogues structuraux tel que l'a-méthyl-glucose ou le 2 désoxyglucose n'est pas
avantageuse par rapport aux substrats vrais étant donné qu'ils sont métabolisés par
R. meliloti.

Le glucosé et le fructose sont donc véhiculés au travers de la membrane
plasmique sans étre transformés. La mesure de I'effet de I|'addition de substrats
carbonés simples sur leur accumulation montre que chacun d'entre eux posséde son
propre systeme de transport, spécifique. Ces perméases sont constitutives et elles
possedent des groupements thiols dans le site actif (effet du NEM). Leur
fonctionnement dépend également de la présence d'ions métalliques (effet de
I'EDTA).

Les vitesses initiales d'accumulation du glucose et du fructose dépendent de
la concentration externe des substrats selon une relation de pseudo-Michaelis. Les
constantes cinétiques mesurées sont trés proches :

- pour la glucose perméase : Km apparent = 0,7 uyM et Vmax = 38 nanomoles de
glucose transporté par mg de protéines et par mn,

- pour la fructose perméase : Km apparent = 0,2 pM et Vmax = 5 nanomoles de
fructose transporté par mg de protéines et par mn.

D'autre part, on constate que chacun de ces substrats est un inhibiteur
compétitif de l'accumulation de l'autre (Ki mesuré avec le fructose = 1,2 mM 3 Ki
mesuré avec le glucose = 2,8 mM).

L'activité des perméases est régulée par le succinate. Nous avons mis en
évidence des courbes de croissance diauxique lors du développement de R. meliloti
sur des milieux contenant du succinate de sodium en concentration limitante et du
glucose ou du fructose. Le suivi du phénomeéne en bioréacteur a été facilité par la
mise au point des conditions du contrble de la croissance microbienne par la mesure
en continu de l'oxygene dissous. La diauxie est levée par I'addition aux milieux
d'incubation d'AMPc 10 mM.

Chacune des perméases subit la répression catabolique AMPc dépendante par
le succinate. Ce phénomene de régulation est tout a fait original et n'a jamais été
décrit chez Rhizobium.

L'ensemble des résultats nous a permis de proposer pour Rhizobium meliloti

un schéma métabolique d'utilisation du glucose et du fructose.
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glucose

hexokinase ATP

v
glucose 6 - phosphate

glucose phosphate isomérase
fructose 6 - phosphate

phosphofructokinase ATP
ADP

fructose -6 diphosphate

-
fructose diphosphate aldolase

. .
3 phosphoglycéraldéhyde ¢ ® phosphodihydroxyacétone
¢
Pi +triuse phosphate
, } - NAD isomérase
glycéraldéhyde phosphate L/'NADH H
déshydrogénase S
\A
1-3- diphosphoglycérate
ADP
phosphoglycerate kinase
ATP

3 phosphoglycérate

phosphoglucomutase
2 phosphoglycérate

phospho-énol-pyruvate H 2 ®)
hydratase

v

phosphoénol pyruvate
A | ! ADP

pyruvate kinase

i ATP

pyruvate

Métabolisme du glucose par la voie de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP)
ou voie de la glycolyse
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glucose

ATP
hexokinase ADP

glucose-6-phosphate
NADP”
glucose-6-phosphate r .
déshydrogénase ~—» NADPH H

v
glucono § lactone 6 phosphate

gluconolactonase

v
6 phosphogluconate

phosphogluconate
déhydratase

2 céto 3 désoxy 6 phosphogluconate

6 phospho 2 céto 3 deoxygluconate aldolase

—

glycéraldéhyde 3 phosphate pyruvate

AE M B

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

ATP
ADP

glucose 6 phosphate

NADP®
glucose 6 phosphate ..
deshydrogénase NADPH™ H~

D glucono§ lactone 6 phosphate

gluconolactonase

6 phosphogluconate

NADP™

phosphogluconate
déshydrogénase NADPH™ H©

ribulose 5 phosphate
ribulose phosphate ribose phosphate
3 épimérase \ isomérase
D-xylulose 5 phosphate D-ribose 5 phosphate

Wase

triose phosphate isomérase

dihydroxyacétone ———————= glycéraldéhyde 3 phosphate sédoheptulose 7
phosphate
phosphate
A
1 2
&
fructose 1-6 diphosphate fructose 6 phosphate érythrose & phosphate xylulose 5
phosphate
3 b4 5
v
fructose 6 phosphate glucose 6 phosphate fructose 6 phosphate 3 phosphogly-
céraldéhyde
4 4 . EMB
’ .
v
glucose 6 ‘p’hosphate glucose 6 phosphate pyruvate

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

I : fructose 1-6 diphosphate aldolase ; 2 : transaldolase ; 3 : hexose diphosphatase ;
4 : glucose phosphate isomérase ; 5 : transcétolase.
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CHO
H('ZOH _
CH,OH
D-Glycéraldéhyde

P

CHO
H(!IOH HOCH
HCOH HéOH
C|IH,OH CH,OH
D-Erythrose p-Thréose
CHO CHO CHO/ \ CHO
HCOH HOCH HCOH HO(lZH
HCOH HCOH HOCH HO(IZH
HCOH HCOH HCOH HEOH
('ZI-QOH éHZOH ClZHgOH (IZHZOH
D-Ribose D-Arabinose . D-Xylose p-Lyxose
CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO
H(’ZOH HO(I]H HéOH HOéH H(|30H HOéH H(IZOH HOCH
H(lZOH H(l:OH HO(}ZH HO(’ZH HCOH HCOH HOCiIH HOCH
HCOH HCOH HCOH HCOH HOCH HOCH HOCH HOCH
HCOH H(‘JOH HCOH HCOH HCOH H(IZOH HCOH HCOH
CH,OH CH,OH (IJH.Z OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
p-Allose D-Altrose p-Glucose p-Mannose D-Gulose D-Idose p-Galactose D-Talose

La famille des D-aldoses, comportant de trois a six atomes de carbone.
Ces représentations doivent étre considérées comme des formules

projectives (d'aprés LEHNINGER, 1981).
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CH,OH
E=o
C‘ZH, OH
Dihydroxyacétone
CH.OH
E=0
HCOH
CiZH,OH
p-Erythrulose
CH,0H
E=0
HCIIOH HOéH
HCOH HCOH
' &eom
D-Ribulose p-Xylulose
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
Cll =0 C|J=O é=0 C=0
HCIZOH HOCH HCI‘.OH HO('IH
HCOH HC‘IOH HOCH HO(’ZH
HCllC)H HCOH H(|ZOH HéOH
CH,OH CH,OH  CH,0OH CH,OH
D-Psicose D-Fructose p-Sorbose p-Tagatose

j‘ . ,‘ ’:2 y}) |

La famille des D-cétoses : forme en chaine ouverte (d'apres LEHNINGER, 1981).



H O

N
e
HCOH

HCOH

CHZOH

2 désoxy-D-ribose

Les désoxyoses :

CH.OH
HCOH
HOCH
H(lZOH
HCOH
(I:H._.OH

Sorbitol
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H\\\\ //p

C
HCOH

HCOH

HCOH

HCOH

CH3

L-Rhamnose

forme en chaine ouverte

CH,0H
HOéH
HOéH

HéOH
|
HCOH
éHJM{

D-Mannitol

"~/

HéOH

HCOH
CHOH

HCOH

|

CH3

L-Fucose

CIIH:OH
HCIIOH
CH,OH

Glycérol

Les polyols dérivés d'oses (d'aprés LEHNINGER, 1981).

(d'aprés LEHNINGER,

19381).

myo-Inositol
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Le saccharose
(O-8 -D-fructofuranosyl-(2— 1)~ -D-glucopyranoside)

Le lactose (formeg)
(O-B -D-galactopyranosyl -(1—= 4)-8 -D-glucopyranose)

¢ CH,OH

Le maltose (formeg)
(4-0- o, -D-glucopyranosyl-g -D-glucopyranose)

Les dissacharides (d'aprés LEHNINGER, 1981)
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Aprés la présentation d'une étude en microscopie €lectronique permettant
d'illustrer les propnetes symbiotiques de Rhizobium avec les Legummeuses,
I'observation du developpement des cellules libres en présence de différents
substrats carbonés montre qu'a partir du glucose, l'ac:dlhcanon est un caractere
specxfxque de l'espece R. meliloti. Elle est due a l'accumulation d'acide 2
ceto-glucomque, résultant de I'activité de deux enzymes membranaires : la glucose
deshydrogénase et la gluconate deshydrogenase. Les constantes cinétiques de ces
enzymes sont définies ainsi que leurs propriétés physiologiques (inductibilité,
specmate, dépendance de la concentration en glucose des milieux et de leur
pression partielle en oxygene).

, R. meliloti utilise le glucose et le fructose avec la méme efficacité :
cmethues de croissance et rendements éculaires calculés _identiques, mesures
respzrometrlques comparables. L echeu‘/ e de l'activité des enzymes de
degradatlon des glucides, I'identifi ‘non d'intefmédiaires metabollques hydrosolubles
et I'étude des propriétés d'un m g# sglucose isomérase moins isolé, ont
permls de démontrer que seule la e«d';Eﬂt,ﬂ&lV oudoroff fonctionne pour assurer la

siﬁéfré ur propre systéme de transport, actif,
lié a 'énergisation directe de la membrane par la chalne d'oxydations cellulaires.
Les constantes cinétiques des permeases sont calculées. Ces enzymes subissent la
repress;on catabolique - AMPc dependante par le succinate, ils sont le support d'un
phénomene de regulanon tout a fait original.

L'ensemble des résultats permet d'une part de proposer pour R. meliloti un
schéma métabolique d'utilisation du glucose et du fructose et, d'autre part
d'énoncer quelques hypothéses sur le fonctionnement énergétique du bactéroide,
cellule bactérienne en symbiose.




