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L'association symbiotique des  souches du genre  Rhizobium avec  les plantes d e  

l a  fami l l e  des  Légumineuses se t raduit  par la  f ixation d e  I 'azote atmosphérique. 

Depuis des  temps t r è s  anciens, l'assimilation d e  I 'azote par voie biologique 

joue un rôle prédominant e n  Agriculture. L'utilisation empirique des  Légumineuses 

e n  t a n t  qu'engrais verts  p récède  d e  beaucoup l a  démonstration scientif ique d e  

HELLRIEGEL et WILFORTH (1888) d e  l 'activité f ixat r ice  d 'azote  des nodules 

racinaires. 

C e t t e  découver te  laisse perplexe un cer ta in  nombre d e  chimistes de  l 'époque 

mais n 'empêche pas WILEY, dès  1894, d e  prédire d e  façon t r è s  opt imis te  devant  la  

Soc ié té  d e  Chimie Américaine que  "la m o r t  de l 'humanité ne  viendra pas  d e  la f a i m  

mais du re tour  d e  la glaciation ... et qu'il défi lera encore  plusieurs è r e s  géologiques 

a v a n t  que  la p lanète  ne meure  d e  froid". 

D 'autres  observations (WEBER 1898, HOPKINS 1902, VORHEES et LIMPAN 

1905) viennent confirmer d è s  le  début du siècle les travaux d e  HELLRIEGEL et d e  

son collaborateur.  

L a  sy m biose Rhizobium-Légu mineuse joue donc un rôle déterminant  dans l a  

réalisation du cycle  de  I 'azote  dans la  nature,  et d e  ce fa i t ,  possède un double 

i n t é r ê t  : 

- un in té rê t  scientifique dans  la  mesure  où la réduction enzymat ique de  I 'azote  

g a z e u x  r e p r é s e n t e  une  v o i e  m é t a b o l i q u e  p a r t i c u l i è r e  m a i s  f o n d a m e n t a l e  ; 

- un in té rê t  économique e n  Agronomie où e l le  pe rmet  une l imitation sinon une 

suppression d e  l'emploi d e s  engrais azo tés  ainsi qu'une augmentation des ren- 

dements.  Peut-ê t re  pouvons-nous entrevoir  à ce niveau une solution pour combler  

e n  par t i e  le déf ic i t  protéique mondial ? 

L a  possibilité d e  renouveler cette symbiose e n  laboratoi re  pe rmet  aujourd'hui 

d e  déterminer  a v e c  plus d e  fac i l i t é  et d e  précision les d i f férentes  é t a p e s  de  cette 

association et d e  m e t t r e  à jour les lois qui la régissent. Trois grands secteurs  d e  l a  

Science fondamentale y par t ic ipent  : l a  Physiologie végéta le  et bactérienne,  l a  

Biochimie et la Génétique. 



L'association Rhizobium-~égumineuse  est l'un des  t h è m e s  principaux t r a i t é s  

a u  laboratoire d e  Microbiologie d e  l 'univers i té  des  Sciences  et Techniques d e  Lille 

F l a n d r e s -  Ar to i s .  Dans  ce c a d r e ,  n o u s  nous  i n t é r e s s o n s  p a r t i c u l i è r e m e n t  a u  

métabolisme des  glucides chez  Rhizobium meiiloti. 

Les  travaux rapportés dans ce ~ é m o i r e  ont  f a i t  l'objet d e s  publications et des  

communications suivantes. 
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I N T R O D U C T I O N  



1- - LE GENRE RHIZOBIUM 

Rhizobium représente  selon PREVOT (1961) l e  genre  unique d e  l a  tr ibu des  

R h i z o b i a e ,  a p p a r t e n a n t  à l a  f a m i l l e  d e s  P r o t o b a c t e r i a c e a e  d e  l ' o r d r e  d e s  

Bactériales. II regroupe l 'ensemble des  bactér ies  capables d'induire l a  format ion d e  

nodules morphologiquement bien distincts, sur les racines d'au moins 1 130 plantes  

d e  la  famille des  ~ é g u m i n e u s e s  (VINCENT, 1974). 

Chaque espèce est déf inie  par rapport  à un ensemble d e  ~ é g u m i n e u s e s  qu'elle 

i n f e c t e  spécifiquement et a v e c  lequel e l le  e n t r e t i e n t  des  relat ions symbiotiques se 

t raduisant  par la fixation d e  l ' azote  atmosphérique (tab. 1). La  définition des  

espèces  par rapport  aux groupes d'inoculation (BURRIL et HANSEN, 1917) a été 
proposée par F R E D  et coll. (1932). 

Croissance Espèce Groupe Plantes-hôtes préférées  
d'inoculation 

R. meliloti Luzerne Medicago, Melilotus, Trigonella 

R. leguminosarum Pois Pisum, Vicia, Lathyrus, Leus 
rapide 

R. trifolü ~ r è f  le  Trif olium 

R. phaseoli Haricot  P haseolus 

R. lupini Lupin Lupinus, Ornithopus 

l en te  R. japonicum Soja Glycine max 

R. type "cowpeal' Cowpea Arachis, Vigna, Desmodium 
Macroptilium 

Parasponia (U lmaceae)  

Tableau 1 - Définition des espèces du genre Rhizobium. 



Il f a u t  noter  qu'en 1973 une plante n 'appartenant pas à la famille d e s  

Légumineuses (Papilionacées, Césalpiniées et ~ i m o s é e s )  et ensuite identif iée à 
Parasponia rugosa 81. d e  la  famille des  Ulmacées (plantes dicotylédones apétales)  a 

été d é c r i t e  com m e  capable d e  développer avec  Rhizobium des  nodules efficients,  

c'est-à-dire capables d'assurer l a  réduction d e  l 'azote atmosphérique (TRINIC K, 

1973 ; AKKERMANS, 1978 ; MORRISON et coll., 1983). 

Métaboliquement, les Rhizobia s e  divisent e n  deux groupes (ALLEN et ALLEN, 

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

- les espèces  à croissance rapide isolées d e  ~ é g u m i n e u s e s  d e  régions tempérées.  

Leur t emps  d e  génération varie d e  2 à 4 h et e l les  fo rment  sur milieu gélosé 

d e s  c o l o n i e s  d e  2 à 4 m m  d e  d i a m è t r e  e n  3 à 5 jours  d ' i n c u b a t i o n  ; 

- les espèces  à croissance l en te  isolées de  ~ é g u m i n e u s e s  d'origine tropicale. Leur  

t emps  d e  génération est supérieur à 6 h et e l l e s  fo rment  sur milieu gélosé d e s  

colonies de  1 mm de  d iamèt re  e n  7 à 10 jours d'incubation. 

C e s  groupes di f fèrent  d e  plus par leur nutrition carbonée (ALLEN et ALLEN, 

1950 ; GRAHAM, 1964 ; MARTINEZ e t  coll. ,  1974 ; SKOTNICKI,  1977  ; 

CHAKRABARTI  et coll., 1981  ; STOWERS et ELKAN, 1983  ; STOWERS et 

EAGLESHAM, 1984  ; STOWERS et ELKAN, 1984a)  ou  p a r  l eur  c o m p o s i t i o n  

enzymat ique (M ARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970 ; KENNEDY et GREEN W OOD, 

1982 ; HERNANDEZ et FOCHT, 1984). JORDAN qui définissait  en 1974 (JORDAN 

et ALLEN, 1974) dans la  8ème édit ion du "Bergey's Manual of de te rmina t ive  

bacteriology" sous le nom Rhizobium l 'ensemble des  bactér ies  gram-négatif capables  

e n  symbiose d e  réduire l ' azote  atmosphérique, a proposé récemment  (JORDAN, 

1982) e n  accord avec  VINCENT (1982) de considérer le  groupe des  souches à 
c r o i s s a n c e  l e n t e  c o m m e  un g e n r e  d i f f é r e n t  qu ' i l  a p p e l l e  Bradyrhizobium. 

2- - LA SYMBIOSE 

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

L e  processus d e  nodulation des  Légumineuses est commun et peut ê t r e  t r adu i t  

s implement  : la  bactér ie  du genre  Rhizobium pénètre  spécifiquement le tissu 

racinaire d e  la plante-hôte et s'y propage par l ' intermédiaire d'un cordon infectieux 

CFAHRAËUS, 1957 ; NUTMAN, 1959 ; NUTMAN et coll., 1960 ; HAACK, 1964). S a  

l i b é r a t i o n  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  d e s  c e l l u l e s  v é g é t a l e s  s ' a c c o m p a g n e  d e  sa 

t ransformat ion progressive e n  bactéroides  (JORDAN, 1962 ; DART et MERCER, 

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

i 



BERGERSEN, 1966 ; KIJNE, 1974) et noyé dans une solution d e  leghémoglobine 

(BERGERSEN et BRIGGS, 1958 ; TU, 1974), ce bactéroïde  acquier t  la  to ta l i t é  du 

potentiel  enzymatique pour la  réduction d e  l ' azote  atmosphérique (BERGERSEN, 

1967 ; BERGERSEN et TURNER, 1967) qu'il e f f e c t u e  par l ' intermédiaire d e  l a  

nitrogénase (BERGERSEN et TURNER, 1967 ; KOCH et coll., 1967). 

L'ensemble d e  ce mécanisme est contrôlé  génétiquement.  On a pu isoler d e s  

mutan t s  bactériens incapables d'assurer la  symbiose et perturbés à di f fé ren t s  

niveaux. Ils sont classés e n  non nodulants ( ~ o d - )  ou e n  non fixateurs d ' azo te  (Fix-). 

Des phénotypes d e  ces mutants  ont  été décr i t s  par rapport  au développement 

nodulaire en  d ré ci sa nt la  s t ruc tu re  du nodule au-delà d e  laquelle la maturat ion est 

bloquée. VINCENT (1980) a présenté  une revue générale de  ces travaux et a proposé 

un code  décrivant les d i f férents  phénotypes isolés. L a  f igure  1  rése ente l a  séquence 

des  di f férentes  é t a p e s  symbiotiques et les codes  phénotypiques dérivés des  mutan t s  

obtenus chez  R. trifolii (ROLFE et coll., 1981). 

2.2. La fixation de l'azote 

2.2.1. Généralités 

Rhizobium ne f ixe  l ' azote  in vivo que  lors d e  sa  symbiose avec  l e s  

~ é g u m i n e u s e s .  En e f f e t ,  le  complexe enzymat ique impliqué dans ce mécanisme 

n 'apparaî t  dans la  cellule bactérienne que lorsque celle-ci s 'est t ransformée e n  

bactérolde  lors d e  la  maturat ion des  nodules d e  la  racine des  plantes (BERGERSEN 

et TURNER, 1967). Cependant,  quelques souches à croissance lente  développent l e  

mécanisme lors d e  leur croissance in vitro (PAGAN et coll., 1975 ; BERGERSEN et 

GIBSON, 1977). 

L'ammonium est le premier produit fo rmé  durant  la  fixation d e  l ' azo te  

(KENNEDY, 1966). L a  présence dans le bactéroïde  à la  fois d e  la nitrogénase et d e s  

enzymes  impliquées dans l 'assimilation des  ions ammonium (glutamate  déshydro- 

génase  : GDH EC 1.4.1.3. ; glutamine synthétase  : CS EC 6.3.1.2. ; glu tamate  

synthase : GOGAT EC 2.6.1.53) a fa i t  penser à l 'origine que cet ammonium était 

assimilé dans le bactéroïde et ensui te  e x c r é t é  dans le  cytosol d e  la plante-hôte sous 

f o r m e  d'acides aminés : 
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Figure 1 - Etapes du développement d'un nodule fixateur d'azote chez le Trèfle 
et code phénotypique de mutants d e  R. trifolii modifiant différents 
stades de la maturation (d'après ROLF E et cou., 1981). 



GDH 
a c é t o g l u t a r a t e  + NH3 - glutamate .  

GS 

I 
Glu tamate  + NH3 .-b glutamine. 

( Glutamine + acé tog lu ta ra te  GOGAT , glutamate. 

On sait aujourd'hui que  l 'ammonium est e x c r é t é  du bactérolde  et assimilé 

par le  cytosol végéta l  (MHLIN et LEA, 1976). Cec i  est e n  accord avec  les  

observations d e  BERGERSEN dès  1971 et dtO'GARA et SHANMUGAM en  1976. 

L e  complexe enzymat ique cata lysant  la  réduction d e  l ' azote  e s t  commun 

à tous les organismes fixateurs. II a f a i t  l 'objet d e  nombreux travaux rappor tés  dans  

l a  Revue Générale  d e  WINTER et BURRIS (1976). Il por te  le  nom d e  nitrogénase, 

enzyme protéique const i tuée  d e  plusieurs sous-unités. 

C h e z  la  plupart  des  organismes, il est consti tué d e  deux composants 

majeurs d e  poids moléculaire d e  200 000 et 50 000 respectivement.  Le  plus 

important,  l a  molybdoferredoxine, cont ient  du molybdène et du f e r  non héminique et 

est const i tué  d e  4 sous-unités. L e  plus pet i t ,  l 'azoferredoxine n 'est  const i tué  que  d e  

2 sous-unités contenant  du fer (ORME-JOHNSON et coll., 1977). L a  ca rence  e n  

molybdène ou en  f e r  peut  réduire l a  capac i t é  f ixat r ice  d 'azote  (LA RUE, 1977). 

En présence d'ATP et d 'agents réducteurs  puissants, la  nitrogénase rédui t  

l ' azo te  en  ammonium à t empéra tu re  ambiante  et à pression atmosphérique. Chez  les  

bac té r ies  symbiotiques, ces réducteurs,  dont la na tu re  n'est pas  encore  c la i rement  

établie,  semblent  ê t r e  d e s  nicotinamides-adénines dinucléotides phosphates rédui tes  

(WONG et coll., 1971) : 

N2 + 13ATP + 6NADPH + 2H + nitrogénase + + 2NH4 + 13ADP + 13Pi + ~ N A D P '  + 6e-. 

C e t t e  réact ion nécessite 355 ~ J / i o n  ammonium formé  (BERGERSEN, 

1971 ; EVANS et coll., 1980). Elle est prat iquement  deux fois plus e f f i cace  que  l e  

p r o c é d é  d e  r é d u c t i o n  i n d u s t r i e l  q u i  n é c e s s i t e  6 8 0  K J / m o l e  NHJ C e t  a p p o r t  

d ' é n e r g i e  c o r r e s p o n d  d a n s  l e s  p r o c é d é s  b io log iques  ou i n d u s t r i e l s  à l ' é n e r g i e  

d 'activation d e  la  réact ion (qui est t r è s  é levée à c a u s e  de  la  t r ip le  liaison d e  l ' azo te  

m o l é c u l a i r e )  à l a q u e l l e  i l  f a u t  a j o u t e r ,  d a n s  l e  p r o c é d é  i n d u s t r i e l ,  l ' é n e r g i e  

nécessaire à l a  production d'hydrogène. 



2.2.3. Contrôle de la biosynthèse de la nitrogénase 

L a  glutamine synthétase  part icipe di rectement  au contrôle génétique d e  

l a  f ixation d e  l ' azote  en  agissant c o m m e  un fac teur  d e  contrôle  positif,  ac t ivant  l a  

transcription d e  la  nitrogénase. En présence d e  quant i tés  importantes  d e  glutamine 
+ ou d e  NH4 , el le  est inactivée par adénylylation et ne  peut  plus se f ixer  sur le g è n e  

promoteur voisin du site d e  fixation de  I'ARN polymérase, d'où une absence d e  

synthèse d e  la nitrogénase (BISHOP et coll., 1976 ; SCOWCROFT et coll., 1976 ; 

STREICHER et VALENTINE, 1977 ; AUSUBEL et coll., 1977). 

2.2.4. ~égulation de l'activité de  la nitrogénase 

2.2.4.1. Régulation par l a  pression part iel le e n  oxygène 

L a  nitrogénase est t r è s  rapidement inactivée par l'oxygène (BERGERSEN, 

1971).  D a n s  l e  nodule ,  c'est l a  l égh&moglob ine  s y n t h é t i s é e  e n  p a r t i e  p a r  l a  

plante-hôte (DILWORTH, 1969 ; VERMA et BAL, 1976) qui régule la  concentra t ion 

e n  oxygène au niveau des  sites du complexe nitrogénasique (TAJIMA et coll., 1985). 

Alors que  les chaînes protéiques formant  l a  par t ie  globine d e  la  molécule sont  

codées  par l'ADN de  la  plante (DILWORTH, 1969 ; BAULCOMBE et VERMA, 

1978 ; SULLIVAN et coll., 1981) et synthétisées par les ribosomes du cytoplasme d e  

l a  cellule végéta le  (VERMA et BAL, 1976 ; VERMA 1982), il semble que  l 'hème est 

p r i n c i p a l e m e n t  f o u r n i  p a r  l e s  b a c t é r o ï d e s .  C e t t e  a f f i r m a t i o n  s ' a p p u i e  s u r  l e s  

observations suivantes : 

- l e s  bactéroïdes  sont capables d e  convertir  l 'acide 6 amino lévulinique en h è m e  

(DILWORTH, 1969 ; CUTTING et SCHULMAN, 1969) ; 

- leur production en  hème in vitro augmente  considérablement lorsqu'ils sont sous 

fa ible  pression part iel le e n  oxygène (AVISSAR et NADLER, 1978) ; 

- des  mutan t s  auxotrophes hème- fo rment  des  nodules inefficients dans  lesquels on 

n ' o b s e r v e  p a s  d ' a c c u m u l a t i o n  d e  l é g h é m o g l o b i n e  (V ERMA et  LONG,  1983) .  

C e  pigment rouge, qui témoigne d e  l 'efficience d'une souche par  la simple 

observation des  nodules, a une t r è s  grande aff in i té  pour l'oxygène (WITTENBERG et 

coll., 1974) et est localisé e n t r e  la  membrane d e  séquestration d'origine végéta le  

(GOODCHILD, 1978) et les s t ruc tu res  par ié ta les  des  bactéroïdes (BERGERSEN et 

GOODCHILD,  1973).  C e u x - c i  n é c e s s i t e n t  c e p e n d a n t  d e s  q u a n t i t é s  i m p o r t a n t e s  

d ' o x y g è n e  pour  p r o d u i r e  l e s  r é d u c t e u r s  i s sus  du m é t a b o l i s m e  r e s p i r a t o i r e  et 

impliqués dans l a  réduction d e  l 'azote. L a  léghémoglobine facil i te l a  diffusion d e  



l 'oxygène tou t  e n  maintenant  la  faible pression part iel le en  gaz  de  façon à ne pas  

e n t r a v e r  l e  f o n c t i o n n e m e n t  d e  l a  n i t r o g é n a s e  (BERGERSEN et coll. ,  1 9 7 3  ; 

TJEPKEMA et YOCUM, 1974 ; WITTENBERG et coll., 1974). 

2.2.4.2. Régulation par l 'apport énergét ique 

L a  nitrogénase a besoin d'ATP pour fonctionner, c'est lui qui va jouer le rô le  

le  plus important  dans  la régulation d e  son ac t iv i t é  (KOCH et coll., 1977). Celle-ci 

est d i rec tement  proportionnelle au rapport  cellulaire ATPIADP et a un seuil  

minimum t r è s  bas, en-dessous duquel e l le  est inactive (APPLEBY et coll., 1975). 

CHING, e n  1976, montre  que I'ATP produit lors d e  la respiration s t imule  l ' ac t iv i té  

nitrogénasique in vivo e n  augmentant  la charge énergétique d e  la cellule. C e t t e  

notion d e  charge énergét ique est cel le  dlATKINSON (1968, 1969) et est définie 

c o m m e  le  rapport  des  concentra t ions  d e  (ATP + 0,5 ADP)/(ATP ADP + AMP) e n  
iL présence d 'adénylate kinase, E C  2.7.4.3.). La valeur d'équilibre est égale  à 0,8, l e s  

valeurs 1 et O correspondant respectivement à l a  présence d'ATP seul ou dVAMP 

seul. 

L'adénylate kinase par t ic ipe  à la  production dlATP pour la maintenance du  

métabolisme de  base du bactéroïde  et d e  la f ixation d e  l 'azote durant les  périodes 

d e  manque d e  substances organiques énergétiques,  mais c e c i  durant un t emps  l imi té  

par la disponibilité d' ADP. 

L'ATP est régénéré  lors d e  l'utilisation par la cellule bactérienne des  produits 

d e  la photosynthèse de  la p lan te  (ALLISON, 1975 ; BERGERSEN, 1970 ; CHING et 

coll., 1975 ; GERSON et coll., 1978 ; etc...). Les  chaînes de  phosphorylation 

oxydative sont t r è s  e f f i caces  (DE HOLLANDER et coll., 1979) et un complexe 

A T P a s i q u e  d i f f é r e n t  e s t  s y n t h é t i s é  l o r s  d e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e  l a  c e l l u l e  

bactér ienne en bactéroïde pendant la symbiose (SKOTNICKI et ROLFE, 1979). 

3. - LE METABOLISME DU CARBONE CHEZ LES BAcTERo~DES 

3.1. Nutrition carbonée des  bactéroides 

Une t r è s  grande var ié té  d e  substances organiques est disponible dans  le cytosol 

d e  la plante-hôte pour a l imenter  en  énergie les bactéroïdes  de  Rhizobium et assurer 

la  réduction d e  l 'azote. Cependant ,  peu de  ces composés peut ê t r e  uti l isé par l e s  

c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s ,  il s ' a g i t  d ' a c i d e s  o r g a n i q u e s ,  d ' a l d é h y d e s  ou  d ' a lcoo l s .  



L e s  bactéroïdes de  R. legumi~lsarum sont capables  d'utiliser le  succinate,  le  

fumarate ,  le m a l a t e  et le pyruvate mais pas le glucose, l'histidine ou le para-  

hydroxybenzoate (GLENN et DIL WORTH, 1981a). 

L e  fructose,  le ribose, l e  saccharose, le  mannitol, le  lactose,  le galactose et le  

glycérol sont oxydés à des  taux t r è s  bas  (TUZIMURO et MEGURA, 1960). A 

concentra t ion é levée  (0,5 M) l e  glucose et le f ructose  st imulent cependant  la  

respiration des  bactéroïdes d e  R. leguminosarum, ainsi que l 'acétaldéhyde, l ' acé ta te ,  

l'éthanol, le glyoxylate, le  propionaldéhyde, le pyruvate, le  pyruvaldéhyde, le  

b u t y r a l d é h y d e ,  l e  s u c c i n a t e ,  l e  s e m i - a l d é h y d e  s u c c i n i q u e  et l e  b e n z a l d é h y d e  

(TUZIMURO et MEGURA, 1960 ; PETERSON et LA RUE, 1981). 

3.2. Le transport des produits carbonés chez les  bactéroIdes 

L'étude du mécanisme d e  transport  c h e z  les bactéroldes de  Rhizobium e s t  t r è s  

récente .  

3.2.1. L e  transport des hexoses et de leurs dérivés 

Le t ranspor t  du glucose s ' e f fec tue  par un mécanisme passif d e  diffusion 

faci l i tée  chez les bactéroïdes d e  R. leguminosarum (HUDMANN et GLENN, 1980 ; 

GLENN et DIL WORTH, 1981b ; DE VRIES et coll., 1982 ; HOOY MANS et LOGMAN, 

1984) et chez ceux d e  R. japonicum (REIBACH et STREETER, 1984). Il en est d e  

m ê m e  : 

- pour le  f ructose  chez ceux de  R. leguminosarum (GLENN et coll., 1984a ; 

HOOYMANS et LOGMAN, 1984) et chez  ceux d e  R. cowpea (SAROSO et coll., 

1984) ; 

- pour le saccharose  et le lac tose  chez ceux de  nombreux Rhizobium (GLENN et 

DILWORTH, 1981b) ; 

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

- pour  l e  D-p in i to l ,  l e  myo- inos i to l  et l e  g lucose-6-phospha te  c h e z  c e u x  d e  

RI japonicum (REIBACH et STREETER, 1984). 

L a  p l u p a r t  d e  ces é t u d e s  d ' a c c u m u l a t i o n s  o n t  été r é a l i s é e s  e n  

anaérobiose, mais ce l l e  du glucose, chez  R. leguminosarum (DE VRIES et coll., 

19821, a été e f f e c t u é e  dans des  conditions aérobies, anaérobies ou microaérobies. 

C e t t e  é t u d e  a mont ré  que, quelle que soi t  l 'aération du milieu, le  t ranspor t  du 

glucose res te  t r è s  faible. 



C e t t e  pe r te  d e  l ' ac t iv i té  perméasique c h e z  les bactéroides pourrait ê t r e  

due à l ' inaccessibilité d e  cette protéine pour son subst ra t  causée  par la  déformat ion 

des  cellules lors d e  la  vie symbiotique ou durant  leur isolement, à l 'endommagement 

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

Sur un mutant  pléiomorphe d e  R. meliioti,  isoié par MROZ (1984), nous 

avons montré  que  ces bactéries,  qui ont  l 'aspect  d e s  bactéroTdes e n  cul ture  l ibre,  

a c c u m u l e n t  l e s  h e x o s e s  m a i s  b e a u c o u p  plus  f a i b l e m e n t  q u e  l e s  c e l l u l e s  n o n  

déformées.  

L'absence d 'ac t iv i té  perméasique chez l es  bactérordes peut  ê t r e  donc 

par t ie l lement  a t t r ibuée  à d e s  changements  membranaires qui a l t è ren t  l 'accessibil i té 

d e  l a  perméase. 

3.2-2. L e  t ranspor t  d e s  acides  organiques 

L 'é tude du mécanisme d e  t ranspor t  de  ces composés est par t icul ièrement  

in téressante  quand on sa i t  qu'ils sont faci lement  oxydés par les  bactéroides et qu'ils 

fournissent l 'énergie au complexe nitrogénasique (BERGERSEN, 1977 ; PETERSON 

e t  LA RUE,  1981). On a pu m o n t r é  é g a l e m e n t  q u e  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  a c i d e s  

dicarboxyliques du cycle d e  Krebs était l a  source principale d 'énergie du bactéroide  

(RONSON et PRIMROSE, 1979 ; GLENN et BREWIN, 1981 ; RONSON et coll., 

1981 ; GARDIOL et coll., 1982 ; FINAN et coll., 1983 ; REIBACH et STREETER, 

1983 ; KOUCH1 et YONEYAMA, 1984). 

Le  t ranspor t  du succinate  a été étudié  c h e z  les bactéroîdes de  R. legu- 

minosarum (GLENN et coll., 1980 ; DE VRIES et coll., 1982 ; FINAN et coll., 19831, 

d e  R. japonicum associé à celui  du m a l a t e  (REIBACH et STREETER, 1984 ; SAN 

FRANCISCO et JACOBSON, 1985) ainsi que  d e  R. cowpea aussi associé à celui  du 

m a l a t e  (SAN FRANCISCO et JACOBSON, 1985). Il est réalisé par un système d e  

t ranspor t  d 'acides dicarboxyliques en C 4  (Dct), il est consti tutif ,  actif  et dépendant  

d'une membrane énergisée, et peut  véhiculer le succinate,  le fumarate ,  le  mala te  et 

d 'autres  analogues (GLENN et coll., 1980). 

Le  t ranspor t  du succinate  par le sys tème Dct  n 'est  pas modifié par  l e  

malonate,  le c i t r a t e ,  le phénylsuccinate, le  N-butylmalonate ou l 'arséniate,  mais est 

inhibé par le  succinate,  le 2-2-difluorosuccinate, l e  fumarate ,  I'oxalo-acétate, le  

dinitrophénol et le  para-trifiuorométhoxy-phénylhydrazone (FINAN et coll., 1983). 

Dans d ' au t res  travaux, le  t ranspor t  du succinate est inhibé par le dinitrophénol et 

I 'azide mais non par I 'arséniate (GLENN et coll., 1980). 



Chez  les bactéroïdes, une aff in i té  plus faible d e  ces perméases pour leurs  

subst ra ts  respect i fs  a été généralement  observée et les  vitesses maximales (Vmax) 

d'accumulation sont  également  inférieures à cel les  calculées  pour des cellules l ibres 

(EINAN et coll., 1983 ; REIBACH et STREETER, 1984 ; SANS FRANCISCO et 

JACOBSON, 1985). 

L'organisation et l a  régulation des genes d e  s t ruc tu re  du système D c t  o n t  

été étudiées  c h e z  R. leguminosarum (RONSON et coll., 1984) et chez RI meliloti 

(BOLTON et  coll . ,  1986). Un  s y s t è m e  D c t  f o n c t i o n n e l  est e s s e n t i e l  c h e z  l e  

bactéroïde  pour le  fonctionnement d e  la réduction d e  l 'azote aussi bien sur d e s  

cellules isolées (FINAN et coll., 1983) que sur des  plantes  ent igres  nodulées (ELKAN 

et KWIK, 1968 ; GLENN et BREWIN, 1981 ; RONSON et coll., 1981 ; FINAN et 

coll., 1983 ; ARWAS et coll., 1986). 

3.3. Voies de dégradations mises en évidence 

3.3.1. Voies générales de  catabolisme 

Nous n'avons e n c o r e  aujourd'hui que peu d'informations concernant  l e  

potentiel  enzymatique des  bactéroïdes  impliqué dans la  dégradation des  produits  

carbonés. 

Les hydrates d e  carbone n e  sont en  général  pas métatolisés par les 

b a c t e r o i d e s  d e  Rhizobium (TUZIMURO et MEGURA, 1960  ; BERGERSEN et 

TURNER, 1975) alors que l es  acides  organiques sont  une source  de  carbone et 

d'énergie pour les  bactéroïdes d e  R. leguminosarum (GLENN et DIL WORTH, 1981a) 

et d e  R. japonicum ainsi q u e  les aldéhydes et les alcools (TUZIMURO et MEGURA, 

1960  ; BERGERSEN et  T U R N E R ,  1 9 7 5  ; PETERSON et L A  RUE,  1981) .  

Il f a u t  cependant noter  que les enzymes-clé des  voies diEntner-Doudoroff 

et d e  Dickens-Horecker son t  présents chez les bactéroïdes d e  R. leguminosarum 

mais à un taux d 'ac t iv i té  identique à celui  observé sur  des  cellules correspondantes 

cul t ivées  sur malate,  ou encore  à un taux n e t t e m e n t  moindre comparé  à ce lu i  

obtenu sur des  cellules cul t ivées  sur glucose (GLENN et coll., 1984b). P a r  con t re ,  

c h e z  les  bactéroïdes de  R. japonicum on ne t rouve aucun des  enzymes impliqués 

dans  les  trois voies principales d e  dégradation des  hydrates d e  carbone (EMP, ED, 

DH) mais  il ex i s te  chez eux des  hexoses-kinases (STREETER et REIBACH, 1984). 



3.3.2. Le catabolisme des hexoses 

L'utilisation des  hexoses e n  t a n t  que  source principale d'énergie pour les  

bactéroïdes est généralement  mise e n  doute. En e f fe t ,  d e s  mutants  glucokinase- 

(RONSON et PRIMROSE, 1979 ; GLENN et coll., 1984b), fructokinase- (GLENN et 

coll., 1984b) ,  phosphoglucose  i s o m é r a s e -  (ARIAS et coll. ,  1979) et p y r u v a t e  

d é s h y d r o g é n a s e -  (GLENN et coll. ,  1984) d é v e l o p p e n t  s u r  l e s  ~ é g u m i n e u s e s  

correspondantes des nodules efficients,  bien que la  nodulation soit r e ta rdée  (ARIAS 

et coll., 1979 ; GLENN et coll., 1984 ; ARWAS et coll., 1986). P a r  ailleurs, 

DUNCAN, e n  1981, décr i t  un mutan t  fructokinase- d e  R. rneliloti développant sur l a  

luzerne des  nodules inefficients. 

3.3-3. Le catabolisme des acides organiques 

L e s  a c i d e s  o r g a n i q u e s  s o n t  c o n s i d é r é s  c o m m e  l a  s o u r c e  d ' é n e r g i e  

principale des  bactéroïdes (TUZIMURO et MEGURA, 1960 ; RONSON et PRIMROSE, 

1979 ; TRINCHANT et RIGAUD, 1979 ; RONSON et coll., 1981 ; GARDIOL et coll., 

1982). Ils possèdent un cyc le  d e  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 coll., 1986). Des 

mutants  succinate déshydrogénase- (GARDIOL et coll., 1982) ou a -cé tog lu ta ra te  

déshydrogénase- (DUNCAN et FRAENKEL, 1979) donnent d e s  nodules inefficients. 

C e r t a i n e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  a n a p l é r o t i q u e s  o n t  été o b s e r v é e s  : 

carboxylases et m a l a t e  synthétase  (LOWE et EVANS, 1962 ; JOHNSON et coll., 

1966). 

Les  bactéroïdes d e  Rhizobium, c o m m e  les cellules libres e n  cu l tu res  

âgées, accumulent  d e s  réserves carbonées  sous la  fo rme  d e  poly- Ebhydroxybutyrate 

@ORSYTH et coll., 1958) qui peuvent représenter  jusqu'à 50 % d e  la mat iè re  sèche  

c h e z  les bactéroïdes d e  R. japonicum (WONG et EVANS, 1971). 

Ce PHB est utilisé dès  lors qu'il manque une source  de  carbone. Chez  le 

bactéroïde,  il est dépolymérisé e n  f3-hydroxybutyrate, déshydrogéné e n  acé to -acé ta te  

qui es tdégradé par l ' intermédiaire du cycle  d e  Krebs (WONG et EVANS, 1971 ; 

KARR et coll., 1984). Il peut  ainsi a l imenter  la  nitrogénase e n  composés réducteurs  

et e n  ATP (KLUCAS et EVANS, 1958). Son métabolisme semble ê t r e  lié au  

fonct ionnement  du cycle  glyoxalique (WONG et EVANS, 1971) qui génère  des  

composés e n  C-4 pouvant jouer le  rôle d e  squele t tes  carbonés  pour l 'assimilation 



d e s  ions  a m m o n i u m  (KRETOVICH et coll. ,  1977)  a u  m o i n s  a u  n i v e a u  d e  l a  

maintenance des  bactéroïdes. 

L e  propionate peut également  ê t r e  uti l isé (DE HERTOCH 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 

L e s  aldéhydes et les alcools que I'on re t rouve dans  le nodule de So ja  

(PETERSON et LA RUE, 1982) sont oxydés par une aldéhyde déshydrogénase non 

s p é c i f i q u e  p o u v a n t  t r a v a i l l e r  s u r  l ' a c é t a l d é h y d e ,  l e  p r o p i o n a l d é h y d e ,  l e  

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  é tudié  l'utilisation des sources d e  carbone par  

Rhizobium (ZIPFEL, 1911 ; FRED, 1912 ; BALDWIN et FRED, 1927 ; GEORGI et 

ETTINGER, 1941 ; LANCE, 1961) mais la plupart d 'ent re  eux emploient des  milieux 

complexes dont la source  d ' azo te  est appor tée  par une quan t i t é  appreciable d'eau d e  

levure. Leurs  résul ta ts  sont imprécis et peuvent p rê te r  à confusion si I'on sait  q u e  

cette eau de  levure cont ient  e n  solution des  mannanes dont l'hydrolyse et l a  

dégradation peuvent in terférer  a v e c  la source d e  carbone testée. 

GRAHAM, conscient d e  ce problème, m e t  au point une technique simple d e  

visualisation d e  l 'utilisation d e  subst ra ts  carbonés e n  boîte d e  Pé t r i  contenant  un 

milieu t r è s  pauvre e n  ex t ra i t  d e  levure (GRAHAM, 1964). S e s  résul ta ts  p e r m e t t e n t  

d 'af f i rmer  que tou tes  les souches à croissance rapide sont capables d'utiliser pour 

leur croissance les 20 sources d e  carbone di f férentes  tes tées ,  choisies pa rmi  les o s e s  

simples, les  disaccharides et les  intermédiaires du cycle  des  acides tricarboxyliques. 

P a r  contre ,  les souches à croissance lente  possèdent des exigences plus marquées. 

Elles dégradent  préférent ie l lement  le  glucose, le c i t r a t e  d e  sodium, l e  xylose, l e  

mannitol, l 'arabinose, le  galactose  et le fructose. 

Quan t  aux modifications du pH qui accompagnent  l a  dégradation de  ces 

substrats ,  el les ne sont  pas spécifiques de  la vitesse de  croissance des  souches m a i s  

v a r i e n t  d ' a p r è s  GRAHAM (1964) s e l o n  l a  n a t u r e  d e  l a  s o u r c e  d e  c a r b o n e .  



C e s  di f férences  dans la  nutri t ion carbonée d e s  souches à croissance rapide et 

des  souches à croissance lente,  d'abord énoncées par ALLEN et ALLEN e n  1950, se 

sont  vues confirmer par d e  nombreux au teurs  (cf. 1. - Le genre  Rhizobium) et sont  

résumées  dans le  tableau 2 propose par STOWERS (1985). 

On peut  préciser : 

- que l es  souches à croissance l en te  incapables d e  se développer à par t i r  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 l e  mannitol tradit ionnellement utilisé pour la  croissance de  Rhizobium au 

laboratoi re  donne des  réponses t r è s  variables, e n  part iculier  avec les  souches à 

croissance lente  (ELKAN et KWIK, 1968 ; CHAKRABARTI, 1981) ; 

- que l e  glycérol est la  source  d e  carbone universellement utilisée bien que d'une 

façon générale les  souches à croissance l en te  on t  un taux d e  croissance, dans ces 

c o n d i t i o n s ,  b e a u c o u p  p l u s  f a i b l e  q u e  s u r  g l u c o s e  ou g a l a c t o s e  (ARIAS et 

MARTINEZ-DRETS, 1976) ; 

- que l a  souche part iculière d e  R. japonicum à croissance rapide d e  STOWERS et 

EAGLESHAM (1984) a un profil proche de  l 'ensemble des  souches à croissance 

rapide mis à p a r t  qu'el le ne  pousse ni sur c i t r a t e  seul, ni sur dulcitol seul. 

Il f a u t  noter, par ailleurs, que  depuis quelques années seulement,  plusieurs 

équipes recherchent  les possibilités d e  développement de  Rhizobium à partir  des  

composés carbonés aromat iques  disponibles e n  quant i té  dans les sols. A ce propos, 

on sa i t  q u e  d'une façon générale  les souches à croissance l e n t e  peuvent utiliser une 

plus grande diversi té d e  c e s  produits que les  souches à croissance rapide (PARKE et 

ORNSTON,  1984). R. me l i l o t i  est l e  p lus  l i m i t é  et n e  p e u t  u t i l i s e r  q u e  

l 'anthranilate,  le  protocatechuate  et le quinate (PARKE et ORNSTON, 1984). 

R. t r i fo l i i  et R. leguminosarum u t i l i s e n t  l e  b e n z o a t e ,  l e  c a t é c h o l ,  l e  

p a r a - c o u m a r a t e ,  l e  f é r u l a t e ,  l e  p a r a - h y d r o x y b e n z o a t e ,  l e  p r o t o c a t é c h u a t e ,  l e  

3-4-5-tr ihydroxybenzoate ,  l e  3 -5-d ihydroxybenzoa te  et l e  d i h y d r o f é r u l a t e .  

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 ' i n f o r m a t i o n s  s u r  R. tr i fo l i i  d o n t  u n e  s o u c h e  u t i l i s e  l e  c a t é c h o l ,  l e  

para-hydroxybenzoate et le  sa l icyla te  (MUTHUKUMAR et coll., 1982). 

4.2. L e  transport des produits carbonés chez les  cellules libres 

L'étude des  mécanismes d e  t ranspor t  chez  Rhizobium est récente.  Les  t ravaux 

o n t  été ef fec tués  pour la  plupart  chez  les cellules libres d e  R. leguminosarum. L e  



Souches à croissance rapide Intermédiaire  Souches à cro issance  
len te  

Source  d e  carbone 

a Groupe A Groupe  0 Groupe C Groupe D Groupe  E Groupe  F 

Glucose 
F ruc tose  
Galac tose  
Gluconate 
Mannose 
Mannitol 
R hamnose 
Dulcirol 
Arabinose 
X ylose 
Raff inose 
Sucrose 
Lactose  
Trehalose 
Glycérol 
Py ruva te  
C i t r a t e  
Succina te  
F umara t e  
Malate 

4. 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
f 

.c 

4 

N.D. 
+ 
4. 

4. 

4. 

+ 

+ 
+ 
+ 

N.D. 
+ 
+ 
+ 

+ e - + 
+ 
+ 
+ 
4. - 

N.D. 
N.D. 

4. 

N.D. 
N.D. 
N.D. 

C + 
N.D. N.D. 
N.D. N.B. 

+ + 
N.B. N.D. 

Tableau 2 - Utilisation de différentes sources de carbone pour la croissance de Rhizobium 
(d'après STOWERS, 1985). 

a Groupe A : R. meliioti ,  R. leguminosarum, R. trifoli i ,  R. phaseoli (GRAHAM, 1964).  
Groupe B : Rhizobium spp. à croissance rapide (TRINICK, 1980). 
Groupe C : R. japonicum à c r o i s s a n c e  r a p i d e  (STOWERS et EAGLESHAM, 1984). 
Groupe D : Rhizobium à c r o i s s a n c e  i n t e r m é d i a i r e  (STOWERS et EAGLESHAM, 1983).  
Groupe  E : R. japonicum (ELKAN et KWIK, 1968). 
Groupe F : R. cdwpea (STOWERS et ELKAN, 1984a). 

b + : indique que l a  plupart  des  souches testées utilise l a  source d e  carbone. 
c : non déterminé. 
d - : indique que  l a  plupart  des  souches testées n'utilise pas l a  source d e  carbone.  
e + - : indique que  plus d 'une souche est capable  d'utiliser l a  source d e  carbone.  



t ranspor t  des  disaccharides, d e s  hexoses ( tels  que glucose, f ructose  t z t  mannose) et 

d e  ce r ta ins  d e  leurs dérivés (comme l e  mala te  et le  succinate) son t  les mieux 

étudiés. 

4.2.1. Le transport des disaccharides 

D'une façon générale,  les  souches d e  Rhizobium à croissance lente son t  

incapables d'utiliser pour leur croissance les  disaccharides (GRAHAM, 1964 ; EL KAN 

et KWIK, 1968 ; MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970). L e s  souches à croissance 

rapide, par contre ,  s e  développent sur saccharose, lactose,  raffinose, tréhalose. 

L e  transport  du saccharose  c h e z  R. leguminosarum et chez  R. trifolii est 

consti tutif  alors qu'il est inductible c h e z  R. meliloti ainsi que chez  une souche d e  

RI cowpea à croissance rapide (GLENN et DIL WORTH, 1981 b). 

L e  transport  du lac tose  est inductible chez  les souches à croissance 

rapide (GLENN et DILWORTH, 1981b). Chez  RI meliloti, l 'absence d e  phospho- 

-galactosidase permet  d e  penser que ce subst ra t  carboné n'est pas phosphorylé 

pendant  son transport  (TIMBLIN et KAHN, 1984). 

L e s  souches à croissance rapide possèdent au moins deux systèmes d e  

t ranspor t  d i f férents  pour les  disaccharides : l'un spécifique pour le lactose, l ' au t re  

pour le  saccharose,  le  maltose et le  tréhalose (GLENN et DILWORTH, 1981b). 

4.2.2. L e  transport des hexoses 

L e s  transports du glucose et du f ructose  on t  été décr i t s  chez  R. legumi- 

nosarum et R. cowpea et celui  du mannose et du f ructose  chez R. meliloti. L e s  

ca rac té r i s t iques  importantes  d e  chacun d e  c e s  t ranspor ts  sont  résumées dans  l e  

tableau 3 proposé par THEODOROPOULOS, 1986. 

4.2.2.1. Aspect énergét ique d e  ces systèmes 

L a  définition du mode d e  transport ,  passif ou act i f ,  ainsi que l a  na tu re  d e  

l 'énergie nécessaire lors d'un t ranspor t  ac t i f ,  a été systémat iquement  abordée par  

l e s  d i f f é r e n t s  a u t e u r s  a v e c  l ' é t u d e  d e  l ' e f f e t  d e s  d i f f é r e n t s  i n h i b i t e u r s  s u r  

l 'accumulation des  hexoses (tab. 3). 

L e s  découplants énergétiques (azide d e  sodium, 2-4-dinitrophénol, carbonylcyanide 

m é t a ~ h l o r o p h é n ~ l h ~ d r a z o n e ) ,  a i n s i  q u e  l e  c y a n u r e ,  i n h i b i t e u r  du t r a n s p o r t  

d 'électrons,  provoquent l'inhibition t r è s  sévère  d e  tous les sys tèmes d e  t ranspor t  

é tudiés ,  indiquant que l e  glucose, le  f ruc tose  et le  mannose sont t ranspor tés  c h e z  

Rhizobium par  un mécanisme act i f  et à t ravers  une membrane énergisée par un 
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gradient d e  protons et d'électrons. Il apparaî t  que, c h e z  Rhizobium, l e s  hexoses, 

contra i rement  à la  plupart  d e s  au t res  espèces  bactériennes,  sont t ranspor tés  par un 

système non-PTS. Ils s 'accumulent chimiquement inal térés  dans l e  cytoplasme. C e c i  

a pu être démontré  d'une façon  plus di recte ,  e n  ex t rayan t  et e n  identif iant  le I1pool" 

accumulé. Pour cela ,  les au teurs  ont, soit utilisé des  analogues structuraux d e  

l'hexose, non métabolisables par la  souche étudiée,  soit des  mutants  incapables d e  

dégrader l'hexose transporté.  Il a été démontré  que  l'a-méthyl glucose [analogue non 

métabolisable du glucose c h e z  R. leguminosarum WU 235, HUDMANN et GLENN 

(198011, ainsi que l e  f ructose  [chez un mutant  fructokinase négative d e  l a  souche 

MNF 3841, GLENN et coll. (1984) d e  la m ê m e  espèce,  et c h e z  R. meli loti  L5-30, 

GARDIOL et co l l .  (1980)l  s o n t  a c c u m u l é s  s o u s  u n e  f o r m e  non phosphory lée .  

D 'au t re  part ,  il semble que  c e s  systèmes ne  sont pas  énergisés d i rec tement  pa r  

I'ATP. En effe t ,  l 'arséniate, qui inhibe la consti tution d'un l'pool" in t racel lu la i re  

d'ATP issu du métabolisme intermédiaire,  a peu ou pas d ' e f fe t  sur I 'accumulation 

des  hexoses. 

Récemment ,  SMART et coll. (1984) ont  observé, chez  R. cowpea NCR 234, q u e  

I 'arséniate est accumulé par  le  sys tème d e  t ranspor t  du phosphate. Ils suggèrent 

alors q u e  la non-inhibition d e s  sys tèmes d e  t ranspor t  des  hexoses par I 'arséniate 

peut ê t r e  due à l 'impossibilité d e  ce composé d e  pénétrer  dans le  cytoplasme. C e c i  

sera i t  provoqué par la présence importante  d'ions phosphate (au moins 1,5 mM) dans  

le milieu réactionnel, qui e n t r e n t  en  compéti t ion avec  l 'arséniate. 

Enfin, des é tudes  d'inhibition, e f fec tuées  e n  présence du NEM ou d'EDTA 

(éthylène diamine t é t racé t ique  acide), ont  montré  que  le  site actif  des  perméases  

possède d e s  groupements thiols et que son fonctionnement nécessite quelquefois l a  

présence d'ions bivalents (MULONGOY et ELKAN, 1978 ; HUDMAN et GLENN, 

1980 ; DE VRIES et coll., 1982 ; STOWERS et ELKAN, 1983). 

4.2.2.2. L a  spécif ic i té  d e  ces systèmes 

L'accumulation du glucose et du fructose,  chez  R. leguminosarum, et celle d u  

fructose,  chez R. cowpea,  semble ê t r e  réalisée par des  sys tèmes spécifiques. C e s  

perméases  ne t ranspor tent  pas  les polyols et les disaccharides et ont  une faible o u  

moyenne affinité pour les a u t r e s  hexoses. Cependant,  cer ta ins  composés ont une  

f o r t e  a f f in i t é  pour ces systèmes.  P a r  exemple,  le sorbose, dont la s t ruc tu re  est 

p r o c h e  d e  c e l l e  d u  f r u c t o s e ,  est t r a n s p o r t é  p a r  l a  f r u c t o s e  p e r m é a s e  c h e z  

R. leguminosarum MNF 3841 et chez  R. cowpea  NGR 234. Egalement, l e  galactose,  

d'une par t ,  et le xylose et l e  mannose, d 'aut re  par t ,  semblent ê t r e  accumulés  par l a  

g l u c o s e  p e r m é a s e  c h e z  R. l e g u m i n o s a r u m  WU 235  et R B L l ,  r e s p e c t i v e m e n t .  



Des &des concernant  l a  compéti t ion e n t r e  l e  glucose et s e s  analogues, 

a-méthyl-glucose et 2-désoxy-glucose, pour la  glucose perméase  d e  R. legumino- 

sarum RBLI, o n t  mont ré  que, d'une part ,  ces composés exercen t  une  inhibition 

mutuelle du transport ,  d 'autre part ,  q u e  les  analogues o n t  une aff in i té  plus fa ib le  

que l e  glucose pour l a  perméase.. En e f fe t ,  il f a u t  une concentra t ion e n  analogue 100 

fois supérieure à ce l l e  du glucose pour inhiber I 'accumulation de celui-ci, t a n d i s  

qu'une concentra t ion e n  glucose 10 fois supérieure à ce l l e  des  analogues suffit pour  

inhiber complètement  l 'accumulation de  ces derniers. 

L'étude d e s  pa ramèt res  cinétiques du système a mont ré  que  le glucose et ses 

analogues sont t ranspor tés  chez  cette souche par au moins deux mécanismes, un d e  

f o r t e  af f in i té  et l 'aut re  d e  faible affinité,  pour ces substrats .  D 'au t re  part ,  l e s  

valeurs du Km observées sont  plus f o r t e s  pour les analogues démontrant  ainsi q u e  

ces c o m p o s é s  o n t  u n e  a f f i n i t é  p lus  f a i b l e  q u e  l e  g l u c o s e  pour  l e  s y s t è m e  

per measique. 

4.2.2.3. L a  régulation d e  ces systèmes 

L a  na tu re  inductible ou consti tutive d e  chacune des  perméases a été d é c r i t e  

(tab. 3). A cet e f f e t ,  les  d i f férentes  souches o n t  été cul t ivées  sur divers subst ra ts  et 

ensuite Ifhexose é tud ié  a été accumulé  par des  cellules issues de  ces d i f fé ren tes  

cultures.  Les  résul ta ts  obtenus par les d i f férents  au teurs  o n t  mont ré  que, c h e z  

RI leguminosarum, l a  glucose et la  f ructose  perméase  ainsi que  la mannose 

perméase  d e  R. meliloti sont constitutives. P a r  contre ,  le  sys tème d'accumulation 

du f ructose ,  chez  R. cowpea NGR 234 et chez  R. meliloti L5-30, est inductible, 

puisque des  cellules cult ivées sur d i f férents  au t res  subst ra ts  sont incapables d e  

t ranspor ter  le  fructose. 

Des travaux on t  montré  que  le  fonctionnement des  perméases c h e z  Rhizobium 

est répr imé lorsque les cellules sont  cult ivées en  présence de mala te  ou d e  

succinate ,  c o m m e  seules sources d e  carbone. En e f f e t ,  l 'accumulation du mannose 

chez  R. meliloti (ARIAS et coll., 1982), ainsi que ce l l e  du glucose c h e z  R. legumi- 

nosarum WU 235 (HUDMANN et GLENN, 1980) et chez  R. cowpea 32 H l  (STOWERS 

et ELKAN, 1983) est inhibée par le succinate.  P a r  ailleurs, lors d e s  cul tures  d e  

R. leguminosarum RBLI, e n  présence d e  glucose et d e  malate ,  ce dernier est ut i l i sé  

d'abord e n  répr imant  le  fonctionnement d e  la  glucose perméase  et, pa r  conséquent,  

l 'utilisation du glucose. 

Plusieurs a u t r e s  travaux on t  été publiés quant  à la  répression des  ac t iv i t és  

e n z y m a t i q u e s ,  a i n s i  q u e  l ' u t i l i s a t i o n  s i m u l t a n é e  d e s  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  c h e z  

Rhizobium. L e s  résul ta ts  rappor tés  sont d i f férents  selon les sources d e  carbone et 

les  souches utilisées. 



Ainsi, DILWORTH et coll. (1983) concluent e n  l 'absence d e  répression et 

l ' u t i l i s a t i o n  s i m u l t a n é e  d e s  m é l a n g e s  d e s  s u b s t r a t s  t e l s  q u e  h i s t i d i n e / g l u c o s e ,  

histidine/succinate, parahydroxybenzoate/giucose et parahydroxybenzoate/succinate, 

c h e z  R. leguminosarum. Il f a u t  cependant  noter que les consommations d'histidine et 

d e  parahydroxybenzoate sont  très fo r tement  diminuees e n  présence d e  succinate.  

C h e z  R. t r i f o l i i ,  DE H O L L A N D E R  et STOUTHAMER (1979) c o n c l u e n t  

éga lement  en  l 'utilisation simultanée d e  lac tose  et d e  glucose présents à des  

concentra t ions  variables. 

Contra i rement  à ces auteurs,  d 'aut res  ont  dkcr i t  l a  présence d e s  croissances 

diauxiques lors des  cul tures  binaires ainsi que d e s  phénomènes d e  répression des  

ac t iv i t és  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) décr ivent  un phénomène semblable à l a  répression 

catabolique chez  R. meliloti. Ces auteurs  rappor tent  des croissances diauxiques pour 

d e s  m é l a n g e s  d e  s u c c i n a t e / m a l t o s e ,  s u c c i n a t e / c e l l o b i o s e  et s u c c i n a t e / l a c t o s e ,  

diauxies qui, d'ailleurs, ne sont  pas  levées par I'addition d'AMPc dans l e  milieu d e  

culture.  LIM et SHANMUGAN (1979) observent q u e  l 'accumulation d e  l'hydrogène 

est inhibée par le  mala te  c h e z  R. japonicum et que cette répression est levée 

spécifiquement par l'addition d'AMPc. D'autre par t ,  la  mesure  de  la concentra t ion 

intracellulaire d'AMPc a mont ré  que la  quant i té  d e  ce nucléotide e s t  proportionnelle 

a l 'ac t iv i té  perméasique. 

C h e z  la  même espèce,  ROHM et WERNER (1985) mont ren t  que l e  succinate  

e x e r c e  une répression catabolique sévère  sur l 'utilisation du phénol. 

4.2.3. L e  transport d e s  ac ides  organiques 

L a  succinate et l a  m a l a t e  perméase o n t  été étudiées  chez  les cellules 

l ibres d e  R. leguminosarum, R. japonicum, R. tr ifoli i  et RI cowpea  (tab. 4). 

C e s  é tudes  on t  mont ré  que l e  t ranspor t  du succinate  et du m a l a t e  est 

réalisé par un mécanisme act i f  qui dépend d e  l ' é ta t  d e  l 'énergisation d e  la  

membrane  semblable à celui  du t ranspor t  des hexoses. L e  processus d'accumulation 

d e  ces acides  est saturable  et l a  vitesse initiale d e  leur t ranspor t  est dépendante  d e  

leur  concentra t ion ex te rne  selon une relat ion d e  MICHAELIS. Les Km apparen t s  

observés sont  d e  l 'ordre du micromolaire (PM) et varient  e n  fonction des  espèces  

étudiées,  selon un fac teur  d e  1 à 4. 
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Les  systèmes mis en  évidence (Dct System) sont  semblables chez  l es  

souches à croissance rapide (GLENN et coll., 1980 ; FINAN et coll., 1981 ; RONSON 

et coll., 1981) et chez  les souches à croissance l en te  (MCALLISTER et LEPO, 1983 ; 

SAROSO et coll., 1984 ; SAN FRANCISCO et JACOBSON, 1985). L e  sys tème D c t  

est capable  d e  t ranspor ter  l e  succinate, le  mala te  et l e  fumara te  mais  aussi pour 

R. cowpea NGR 234, l 'acide oxalo-acétique (SAROSO et coll., 1984). 

Les  analogues du succinate on t  d e s  e f f e t s  variables sur l e  t ranspor t  d e  

cet ac ide  organique, ceci e n  fonction d e  leur  degré  d e  substitution et d e  la  position 
t d e s  substituants. L e  2-2-di-méthyl-succinate réalise l'inhibition compét i t ive  l a  plus 

e f f i c a c e  (GLENN et coll., 1980 ; SAROSO et coll., 1984) ainsi que l 'acide i taconique 

c h e z  R. cowpea (SAROSO et coll. ,  1984). L e  m é t h y l - s u c c i n a t e  e t  l e  

2-3-diméthyl-succinate et l 'acide itaconique on t  des  e f f e t s  l imités c h e z  R. legumi- 

nosarum (GLENN et coll., 1980), dus à l ' a f f in i té  moindre pour la  perméase. Il est 

intéressant  d e  noter  que l 'es ter  de  diméthyl-succinate n'a aucun e f f e t  su r  l e  

fonctionnement du transporteur,  ce qui suggère q u e  un ou deux d e s  groupements  

c a r b o x y l i q u e s  d u  s u c c i n a t e  d o i v e n t  r e s t e r  l i b r e s  pour  q u e  l a  m o l é c u l e  soit 

t ranspor tée  (GLENN et coll., 1980). C e c i  rejoint les  observations d e  GHEI et KAY 

(1 973) concernant  le  t ranspor t  du succinate chez  Bacillus subtiiis. 

Quant  à l a  na tu re  inductible ou const i tu t ive  de  ces perméases,  les é t u d e s  

e f f e c t u é e s  on t  mont ré  des  différences e n  fonction des  espèces et des  souches  

étudiées. Ainsi, chez  R. leguminosarum WU 235, R. japonicum USDA 1-110 et 

R. cowpea USDA 3278, la  succinate et la  mala te  perméase sont consti tutives.  

P a r  contre ,  c h e z  R. leguminosarum GF 160 et GF 252, R. trifolu C F  

7012, R. japonicum USDA 110 et USDA 217 et R. cowpea NGR 234, l e  sys tème  d e  

t ranspor t  du succinate  e s t  inductible. En e f fe t ,  les  au teurs  ont  observé une t r è s  

fa ible  accumulation d e  ce composé, lorsque les  cellules ont  été cul t ivées  sur bon 

nombre d 'autres  substrats ,  c o m m e  des hexoses, polyols, pentoses, disaccharides ou 

a u t r e s  acides  organiques ( te l  le  g lutamate)  ; excep tés  le mala te  ou le  fumarate .  Il 

f a u t  cependant  noter  que, pour la  souche USDA 110, l 'accumulation du succinate  par  

d e s  cellules cul t ivées  sur divers au t res  subst ra ts  était toujours supérieure au q u a r t  

d e  cel le  observée lorsque les  cellules on t  été cul t ivées  sur succinate. Dans ce cas, 

l e s  a u t e u r s  o n t  d é f i n i  ce s y s t è m e  c o m m e  p l u t ô t  i n d u c t i b l e  q u e  c o n s t i t u t i f .  

Enfin, il ne semble  pas que ces systèmes soient réprimés par  le g lucose  

ou d 'autres  sources d e  carbone. 



4.3. Voies de  dégradation mises en évidence 

4.3.1. Voies généraies de catabolisme 

D e p u i s  t r è s  l o n g t e m p s  d é j à ,  l e s  c h e r c h e u r s  s e  s o n t  i n t é r e s s é s  à 
l 'utilisation des  carbohydrates e n  t a n t  que sources d e  carbone et d'énergie par l e s  

cellules d e  Rhizobium e n  cu l tu re  ou en  symbiose ; mais  comparat ivement ,  t r è s  peu 

d'équipes on t  é tudié  le  déta i l  des  voies cataboliques empruntées,  se limitant  le  plus 

souvent à l a  mise en  évidence d e  ce r ta ines  act iv i tés  enzymat iques  appar tenant  aux 

t ro i s  voies principales d e  dégradations des  hydrates d e  carbone : 

- la  voie d1Embder-Meyerhof-Parnas ou voie d e  l a  glycolyse ou voie des  hexoses 

di-phosphate ; 

- la  voie d1Entner-Doudoroff ou voie du KDPG (2-kéto-3-désoxy-6-phosphoglu- 

conate)  ; 

- la  voie d e  Dickens-Horecker ou voie des pentoses ou voie des hexoses mono- 

phosphates. 

4.3.1.1. L a  v o i e  d1Embden-Meyerhof  - P a r n a s  (EMP) (ANNEXE) 

L e  fonctionnement d e  cette voie chez  Rhizobium est t r è s  variable et dépendant 

d e  la  souche. Quand il est observé, son taux d 'ac t iv i té  est très bas (KATZNELSON 

et ZAGALLO, 1957 ; SIDDIQUI et BANERJEE, 1975 ; MULONGOY et ELKAN, 

1977a ; STOWERS et ELKAN, 1983). 

L 'ac t iv i té  d e  la phosphofructokinase (Ec 2.7.1.1.1) n 'est  jamais d é t e c t é e  c h e z  

R. trifolïi, indiquant pour cette espèce  l'impossibilité d'utiliser cette voie (RONSON 

et PRIMROSE, 1979a). P a r  contre ,  l 'act ivité d e  cette enzyme est d é t e c t é e  sur d e s  

cellules d e  Rhizobium 32H1 lorsque la  souche est cult ivée sur glucose et non 

lorsqu'elle est cult ivée sur f ructose ,  mannitol, g luconate  ou succinate  (STOWERS et 

ELKAN, 1985). 

L a  f ructose  diphosphate aldolase (EC 4.1.2.1.3), a u t r e  enzyme clé  d e  la voie 

EMP, a été carac té r i sée  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 

n e  semble cependant pas  que cette enzyme par t ic ipe  au fonctionnement d e  l a  voie 

d e  EMP. Elle est plutôt  impliquée selon STOWERS et ELKAN (1983) dans l e  

fonct ionnement  d'un cycle  des  hexoses pe rmet tan t  la synthèse d e  glucose-&phosphate 

à par t i r  d e  glycéraldéhyde 3P (HOCHSTER et KATZNELSON, 1957) et a l imentant  la  

gluconéogénèse. C e  cyc le  f a i t  intervenir  la tr iose phosphate isomérase (EC 5.3.1.11, 



l a  f ruc tose  diphosphate aldolase (EC 4.1.2.13), l 'hexose diphosphatase (EC 3.1.3.1 1) 

et la  phosphoglucose isomérase (EC 5.3.1.9). 

4.3.1.2. La voie dlEntner-Doudoroff (ED) (ANNEXE) 

La  voie dfEntner-Doudoroff ex i s te  et fonctionne à l a  fois chez  les  souches d e  

Rhizobium à croissance rapide et chez  les souches d e  Rhizobium à croissance lente .  

Elle a été carac té r i sée  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, 1979a1, chez  R. phaseoli (KATZNELSON, 

19551, c h e z  R. japonicum (KEELE et coll . ,  1969  ; KEELE et col l . ,  1 9 7 0  ; 

MULONGOY et ELKAN, 1977) et chez  R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1984b). 

La  dégradation d e  l a  plupart  des  hexoses se f a i t  par l a  voie dtEntner-Doudoroff 

(KEELE et coll., 1970 ; STOWERS et ELKAN, 1984b). 

4.3.1.3. La voie  d e  Dickens-Horecker (DH) (ANNEXE) 

L a  voie d e  Dickens-Horecker n 'est  observée que c h e z  les souches d e  Rhizobium 

à croissance rapide (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972). Elle a été c a r a c t é r i s é e  

c h e z  R. trifolii (RONSON et PRIMROSE,  1979a)  et c h e z  R. leguminosarum 

(KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; GLENN et coll., 1984b). 

Les  souches à croissance l e n t e  ne possèdent pas  l'une des enzymes c l é  de  cette 

voie : l a  6-phosphogluconate déshydrogénase à NADP' (EC 1.1.1.44) part icipant à l a  

réact ion d e  décarboxylation oxydative du 6-phosphogluconate e n  ribulose-5-phosphate. 

C e c i  est observé c h e z  R. japonicum (KEELE et coll., 1969 ; MARTINEZ-DRETS et 

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

ELKAN, 1983) qui possèdent pa r  con t re  une 6-phosphogluconate déshydrogénase à 
NAD' (EC 1.1.1.43). De  larges  controverses exis tent  encore  aujourd'hui quant à l a  

na tu re  d e  l a  réaction cata lysée  par  cette dernière  enzyme : 

- pour MARTINEZ-DRETS et coll. (1977), la  6-PG-déshydrogénase à NAD' qu' i ls  

on t  par t ie l lement  purifiée ca ta lyse  la  décarboxylation oxydative du 6-phospho- 

g l u c o n a t e  e n  r ibu lose -5-phospha te ,  c o m m e  l ' e n z y m e  à NADP'. I l s  e x c l u e n t  

l ' intervention d e  deux enzymes,  une déshydrogénase et une décarboxylase c o m m e  

c h e z  Leuconostoc mesenteroides (Y ASHIM A et KIT AH ARA, 1968) puisque l'addi- 

t ion a u  milieu réactionnel d e  semi-carbazide n 'a pas  d 'effet .  Selon c e s  auteurs ,  

la  simili tude e n t r e  l a  NAD+ 6-PG-déshydrogénase d e  R. japonicum et ce l l e  d e  

Pseudomonas facilis (BOWIEN et SCHLEGEL, 1972) vient enrichir  le  nombre  

d'observations é tabl issant  d e s  relat ions philogéniques é t ro i t es  e n t r e  ces  deux 

genres. 



4.3.1.4. L e  cycle  d e  Krebs  

D è s  1957, KATZNELSON et Z A C A L L O  m o n t r e n t  q u e  R. leguminosarum, 

R. meliloti et R. tridolii sont capables d'oxyder d e  nombreux in termédiai res  du cyc le  

des  acides tricarboxyliques. 

En 1960, TUZIMURA et MEGURO démontrent  qu'en culture,  R. japonicum peu 

o x y d e r  l ' a - c é t o - g l u t a r a t e ,  l e  f u m a r a t e  et l e  s u c c i n a t e .  C e s  r é s u l t a t s  f o n t  

c u r i e u s e m e n t  s u g g é r e r  a u x  a u t e u r s  q u e  l e s  s o u c h e s  p o s s è d e n t  l e  p o t e n t i e l  

enzymat ique nécessaire au déroulement du cycle d e  Krebs. 

En 1964, GRAHAM montre  que le  fumara te ,  le  malate ,  le  pyruvate, le  

succinate  et le c i t r a t e  peuvent servir d e  source d e  carbone pour la croissance d e  

souches d e  Rhizobium à croissance rapide et d e  cer ta ines  souches à 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 d e  sodium et 

l ' acé ta te  d e  sodium, ils ne  peuvent pas  utiliser ces substrats  pour leur croissance. 

Les  auteurs  pensent que la  cause e n  est due à l 'absence d'isocitrate-lyase qui  n e  

pe rmet  pas l e  renouvellement normal des  composés en  C 4  accep teurs  des deux 

subst ra ts  pour leur intégration dans le  cyc le  d e  Krebs. 

On sa i t  aujourd'hui que le cycle  d e  KREBS est fonctionnel pour l 'ensemble d e s  

souches d e  Rhizobium à croissance l en te  ou à croissance rapide. Il a été décr i t  c h e z  

R. meliloti (HORNEZ, 1976 ; DUNCAN et FRAENKEL, 1979), chez  R. legumino- 

sarum (KURZ et LA RUE, 1977), chez  R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 1979a1, 

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  soi t  par l a  mise e n  évidence d 'ac t iv i tés  

enzymat iques  spécifiques (DUNCAN et FRAENKEL, 1979 ; GARDIOL et coll., 1982), 

soi t  par des  é tudes  d e  respirométrie : l 'utilisation d e  pyruvate spécifiquement 

marqué au I 4 c  sur ses dif férents  carbones  p e r m e t  de  déterminer  l'origine du 

dioxyde d e  carbone l ibéré durant  son oxydation, C l  > C 2  > C3. La  libération sous 

f o r m e  d e  dioxyde de  carbone tout  d'abord du carbone C l  (carboxyl-carbone) suivi du 

C 2  (carbonyl-carbone) et enfin du C 3  (méthyl-carbone) indique que le  pyruvate est 

to ta lement  oxydé par l ' intermédiaire du cycle  d e  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) 

décr ivant  le  ca tabol isme du carbone pour les souches d e  Rhizobium à croissance 

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



4.3.2. Catabolisme des disaccharides 

4.3.2.1. Catabol isme du saccharose  

Seules les souches d e  Rhizobium à croissance rapide peuvent dégrader le  

saccharose  (MARTINEZ-DRETS et coll., 1974 ; GLENN et DILWORTH, 1981b). 

L a  présence d e  l ' invertase (EC 3.2.1.2.6) n'est d é t e c t é e  que dans  les e x t r a i t s  

cellulaires d e  R. meliloti, R. leguminosarum et RI trifofu après  cul ture  sur 

saccharose,  lac tose  ou mal tose  (MARTINEZ-DRETS et coll., 1974). Son ac t iv i t é  est 

la rgement  supérieure lorsque les  cellules sont  cult ivées sur saccharose plutôt  q u e  sur 

les  a u t r e s  sources d e  carbone,  l 'enzyme est inductible (MARTINEZ-DRETS et coll., 

1974 ; GLENN et DILWORTH, 1981b). 

Il a été décr i t  une inver tase  extracel lu la i re  chez  R. japonicum (SINGH et coll., 

1980). 

4.3.2.2. Catabol isme du l ac tose  

Seules  les souches de  Rhizobium à croissance rapide peuvent dégrader  le l ac tose  

(GLENN et DIL WORTH, 1981b). 

L a  6-galactosidase (EC 3.2.1.23) a été d é t e c t é e  après  cul ture  sur lactose d a n s  

les  ex t ra i t s  cellulaires d e  R. meliloti (NIEL et coll., 1977 ; UCKER et SIGNER, 

1978 ; GLENN et DILWORTH, 1981b), d e  R. leguminosarum et d e  R. trifolu 

(GLENN et DIL WORTH, 1981b). 

L a  régulation d e  l 'activité et d e  la synthèse d e  la  8-galactosidase est var iable  

selon les  souches. L 'enzyme est inductible chez  R. meliloti WU 60  (GLENN et 

DILWORTH, 1981b) et par t ie l lement  inductible chez  R. meliioti 2011 (NIEL et coll., 

1977). Elle est const i tu t ive  c h e z  R. leguminosarum WU 163, WU 235, WU 3841 et 

chez  R. trifofu WU 290 (GLENN et DILWORTH, 1981b) 

C ' e s t  pour R. meiiloti 2011 que l'on connai t  l e  mieux l 'activité B-galactosidase. 

En e f f e t  : 

- NIEL et coll. (1977) o n t  mis  e n  évidence chez  cette souche deux enzymes A et 

B à propriétés t r è s  d i f férentes  (Km mesurés sur le  paranitrophényli3-D-galactopy- 

ranoside, inactivation thermique) et présentant  une ac t iv i t é  8-galactosidase du 

m ê m e  ordre d e  grandeur e n  absence d'inducteur. P a r  contre,  e n  présence d e  

lac tose ,  l ' ac t iv i té  d e  I 'enzyme A devient  quelquefois plus f o r t e  q u e  cel le  d e  

l 'enzyme B. Physiologiquement, cependant,  I 'enzyme 0 n e  permet  pas  ou presque 

l a  croissance sur lac tose  du mutant  2011 L-i ayan t  perdu la  c a p a c i t é  de  synthé-  

t i se r  I 'enzyme A. En f a i t  cette enzyme B, dont l a  synthèse est inductible par  le  

cellobiose, est capable  d'hydrolyser le paranitrophényl-6-0-glucopyranoside et le  



paranitrophényl-6-D-galactopyranoside a v e c  des  Km respect i fs  d e  135 PM et 

6,4 mM. C e c i  prouve q u e  l 'enzyme B est une B-glucosidase (EC 3.2.1.21) à acti- 

v i t é  B-galactosidase (NIEL et coll., 1980) ; 

- UCKER et SIGNER (1978) montrent  que  l 'activité d e  la B-galactosidase est dix 

fois plus importante  lorsque R. meliloti 2011 est cult ivé e n  présence de  l ac tose  

plutôt  qu'en présence d e  mannose ou d e  succinate. De  plus, l'addition de  succi-  

n a t e  qui est une excel lente  source d e  carbone pour la croissance d e  R. meliloti, 

à des  cellules poussant sur lactose,  est suivie rapidement d e  l a  réduction d e  

l 'activité fS-galactosidase des  cellules e n  croissance. 

Les  au teurs  observent une croissance diauxique d e  R. meliloti 2011 sur un 

milieu synthétique contenant  0, l  % d e  succinate  et 0,l  % d e  lactose. C e  phénomène 

n'est  pas levé par l'addition d'AMPc au milieu. L e s  auteurs  parlent  d e  "Catabol ic  

Repression like Phenomenon" chez  R. meliloti. On peut  aussi penser que dans ces 

conditions expérimentales,  1'AMPc ne pénè t re  pas dans les cellules bactériennes. 

4.3.3. Catabolisme des hexoses et de leurs dérivés 

4.3.3.1. Catabol isme du glucose 

Chez  la plupart  des souches de  Rhizobium, le  giucose e s t  ca tabol isé  uniquement 

par la  voie dqEntner-Doudoroff. C e c i  est démontré  soit par la  recherche d ' ac t iv i t é s  

enzymatiques spécifiques (KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; KEELE et coll., 

1969 ; GLENN et coll., 1984b), soit par radiorespirométrie (KEELE et coll., 1969 ; 

STOWERS et EAGLESHAM, 1984). 

L a  production d e  pyruvate  à partir  d e  6-phosphogluconate ainsi que la présence 

d e  la 6-phosphogluconate déshydratase (EC 4.2.1.12) et de la 2-céto-3désoxy-6-phospho- 

g i u c o n a t e  a l d o l a s e  ( E C  4.1.2.14) a été d é m o n t r é e  c h e z  R. leguminosarum 

(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972 ; GLENN et coll., 1984b), chez  R. japonicum 

(KEELE e t  coll. ,  1969)  et c h e z  R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1983) .  

L'utilisation en  respirométrie du glucose marqué au 1 4 c  spécifiquement sur 

ce r ta ins  carbones  permet  d e  suivre la  cinétique d e  production d e  CO2 en  fonct ion 

d e  l'origine des  radicaux carbonés oxydés : 

- pour R. japonicum ATCC 10324 (KEELE et coll., 1969), C l  = C4 > C2 > C 3  = 

C 6  ; 

- pour  R. cowpea (STOWERS et  ELKAN, 1983) ,  C l  > C3,4 > C 6  > C2.  

Théoriquement,  si  la  voie dtEntner-Doudoroff était la  seule utilisée pour la  

dégradation du glucose, le CO2 issu d e  C l  devrait  ê t r e  égal  à celui  issu de  C4  et la  

distribution devrai t  ê t r e  : C l  > C3,4> C 2  > C6. L e  f a i t  que la  plus grande par t i e  du 

C O  provient des  carbones  1,3 et 4 indique, en  absence d e  l a  voie des  pentoses, 2 
l 'utilisation d e  la  voie d'Entner-Doudoroff pour R. japonicum et R. cowpea. C h e z  ce 



dernier, la libération du CO2 e n  provenance du C 6  se fa i t  avan t  ce l l e  du C O 2  du 

C2. C e c i  s 'explique par l e  fonctionnement s imul tané du cyc le  des  hexoses qui 

pe rmet  par les  ac t iv i tés  réverses  d e  quelques enzymes  de  la  glycolyse d e  passer d e  

l a  gly~éraldéh~de-3-phosphate au glucose-6-phosphate qui peu t  réal imenter  l a  voie 

dlEntner-Doudoroff. Si le  glucose n 'étai t  oxydé que  par ce cycle,  l'évolution du taux 

d e  1 4 c o Z  s e r a i t  C l  > C 6  > C 2  > 3 4  (STOWERS et ELKAN, 1983).  

D e  nombreux au teurs  o n t  décr i t  l a  part icipation au moins par t ie l le  d e  l a  voie 

d lEmbden-Meyerhof -Parnas  à l a  d é g r a d a t i o n  du  g l u c o s e  (KATZNELSON et 

ZAGALLO, 1957 ; SIDDIQUI et BANERJEE, 1975 ; MULONGOY et ELKAN, 1977a ; 

STOWERS et ELKAN, 1983) et d 'autres  rappor tent  des  informations contra i res  soit 

pour les  souches à croissance rapide (RONSON et PRIMROSE, 1979a1, soit pour les 

souches à croissance lente  qui ne  possèdent pas la  f ructose  1-6-diphosphate aldolase 

(EC 4.1.2.13) (M ARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972). 

MULONGOY et ELKAN (1977a) pensent que l e s  voies d'EMP et d e  ED opèren t  

s imul tanément  c h e z  R. japonicum e t  re l ient  le  fonctionnement d e  l a  glycolyse au 

rendement  de  la  f ixation d e  l ' azote  des  souches e n  symbiose. En e f fe t ,  c ' e s t  pour la 

souche d e  R. japonicum 1110, la  plus eff ic iente ,  q u e  la  voie d e  EMP domine a lors  

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

4.3.3.2. Catabol isme du f ructose  

L e  métabolisme du f ructose  chez  Rhizobium est encore  aujourd'hui peu connu. 

Une fructokinase cytoplasmique (EC 2.7.1.4) a été mise en évidence c h e z  R. meliloti 

(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970), c h e z  R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 

1979) et chez R. leguminosarum (GLENN et coll., 1984b). 

En 1980, GARDIOL et coll. décr ivent  l 'obtention chez  R. meliloti L5-30 de  

m u t a n t s  U R 3  ( p h o s p h o g l u c o s e  i s o m é r a s e  m o i n s  et f r u c t o k i n a s e  moins) ,  U R 4  

(fructokinase moins), UR5 (révertant) .  L e  mutant  UR4 ne pousse pas ni sur f ructose ,  

ni sur mannitol, ni sur sorbitol  mais se développe en présence d e  glucose ou de  

m a n n o s e .  L a  f r u c t o k i n a s e  est d o n c  s p é c i f i q u e  d u  f r u c t o s e  ; s o n  p r o d u i t ,  l e  

fructose-6-phosphate est ensu i te  dégradé par la  voie dlEntner-Doudoroff (ARIAS et 

coll., 1979). 

D e  plus, u n e  r e l a t i o n  e n t r e  l ' a c t i v i t é  d e  l a  f r u c t o k i n a s e  et l e s  p o l y o l s  

déshydrogénases semble exister .  En e f f e t ,  le mutan t  UR4 accumule  l e  f ruc tose  et 

dans ce cas les déshydrogénases apparaissent alors que  chez l a  souche sauvage, e l les  

ne  sont induites que  par l e  mannitol et l e  sorbitol. 



En 1984, GLENN et coll. (1984b) utilisent l e  f n 5  sur R. IegumUlosarum MNF 

3841 et obt iennent  des  mutan t s  fructokinase négatif qui ne  poussent ni sur fructose,  

n i  sur sorbitol, ni sur mannitol, se développent lentement  sur saccharose et 

normalement  sur les  au t res  sources d e  carbone. L e s  réver tan t s  qui on t  re t rouvé l a  

capac i t é  d'utiliser le  f ructose  on t  une fructokinase a l térée ,  thermolabile, que l'on 

peut  par t ie l lement  protéger par  le  substrat .  L a  dégradation du f ructose  chez  ces 

réver tants ,  via l e  sorbitol et le  glucose ou via le  sorbitol-6-phosphate et le 

glucose-6-phosphate e s t  exclue  du f a i t  des  t rop faibles act iv i tés  enzymat iques  

correspondantes mesurées. Bien qu'il y ait une sorbitol déshydrogénase NAD' 

dépendante,  induite dans les cellules cul t ivées  en  présence d e  fructose,  l 'act ivité d e  

I'aldose-réductase NADP' dépendante  est faible a v e c  un équilibre marqué e n  faveur  

d e  la  format ion d e  sorbitol (VELLE, 1975). De  plus, R. leguminosarum MNF 3841, 

c o m m e  R. meli loti  (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 19701, n e  possèdent pas l a  

sorbitol-6-phosphate déshydrogénase. 

C e s  observations prouvent que c h e z  ces réver tan t s  capables à nouveau d e  se 

développer e n  présence de  fructose,  celui-ci est bien métabolisé par la  fructokinase 

e n  fructose-6-phosphate. 

4.3.3.3. Catabol isme du mannose 

L e  catabol isme du mannose n 'a  été étudié  que  chez  R. meli loti  par ARIAS et 

coll., 1982. C e s  auteurs  on t  utilisé l a  nitrosoguanidine pour obtenir  des  mutan t s  

métaboliques modifiés sur la  voie d'utilisation du mannose. Ils on t  pu ainsi montrer  

que  ce subs t ra t  pénè t re  par sys tème  d e  t ranspor t  actif  avan t  d ' ê t re  phosphorylé pa r  

une mannokinase (EC 2.7.1.7) e n  mannose-6-phosphate, isomérisé ensui te  par une 

mannose-6-phosphate isomérase (EC 5.3.1.8) e n  fructose-6-phosphate. Celui-ci est 

a lo rs  dégradé par l a  voie dlEntner-Doudoroff. 

4.3.3.4. Catabol isme du galactose  

L e  c a t a b o l i s m e  du g a l a c t o s e  n ' a  été é t u d i é  q u e  c h e z  R. m e l i l o t i  t r è s  

récemment  (ARIAS et CERVENANSKY, 1986). 

On a décr i t  l a  galactose  déshydrogénase NADP' dépendante  chez  R. t r i f o l ü  

(RONSON et PRIMROSE, 1979a) et l a  galactose  déshydrogénase NAD' NADP' 

dépendante  c h e z  R. meli loti  (CERVENANSKY et ARIAS, 1984). L e  fonct ionnement  

d e  la  voie dlEntner-Doudoroff et l e  compor tement  du mutan t  d e  R. meli loti ,  

glucose-6-phosphate déshydrogénase négative,  déc r i t s  dans ces travaux montrent  q u e  

l a  voie d e  Leloir (MAXWELL et coll., 1962) n 'es t  pas utilisée pour le ca tabol isme du 

galactose  c h e z  Rhizobium. C e t t e  voie, déc r i t e  pour les Entérobactér ies  pe rmet  d e  

p a s s e r  d u  g a l a c t o s e  a u  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  p a r  l e s  i n t e r m é d i a i r e s  s u i v a n t s  : 



D-galactose 

+ Galactokinase 

c Galactose- l -phosphate isomérase 

Voie de Leloir 

ARIAS et  CERVENANSKY (1986) o n t  m i s  e n  é v i d e n c e  d e s  a c t i v i t é s  

enzymat iques  spécifiques du métabolisme du galactose : galactose  déshydrogénase, 

lactonase,  ga lac tona te  déshydratase (EC 4.2.1.6), 2-céto-3-désoxy-6-phosphogalactonate-- 

aldolase et galactokinase (EC 2.7.1.6). L a  mutagénese  par l a  nitrosoguanidine leur a 

permis d'obtenir un mutan t  incapable de  se développer sur galactose,  ga lac tona te  ou 

l ac tose  et poussant normalement sur glucose, fructose,  mannose et L-arabinose. C e  

m u t a n t  est 2-céto-3-désoxy-6-phosphogalactonate moins.  D e  ces d i f f é r e n t e s  

observations, les au teurs  concluent à l 'existence d e  la  voie d e  De Ley-Doudoroff 

(DE LEY et DOUDOROFF, 1957) chez  R. meliloti et du passage par cette voie pour 

l a  dégradation du galactose  c o m m e  chez  Pseudomonas : 



+ Galactose  déshydrogénase 

+ Galactonolactonase 

+ Galac tona te  déshydratase 

I 
2-céto-3-désox ygalactonate 

2-céto-3-désoxy-6-phosphoga- 
+ l a c t a m a t e  aldolase 

* 
Pyruvate  + D-glycéraldéhyde-3-phosphate 

Voie de De Ley et Doudoroff 

4.3.3.5. Catabol isme du gluconate 

L e  catabol isme du gluconate  n'a été é tud ié  que  chez  les  souches d e  Rhizobium 

à croissance l en te  : R. japonicum (KEELE et coll., 1970) et R. cowpea (STOWERS et 

ELKAN, 1984b). Chez  ces souches, le gluconate est t ranspor té  et phosphorylé pa r  

u n e  g l u c o n a t e  k i n a s e  e n  6 -phosphoglucona te .  C e l u i - c i  est m é t a b o l i s é  e n  

glycéraldéhyde-3-phosphate et e n  pyruvate  par la voie dTEntner-Doudoroff. II semble  

que c'est l a  seule  voie d e  dégradation du gluconate chez  les microorganismes 

(WANG et coll.,  1959 ; R A J ,  1967 ; EISENBERG et DOBROGOSZ,  1967).  

Cependant,  STOWERS et ELKAN (1984b) montrent  qu'une par t ie  du gluconate  

utilisé par  R. cowpea est dégradé  par l a  voie du céto-gluconate (KG pathway) 

c o m m e  chez  Acetobacter melagenum (KATZNELSON et coll., 1953), chez  R. japa- 

nicum (KEELE et coll., 1970), chez  Aicaiigenes entrophus (NANDADASA et coll., 

1974) et chez  Pseudomonas aeruginosa (WHITING et coll., 1976). 



L a  voie du céto-gluconate est une voie métabolique non phosphorylée conduisant 

à l a  production d'acide a-céto-glutarique (KATZNELSON et coll., 1953). Son rôle est 

d e  servir une séquence anaplérotique fournissant des  composés en  C 4  du cycle d e s  

acides tricarboxyliques qui peuvent manquer lors d e  la croissance des  souches. L a  

possession d e  cette voie du céto-gluconate chez  R. cowpea lui est spécia lement  

avantageuse  puisqu'il peut oxyder le pyruvate  et l ' acé ta te  mais  ne peut  les uti l iser  

c o m m e  seule source  d e  carbone pour sa croissance (STOWERS et ELKAN, 1984b). 

Bien que l a  voie du céto-gluconate puisse avoir une fonction biosynthétique e n  

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

l 'énergie par une voie phosphorylée c o m m e  chez  Pseudomonas aeruginosa (WHITING 

et coll., 1976) ou Alcaligenes eutrophus (NANDADASA et coll., 1974). Dans ce cas, 

on observe l'évolution suivante : 

Gluconate 

E.D. : 

Pyruvate  + 3-phosphoglycéraldéhyde 

Cette voie du céto-gluconate peut aussi, par des  act iv i tés  réverses, fournir d e s  

composés en C6 (STOWERS et ELKAN, 1984b). 

STOWERS et ELKAN (1984b) m e t t e n t  e n  évidence cette voie chez  R. cowpea 

e n  s'appuyant sur des mesures radiorespirométriques et sur la  détect ion d 'ac t iv i tés  

enzymat iques  spécifiques t e l l e  que la gluconate déshydrogénase cytoplasmique. Ils 

cons ta ten t  l 'apparition dans l e s  milieux d e  cul ture  d e  R. cowpea contenant  du 

gluconate,  d e  2 céto-gluconate après  t ro is  jours d'incubation et d e  2-5-dicétogluconate 

a p r è s  six ou seize jours selon les  souches. Le  glucose, le  f ructose  ou le  mannitol n e  



donnent jamais lieu a ces accumulations. L a  voie du céto-gluconate chez l es  souches 

d e  Rhizobium a croissance l en te  semble spécifique d e  l'utilisation du gluconate. 

4.3.3.6. Catabol isme d e s  polyols 

Parmi  les  polyols, l e  mannitol est le  plus couramment  employé c o m m e  source  

d e  carbone dans les  milieux d e  culture.  Chez  R. rneliloti (MARTINEZ-DRETS et 

ARIAS, 19701, chez  R. japoniçum (KUYKENDALL et ELKAN, 1977) et c h e z  R. tri- 

fol i i  (PRIMROSE et RONSON, 1980), l e  mannitol est réduit  e n  f ructose  par une 

mannitol  déshydrogénase (EC 1.1.1.67). 

Chez  R. meliloti,  deux polyols déshydrogénases NAD' dépendantes sont  induites 

pa r  cul ture  sur D-mannitol, D-arabitol ou D-sorbitol. L'une réduit  le  mannitol et le 

sorbitol  e n  f ructose  et l 'aut re  réduit  I 'arabitol e n  xylulose (MARTINEZ-DRETS et 

ARIAS, 1970). 

Chez  R. trifolii,  on distingue cinq 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 l e  D-mannitol, 

- une xylitol déshydrogénase pour l e  xylitol et l e  D-sorbitol, 

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

Tous les  polyols, excep tés  l'inositol et le  xyiitol, induisent l a  synthèse d e  

plusieurs déshydrogénases. L'exception remarquée pour I'inositol peut s'expliquer par 

sa s t ruc tu re  cyclique t r è s  d i f fé ren te  d e  cel le  des  au t res  polyols (PRIMROSE et 

RONSON, 1980). Des inductions croisées analogues o n t  été décr i t e s  chez  R. meLiloti 

(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970), c h e z  Cellovibrio polyoltrophicus (SCOLNICK 

et LIN, 1962) et chez  Azotobac te r  agilis (MARCUS et MARR, 1961). 

C h e z  R. j a p o n i c u m ,  KUYKENDALL et ELKAN (1977)  c a r a c t é r i s e n t  u n e  

m a n n i t o l  d é s h y d r o g é n a s e  N A D +  d é p e n d a n t e ,  i n d u c t i b l e ,  r é d u i s a n t  à l a  f o i s  l e  

D-mannitol et le D-arabitol. Ces au teurs  rel ient  l a  possibilité d'utiliser l e  mannitol  

et l a  c a p a c i t é  d e  réduire  I 'azote e n  ammonium lors d e  l a  symbiose : les m u t a n t s  

mannitol  déshydrogénase négative sont beaucoup plus efficients.  KUYKENDALL et 

EL KAN (1 977)  p r o p o s e n t  l ' e x p l i c a t i o n  s u i v a n t e  : l a  6 -phosphoglucona te  NAD' 

dépendante  est inhibée allostériquement par le  D-mannitol (MULONGOY et EL KAN, 

non publié). L a  présence de D-mannitol déshydrogénase intracellulaire se t radui t  par  

une diminution d e  l a  c a p a c i t é  d'utiliser le  glucose et par conséquent d e  diminuer en  

symbiose les  possibilités d e  fixation d e  I'azote. C e t t e  relat ion e n t r e  utilisation du 

glucose et fixation d e  l ' azote  a été décr i t e  par  MULONGOY et ELKAN (1977a). 



L a  régulation du métabolisme d e s  polyols peut  être contrôlée  par l e  glucose. 

KUYKENDALL et ELKAN (1977) observent c h e z  R. japonicum une n e t t e  diminution 

d e  l 'activité mannitol déshydrogénase chez  des  cellules cul t ivées  sur glucose plus 

mannitol. RONSON et PRIMROSE (1979b) montrent  chez  R. t r i fo l i i  que le  glucose 

est responsable d e  la répression catabolique et d e  l'inhibition catabolique d e s  

enzymes impliquées dans l 'utilisation des  polyols. C e s  mécanismes sont semblables à 
c e u x  q u i  f o n c t i o n n e n t  c h e z  E s c h e r i c h i a  coli (McGINNIS et PAIGEN, 1 9 6 9  ; 

McGINNIS et PAIGEN, 1973 ; AMARAL et KORNBERG, 1975) : la  présence d 'une 

"bonne" source d e  carbone (glucose ou inositol par exemple  pour R. trifolii) r épr ime  

t r è s  fo r tement  la  format ion d 'enzymes inductibles nécessaires à la  dégradation d e  

sources  d e  carbone moins e f f i caces  (ribitol ou dulcitol) mais n e  répriment pas  l a  

format ion d 'enzymes inductibles nécessaires à l a  dégradation d 'autres "bonnes" 

sources  d e  carbone. 

4.3.4. Catabol isme des pentoses  

Alors que le  D-ribose ou le  D-xylose est métabolisé par la voie classique 

non o x y d a t i v e  d e s  p e n t o s e s  p h o s p h a t e s  (D.H.), a b o u t i s s a n t  à l a  f o r m a t i o n  d e  

fructose-6-phosphate, le L-arabinose est dégradé selon une a u t r e  voie p e r m e t t a n t  l a  

croissance du mutan t  phosphoglucose isomérase négative d e  R. meli loti  (ARIAS et 

coll., 1979). Une a t tent ion part iculière est donc appor tée  au métabolisme du 

L - a r a b i n o s e  d ' a u t a n t  p lus  q u ' i l  est u t i l i s é  d i f f é r e m m e n t  p a r  l e s  s o u c h e s  d e  

Rhizobium à croissance rapide et les souches à croissance l e n t e  (MARTIN EZ-D RETS 

et ARIAS, 1972). 

L e  L-arabinose est généralement  une bonne source d e  carbone pour l a  

croissance des  Rhizobia (GRAHAM, 1964). Il a m ê m e  été uti l isé pour expr imer  l a  

f ixation d 'azote  par des  cellules l ibres en  cul ture  sous conditions par t icul ières  

(PAGAN et coll., 1975 ; BERGERSEN et coll., 1976). 

Chez  R. japonicum, PEDROSA et ZANCAN (1974) m e t t e n t  e n  évidence 

sur des  ex t ra i t s  cellulaires d e s  ac t iv i t és  enzymatiques spécifiques en  iden tif i a n t  et 

e n  dosant  les produits des réactions. Selon ces auteurs ,  la séquence d e  dégradation 

du L-arabinose est l a  suivante : 



6 arabinose déshydrogénase 

(NAD(P)+ - NAD(P)HH+) 
1 

/ - arabonate  déhydratase  

l 
1 6 2-céto-3-déoxy-L-arabonate aldolase 
1 
v, 

Pyruvate  + aceta idéhyde 

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

Chez  R. mcliloti, DUNCAN et FRAENKEL (1979) n e  m e t t e n t  jamais e n  

é v i d e n c e  l a  2-céto-3-désoxy-L-arabonate a l d o l a s e  s u r  d e s  e x t r a i t s  d e  c e l l u l e s  

cul t ivées  sur glucose ou L-arabinose a lors  que l t ac t iv i t6  enzymat ique est dans tous  

les  cas présente  chez  R. japonicum. P a r  contre,  ces au teurs  mesurent une ac t iv i t é  

t r è s  impor tan te  chez  R. meliioti d e  l 'a-céto-glutarate semi-aldéhyde déshydrogénase 

et proposent pour cette souche l a  séquence d e  dégradation suivante : 



- arabinose déshydrogénase 

6 arabinolactarase  

L-arabonate 

+ arabona te  déshydratase 

i 
a -céto-glutarate semi-aldéhyde 

a-céto-glutara te  semi-aldéhyde 
@ déshydrogénase 

Dégradation du L-arabhose par les souches de Rhizobium à croissance rapide 

C e t t e  séquence est conf i rmée par l ' isolement et l 'étude d'un m u t a n t  

a-céto-glutarate déshydrogénase négative. 

DUNCAN et FRAENKEL (1979) o n t  mont ré  éga lement  que l e s  souches d e  

R. leguminosarum, R. trifolii  et R. phaseoli p o s s è d e n t  l ' a - c é t o - g l u t a r a t e  

semi-aldéhyde déshydrogénase et ne possèdent pas la  2-céto-3-désoxy-L-arabonate 

aldolase alors que  c'est exac tement  l ' inverse pour R. japonicum et R. cowpea. 

 étude du métabolisme d e  I 'arabinose est donc importante  dans l a  

d i f férencia t ion d e s  souches d e  Rhizobium à croissance rapide et d e s  souches à 
croissance lente. 



4.3.5. Catabol isme des acides dicarboxyliques 

L e  fumarate ,  le m a l a t e  et l e  succinate sont  d 'excellentes sources d e  

ca rbone  pour le développement d e s  souches d e  Rhizobium à croissance rapide mais  

son t  peu ou pas utilisés par les  souches d e  Rhizobium à croissance lente  (GRAHAM, 

1964). 

Lorsqu'ils sont utilisés, ces acides sont métaboiisés par le  cyc le  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 'é tude d e  l'oxydation d e  ces acides  a été menée soit sur des  cellules e n  

cu l tu re  libre (KATZNELSON et ZAGALLO, 1957 ; TUZIMURA et MEGURO, 19601, 

soi t  sur des  cellules isolées d e  nodules (TUZIMURA et MEGURO, 1960 ; STOVAL et 

COLE, 1978 ; TRINCHANT et RIGAUD, 1979 ; TRINCHANT et coll., 1981). 

L'utilisation du succinate  est l iée à la capac i t é  d e  réduction de  l ' azote  

c h e z  les cellules l ibres (KURZ et LA RUE, 1975 ; PANKHURST, 1981) et chez l es  

bactéroldes  (PETERSON et LA RUE, 1981). L'isolement d e  mutan t s  métaboliques 

per turbés  sur la  dégradation du succinate  induit en  symbiose des  nodules inefficients 

a l o r s  q u e  l e s  r é v e r t a n t s  r e t r o u v e n t  l e s  p o s s i b i l i t é s  d e  f i x a t i o n  d ' a z o t e  d e s  

souches-mères. C 'es t  le cas pour : 

- un mutan t  d e  R. t r i f o l 5  déf ic ient  e n  sys tèmes d e  t ranspor t  des acides dicar-  

boxyliques (RONSON et coll., 1981) ; 

- des  mutants  d e  R. leguminosarum incapables d e  t ranspor ter  et d'oxyder le succi- 

n a t e  (GLENN et BREWIN, 1981) ; 

- un mutan t  de  R. meli loti  succinate  déshydrogénase (EC 1.3.9.9.1) négat ive  

(GARDIOL et coll., 1982). C e  mutant ,  incapable d e  s e  développer sur succinate,  

g lu tamate ,  acétate, pyruvate ou arabinose, s e  développe sur glucose, f ructose ,  

saccharose  et d 'autres  hydrates  d e  carbone. En symbiose, i l  induit tardivement  

la format ion de  nodules qui r es ten t  blancs et inefficients. 

4.3.6. Catabol isme d e s  composés  en C 3  et en C2 

4.3.6.1. Catabol isme du glycérol 

Après incorporation, le glycérol est phosphorylé par une glycérol-kinase (EC 

2.7.1.30) e n  glycérol-phosphate. Celui-ci est déshydrogéné par une glycérol-phosphate 

déshydrogénase (EC 1.1.1.8) e n  glycéraldéhyde-3-phosphate qui est métabolisé par la  

voie classique e n  pyruvate (ARIAS et MARTINEZ-DRETS, 1976). Les  deux enzymes  

d e  la  voie du glycérol sont induites par ce substrat. 



4.3.6.2. Catabol isme du pyruvate  

L e  pyruvate  e s t  oxydé par l ' intermédiaire du cyc le  de  Krebs chez  R. meliloti 

(HORNEZ, 1976 ; DUNCAN et FRAENKEL, 1979 ; GARDIOL et coll., 1982), c h e z  

R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 1979a), c h e z  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, 1984b3. 

Il peut  aussi ê t r e  carboxylé pour former  d e  l 'acide oxalo-acétique (DUNCAN et 

FRAENKEL, 1979) ou ê t r e  réduit  en  l a c t a t e  (TRINCHANT et RIGAUD, 1974). 

4.3.6.3. Catabol isme du propionate 

L e  p r o p i o n a t e ,  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  du m é t h y l - m a l o n y l - c o e n z y m e  A, est 

t rans formé  e n  succinate qui est métabolisé par le cycle  de  Krebs (DE HERTOGH et 

MAY EUX, 1964). 

4.3.6.4. Catabol isme d e  l ' a c é t a t e  

L ' a c é t a t e  est dégradé  par l e  cycle  d e  Krebs chez  R. meliloti (DUNCAN et 

FRAENKEL, 1979) et c h e z  R. japonicum (KEELE et coll., 1969). 

Le  c y c l e  du glyoxal est utilisé lors d e  l a  croissance sur acétate mais pas pour 

l e  métabolisme du pyruvate (JOHNSON et coll., 1966) ou du L-arabinose c h e z  

R. meliloti (DUNCAN et FRAENKEL, 1979). L ' i soci t ra te  lyase (EC 4.1.3.1.) et l a  

m a l a t e  synthétase  (EC 4.1.3.2) sont  dé tec tées  sur les cellules cult ivées sur oléate.  

Mais l ' i soci t ra te  lyase n 'est  pas d é t e c t é e  sur les cellules cul t ivées  sur D-mannitol, 

s u r  s u c c i n a t e ,  su r  g l y c é r o l  ou  s u r  L - g l u t a m a t e  (JOHNSON et coll. ,  1966).  

4.3.6.5. Catabol isme d e  l 'acétaldéhyde 

Chez  R. japonicum, l 'acétaldéhyde e s t  oxydé par une aldéhyde déshydrogénase 

NAD* d é p e n d a n t e  ( E C  1.2.1.3) non s p é c i f i q u e  et t r a v a i l l a n t  a u s s i  a v e c  l e  

propionaldéhyde, le butyraldéhyde, le benzaldéhyde et la semi-aldéhyde succinique 

(PETERSON et LA RUE, 1982). 

4.3.7. Catabolisme des compo&s aromatiques 

Nous avons vu que Rhizobium pouvait utiliser pour sa croissance t o u t e  

une sér ie  d e  composés aromat iques  divers. Chez  R. leguminosarum et c h e z  R. tri- 

folii, les enzymes part icipant à l a  dégradation d e  ces composés sont inductibles 

(CHEN et coll., 1984). 



Le protocatechuate  est oxydé par la voie du 6-céto-adipate (HUSSIEN et 

coll., 1974 ; MUTHUKUMAR et coll., 1982 ; CHEN et coll., 1984 ; PARKE et 

ORNSTON, 1984) c o m m e  le benzoate, le  catéchol,  le  parahydroxybenzoate, le  

shikimate  et le  quinate (MUTHUKU MAR, 1982). 

5. - CONCLUSION 

L e  genre  Rhizobium regroupe donc un ensemble d e  bactér ies  du sol capables  

d ' infecter spécifiquement les  racines des ~ é g u m i n e u s e s .  C e s  souches établissent d e s  

relat ions symbiotiques qui s 'expriment par la  réduction d e  l ' azote  atmosphérique et 

son intégration dans des  composés organiques a l imentant  le  métabolisme général  du 

végéta l  et d e  la  bactérie.  

S i  le  fonctionnement et la  régulation du complexe nitrogénasique p e r m e t t a n t  l a  

production d'ions ammonium sont  maintenant  bien élucidés, par con t re  l'origine d e  

l 'énergie consommée dans ces conditions f a i t  l 'objet d e  nombreuses controverses. En 

e f f e t ,  les bactéro'ides concen t ren t  encore  cor rec tement  les acides dicarboxyliques 

mais ils on t  perdu la c a p a c i t é  d'accumuler les glucides. On sait  pour tant  que  l a  

r é d u c t i o n  d e  I ' a z o t e  p a r  v o i e  s y m b i o t i q u e  est d i r e c t e m e n t  l i é e  à l ' a c t i v i t é  

photosynthétique de  la plante. En e f fe t ,  l a  défoliation, la décapitat ion ou la s imple  

mise à l 'obscurité d e  plants d e  Soja conduit à l ' a r r ê t  progressif de l ' ac t iv i té  d e  l a  

nitrogénase (HARDY et coll., 1968 ; WONC et EVANS, 1971 ; GERSON et coll., 

1978). Pour d e  nombreuses espèces  végétales,  les produits d e  la  photosynthèse s o n t  

véhicuiés dans la  plante par le  phloème sous la f o r m e  de  saccharose (ZIMMERMAN, 

1960). Il e n  est d e  m ê m e  pour les  Légumineuses a l imentant  leurs nodules (BURLEY, 

1961 ; PATE, 1962 et 1975). On y re t rouve c o m m e  composés carbonés majeurs le  

saccharose,  le glucose et le  f ructose  (LAWRIE et WHEELER, 1975 ; ANTONIW et 

SPRENT, 1978 ; DAVIS et NORDIN, 1983) mais aussi  des  acides organiques e n  

quan t i t é  impor tan te  mais moindre, te ls  que  le m a l a t e  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 d e  connaissances précises sont acquises  sur l e s  

possibilités métaboliques des  bactéroldes. Cec i  est ce r ta inement  dû, au vu d e s  

modifications par ié ta les  importantes  les fragilisant, à l a  difficulté d e  l e s  isoler t o u t  

e n  maintenant  leur intégri té.  De  plus, leur fonctionnement in vivo a lieu dans d e s  

condit ions de  pression par t ie l le  e n  oxygène, contrôlée  par la  leghémoglobine. Il est 



donc nécessaire d e  respecter  ces conditions durant  t o u t e s  les phases d'isolement et 

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

enzymatiques. 

Chez  les cellules libres d e  Rhizobium, par  contre ,  d e  nombreux t ravaux on t  été 
e f f e c t u é s  sur l'utilisation d e s  glucides et d e  leurs dérivés ainsi que sur  celle d e s  

acides  organiques. Toutefois, d e  nombreuses questions res ten t  encore  posées : par 

exemple  le  raie d e  la  6-phospho-gluconate à NAD' dont  les produits d e  la  réac t ion  

sont  encore  controversés, ou  encore  le  rôle d e  la glycolyse qui est t r è s  discret  c h e z  

les cellules l ibres mais qui est corré lé  à l 'augmentation d e  l 'activité f ixa t r i ce  

d ' azo te  chez R. japonicum (MULONGOY et ELKAN, 1977a). 

L'utilisation d e  mutants  a montré que la capac i t é  de  t ranspor ter  les ac ides  

dicarboxyliques e n  C 4  e s t  déterminante  pour le fonctionnement de  la réduction d e  

l ' azote  par les bactéroîdes (RONSON et coll., 1981 ; FINAN et coll., 1983 ; ARWAS 

et coll., 1985 ; ARWAS et coll., 1986) mais  leur croissance et leur maturat ion e n  

sont  indépendantes et peuvent se fa i re  aux dépens d 'autres  composés. 

A p e u  d ' e x c e p t i o n s  p r è s  (DUNCAN, 1981),  l e s  m u t a n t s  d é f i c i e n t s ,  d a n s  

I'utilisation des glucides, donnent des nodules eff ic ients  (RONSON et PRIMROSE, 

1979b ; GLENN et coll., 1984 ; DILWORTH et coll., 1986). Le  couplage d e  

l 'approche génétique et d e  la  biochimie métabolique, appliqué depuis quelques 

a n n é e s  à R h i z o b i u m ,  d o i t  p e r m e t t r e  d e  p r é c i s e r  l e s  s é q u e n c e s  m é t a b o l i q u e s  

spécifiques impliquées dans les  d i f férentes  é t a p e s  d e  l ' installation de la  symbiose et 

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

De  l'ensemble d e  cette é t u d e  bibliographique, il ressort  le rôle important  d e s  

g l u c i d e s  et d e  l e u r s  d é r i v é s  a i n s i  q u e  c e l u i  d e s  a c i d e s  d i c a r b o x y l i q u e s  d a n s  

l 'établissement d e  la  relat ion symbiotique e n t r e  Rhizobium et les Légumineuses. 

Aussi avons-nous choisi cette espèce pour l 'étude de  la  dégradation du glucose et du 

fructose.  Nous abordons éga lement  la  régulation du catabol isme de  ces oses s imples  

par le  succinate d e  sodium. 

L e s  connaissances actuel les  d e  l 'utilisation d e  ces subst ra ts  par les  bactéroîdes  

sont encore  aujourd'hui t r è s  partielles. C e c i  est ce r ta inement  dû à l a  d i f f icul té  

d'obtention du matér ie l  biologique. Les  au teurs  travail lent  surtout à préciser l e  

fonctionnement métabolique des  cellules libres. 

L e s  travaux sont  réalisés le plus souvent sur R. leguminosamm, R. japonicum et 

plus récemment  sur R. cowpea. Peu de  choses sont connues pour R. meliloti. O r  ce 

groupe d'inoculation : 



- rassemble les souches infectant  la  luzerne,  ~ é g u m i n e u s e  dont  l ' in térê t  écono- 

mique est important  pour nos pays européens ; 

- appar t ient  à l 'ensemble des  espèces  d e  Rhizobium à croissance rapide dont nous 

possédons de  nombreuses souches a u  laboratoire. 

Nous avons donc choisi d'étudier la  dégradation d e s  subst ra ts  carbonés par cette 

espèce,  R. meliloti, en  part iculier  le glucose et le fructose.  En e f fe t ,  o u t r e  que ces 

deux oses sont  e n  quant i té  t r è s  importante  dans  les nodules des plantes infectées,  ifs 

représentent  d e  plus un modèle tout  à f a i t  spécial  à l 'origine d e  la  mise e n  évidence 

d'une par t icular i té  métabolique de  l 'espèce en  cu l tu re  libre, pe rmet tan t  e n c o r e  

h y p o t h é t i q u e m e n t  d e  m i e u x  c o m p r e n d r e  son f o n c t i o n n e m e n t  e n  symbiose .  



M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  



1. - LES SOUCHES BACTERIENNES 

Nous avons uti l isé soit d e s  souches d e  la  collection du Laboratoire,  soit d e s  

souches fournies par des C e n t r e s  d e  collection ou des  Laboratoires extérieurs. 

1.1.1. Souches du Laboratoire 

C e s  souches sont isolées à par t i r  des  nodules d e  racines d e  Légumineuses 

d e  di f férentes  espèces. 

Les  nodules sont sect ionnés  des  racines qui les  por tent  et net toyés  à 

I'eau. Ils sont ensui te  dés infectés  par immersion durant  5 mn dans une solution d e  

chlorure mercurique à 2,s %, addit ionnée d e  Teepol à 0,5 %. A par t i r  de  ce 

moment,  les manipulations se f o n t  e n  conditions s tér i les  : verrer ie  et matériel. L e s  

nodules sont  rincés 10 fois d e  su i t e  par d e  I'eau distillée s tér i le  afin d ' ê t re  ce r ta in  

d'avoir él iminé t o u t e  t r a c e  d e  désinfectant.  Ils sont ensui te  placés dans 2 ml d 'une 

solution d e  saccharose à 20 % et broyés par l ' ext rémité  d'un agi ta teur  d e  verre. L a  

suspension obtenue e s t  isolée à l 'ose sur un milieu d e  croissance t r è s  r iche et bien 

adap té  au développement des Rhizobia : le  milieu d e  Wright (WRIGHT, 1926). L e s  

clones obtenus après  4 à 6 jours d'incubation sont  réisolés, repiqués et contrôlés par  

leur nodulation in vitro de Légumineuses aseptiques. 

Les  souches sont conservées  soit : 

- par repiquages réguliers sur tube incliné d e  milieu R C  gélosé plus fructose à 
1 % et maintenus au réfr igéra teur  ; 

- par lyophilisation sur lait cys té iné  d e  suspensions cellulaires denses e n  ampoules 

et scel lées  sous vide ; 

- par congélation à - 18"C, a p r è s  addition d e  glycérol s tér i le  à raison d e  20 %, d e  

cu l tu res  cellulaires sur milieu TY. 

Toutes ces souches sont  identif iées par la  p remière  l e t t r e  d e  leur nom 

d'espèce suivie du numéro d 'ordre  d e  leur isolement. Leur origine est définie pa r  

l ' a b r é v i a t i o n  UST LILLE 1 ( U n i v e r s i t é  d e s  S c i e n c e s  et T e c h n i q u e s  d e  Li l le) .  

1.1.2. Souches extérieures au Laboratoire 

Nous avons conservé leur identif ication d'origine donnée soi t  par l e s  

Laboratoi res  extérieurs,  soit par  les Cen t res  d e  collection. 



L e s  di f férentes  abréviations utilisées sont les suivantes : 

- CIAT : C e n t r e  International d'Agriculture Tropicale d e  Marseille. 

- CSIRO : C o m m o n  w e a l t h  S c i e n t i f i c  and  I n d u s t r i a l  R e s e a r c h  O r g a n i s a t i o n ,  

Camberra,  Australie. 

- RIO : Research Insti tute Ontario,  Canada. 

- RCR : R o t h a m s t e d  C o l l e c t i o n  of Rhizobium, H a r p e n d e n ,  H e r b f o r d s h i r e ,  

Angleterre. 

- UWA : University of Western Australia, Nedlands, Australie. 

Toutes  ces souches sont  également  contrôlées  par leur nodulation in vitro 

d e  ~ é g u m i n e u s e s  aseptiques. 

1.2. Les souches des différents groupes d'inoculation 

1.2.1. Souches de R. meliloti 

Souche Origine 

2011 D 
A 145 
Tu 20 
44 
Su 47 
A 161 
F m  1 
M 5s 
M 1 l S  
M13S 
M 14s 
2 1 
12 
M 1-5 
200 1 
2003 
2004 
Wu 498 
Wu 499 
Ar 16 

:O:: 3 
Ve 26 
M 3S 
M5Nl 
M17S 
M 20s 
HDI 

3. DENARIE (Versailles) 
Hollande (Karnpen) 
Tunisie 
F .  PICHINOTY C I A T  
CSIRO 
Hollande (Kampen) 
F r a n c e  (Dijon) 
UST Lille 1 
UST Lille 1 
UST Lille 1 
UST Lille 1 
F .  PICHINOTY C I A T  
RIO (Canada) 
Belgique (Gembloux) 
F.  PICHINOTY RCR 
F .  PICHINOTY RCR 
F. PICHINOTY R C R  
UWA 
UWA 
Tunisie 
RCR 
R C R  
M. OBATON (Dijon) 
UST Lille 1 
UST Lille 1 
UST Lille 1 
UST Lille 1 
UST LILLE 1 
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1.2.2. Souches de R. lemminosarum 

Nom d e  la 
souche  Or ig ine  

UST Lil le  1 
UST Li l le  1 
UST Li l le  1 
UST Li l le  1 

1.2.3. Souches de R. trifolii 

Nom d e  l a  
souche  Or ig ine  

UST Lil le  1 
UST Li l le  1 
LJST Li l le  1 
UST Li l le  1 

1.2.4. Souches de  R. phaseoli 

Nom d e  l a  
souche  Or ig ine  

UST Li l le  1 
UST Li l le  1 
UST Lil le  1 
UST Li l le  1 



1.3. Contrôle de l'infectivité des souches de Rhizobium : le test de nodulation 

1.3.1. Principe 

L e  s e u l  c r i t è r e  q u e  nous  possédons  a c t u e l l e m e n t  pour  v é r i f i e r  

l 'appartenance au genre  Rhizobium d'une souche sauvage isolée est la  nodulation in 

vitro d'une Légumineuse appar tenant  à son groupe d'inoculation. 

L e s  graines sont  d'abord désinfectées, mises à germer  stéri lernent sur 

milieu solide puis placées e n  cul ture  hydroponique aseptique. Les  plantules son t  

contaminées  par une suspension cellulaire de  la  souche à t e s te r .  L'apparition d e  

n o d u l e s  s u r  l e s  r a c i n e s  t é m o i g n e  d e  l ' a p p a r t e n a n c e  d e  l a  b a c t é r i e  a u  g e n r e  

Rhizobium. 

C e  test n'est valable que pour les souches sauvages. En e f fe t ,  c e r t a i n s  

mutants  on t  perdu leur possibilité infect ieuse  et sont  d i ts  ~ o d - .  Pour eux, leur 

appar tenance au genre  Rhizobium ne peut  s e  fa i re  que par la  mise e n  évidence d e  

marqueurs génétiques et leur comparaison avec  ceux de  la souche sauvage d'origine. 

1.3.2. Réalisation du test: 

1.3.2.1. P r é g e r m i n a t i o n  a s e p t i q u e  d e s  g r a i n e s  d e  L é g u m i n e u s e s  

Les  gra ines  sont d'abord dés infectées  par immersion 5 mn dans une solution d e  

chlorure mercurique 2,5 % additionnée d e  0,5 % d e  Teepol, celui-ci fac i l i tant  le  

mouillage des  particules. Rincées une dizaine d e  fois à l 'eau distillée, el les son t  

ensui te  p lacées  s tér i lement  sur un milieu d e  cu l tu re  bactér ien permet tan t  d e  

c o n t r ô l e r  p e n d a n t  l a  p r é g e r m i n a t i o n  e n  i n c u b a t i o n  à 30°C l ' a b s e n c e  d e  

contaminations résiduelles. 

Les  gra ines  germées  sont  récupérées  après  3 ou 4 jours d'incubation. Les p e t i t e s  

gra ines  (Luzerne, Trèfle) sont  t r a i t é e s  ensuite t e l  quel, les grosses graines (Pois, 

Haricot)  subissent l 'ablation des  cotylédons préconisée par BONNIER et BROUWERS 

(1959) d e  façon à développer par la  sui te  des mini-plantules à par t ie  aé r ienne  

rédu i te  capables  d e  noduler dans des  tubes  en verre  d e  30 x 200. 

1.3.2.2. Culture  hydroponique aseptique des  Légumineuses 

Les  pe t i t e s  graines prégermées  sont  placées s tér i lement  dans des  tubes  d e  

20 x 200 cotonnés,  soit sur un support d e  papier à chromatographie dument plié, soi t  

su r  du coton hydrophile maintenu en  place  par des  ergots. Il en  e s t  d e  même pour 

l e s  grosses graines dans des  tubes  d e  30 x 200 (fig. 4). 



coton 

ergot 

papier 

Milieu d e  NICOL et THORNTON (1941) 

Figure 4 - Mise en place de  plantules de ~égumineuses en culture aseptique. 

L e  milieu nutri t if  minéral  utilisé est le  milieu d e  NICOL et THORNTON (1941) 

sans  n i t r a t e  d e  sodium. L e s  plantules sont placées e n  s e r r e  à 20°C et à 80 % 

d'humidité. L a  phase diurne est d e  1% h. 

1.3.2.3. Inoculation des  plantules 

D ~ S  l 'apparition des racines  secondaires (après une semaine en moyenne d e  

croissance), les plantules son t  contaminées  par l 'addition au milieu nutritif d 'une 

suspension dans le  tampon d e  non prolifération d'environ 108 cellules bactérienne; 

lavées. 

En cas d e  test positif, les  nodules apparaissent après  3 ou 4 semaines. 

2. - LES MILIEUX 

2.1. Les milieux de culture bactériens 

Lorsqu'iis doivent ê t r e  uti l isés solides, ces milieux sont gélifiés par addition d e  

15 g par  l i t r e  d'agar. 

2.1.1. L e  milieu de  Wright (WRIGHT, 1926) 



.............................................. CaS04 ,  7 H 2 0  0,1 g 

C a  C O j  ....................................................... Q I  g 

Eau d e  levure .............................................. 100 ml 

Mannitol ...................................................... 10 g 
E.D. QSP ..................................................... 1 l i t r e  

pH 7,2 à 7,5 

Stéri l isation 120°C, 20 min 

L 'extra i t  d e  levure f ra îche  (eau d e  levure) est obtenu par autoclavage à 
120°C pendant 20 mn d e  100 g d e  levure f ra îche  d e  boulangerie dans 1 l i t r e  d 'eau 

distillée. L a  suspension autoclavée est f i l t r ée  à chaud sur un papier f i l t r e  jusqu'à 

co lmatage  d e  ce dernier. L e  f i l t r a t  obtenu est jaune limpide et est conservé à l a  

t empéra tu re  du Laboratoire après  avoir été réautoclavé à 120°C pendant 20 mn 

(communication personnelle d e  J. BRAKEL à B. COURTOIS). 

2.1.2. L e  milieu TY (BERINGER, 1974) 

CaC12, 2 H 2 0  ............................................... 0,88 g 

Tryptone Difco ............................................ 5 8  g 

Extra i t  d e  levure ......................................... 3,o g 

E.D. QSP .................................................... 1 l i t re  

pH 7,2 à 7,5 

Stéri l isation 120°C, 20 min 

2.1.3. L e  m i l i e u  R C  (LAIRD, 1 9 3 2  m o d i f i é  par DELATTRE, 1971)  

MgS04, 7 H 2 0  .............................................. 0,2 g 

...................................................... K2HP04 1 4  g 

Extra i t  de  levures ........................................ 1 4  g 

E.D. QSP ................................................... 1 l i t r e  

pH 7,2 à 7,5 

Stéri l isation 1 20°C, 20 min 

C e  mi l i eu  d o i t  ê t r e  c o m p l é t é  e x t e m p o r a n é m e n t  pa r  u n e  s o u r c e  d e  

carbone à raison, e n  général ,  d e  10 gfl. S'il s 'agi t  d'un hydrate  d e  carbone, la  

s t é r i l i s a t i o n  s e  f a i t  e n  s o l u t i o n  c o n c e n t r é e  (20 %) à 105°C d u r a n t  20 mn. 



2.1.4. Le milieu RH61 (DELATTRE, 1971) 

K2HP04 .........................................--........a-- 1 4  g 

MgS04, 7 H 2 0  .............................................. O,2 g 

NH4N03 ...................................................... 1 4  g 

E.D. QSP ..................................................... 1 l i t r e  

pH 7,2 à 7,5 

Stéri l isation 120°C, 20 mn 

La  biotine (vitamine H) et la thiamine (vitamine BI) sont stéri l isées pa r  

f i l t ra t ion sur membrane d e  porosité 0,22 p. Elles sont  a joutées  au milieu à raison 

respect ivement  d e  10 pg/l et 500 pg/l. 

C e  milieu doit également  ê t r e  complé té  d'une source  de carbone dans l e s  

mêmes conditions que  le  milieu RC. 

2.2. Le milieu de non prolifération bactérienne (MNP) 

Il est consti tué d'un tampon di t  de  non prolifération (TNP). 

MgS04, 7 H 2 0  .............................................. (A2 g 

KZHP04 ...................................................... 1 8  g 

E.D. QSP ..................................................... 1 l i t re  

PH 7 
Stéri l isation 120°C, 20 mn 

auquel on a joute  une source d e  carbone dans  les mêmes  conditions que  pour l e s  

milieux R C  et RHBl. 

2.3. Le milieu de culture des ~éeumineuses 

Il s 'agit  du milieu d e  NICOL et THORNTON (1941). 

................................................... Ca3(P04)2 

FeC13, 6 H 2 0  ............................................... 
........................................................ NaN03 

E.D. QSP ..................................................... 
pH 6,8 - 7,2 

Stéri l isation 105"C, 30 mn 

0,5 g 

0,2 g 

0,l g 

1,o g 

2,o g 

0 1  g 

0,5 g 

1 l i t re  



3- - LA MUTAGENESE ET L'ISOLEMENT DE MUTANTS METABOLIQUES 

La souche sauvage est cul t ivée  sur milieu TY liquide, à 30°C et e n  agi ta t ion 

jusqu'à l a  fin d e  la  phase exponentiel le d e  croissance : on obt ient  une population d e  
9 l 'ordre d e  IO cellules par ml. 

Les  bactér ies  sont récupérées  par centrifugation à 8 000 g durant  10 mn. L e  

cu lo t  e s t  lavé deux fois par un tampon Tris (hydroxyméthyl) aminométhane (Tris 

maléa te  50 mM, pH 6,l). Resuspendues dans ce m ê m e  tampon, les bactér ies  son t  

t r a i t é e s  par la  N-méthyl-N'-nitro-nitrosoguanidine à raison d e  200 pglml  à 30°C 

durant  20 mn. 

Les  cellules ainsi t r a i t é e s  sont lavées deux fois dans le  TNP et mises à nouveau 

e n  cul ture  sur TY liquide. Une nouvelle cul ture  e s t  réalisée sur milieu RHBl plus 

f ruc tose  à 10 g/l. On a joute  l a  pénicilline G (2 000 p/ml) au  début d e  la phase 

exponentiel le d e  croissance. 

~ ~ t - 6 ~  24 h d'incubation à 30°C, les survivants (1 %) sont  lavés, réisolés et 

déposés en  spots sur milieu TY solide. Les  mutants,  dans cet exemple,  f ruc tose  

n é g a t i f  s o n t  i d e n t i f i é s  p a r  r é p l i q u e s  s u r  mi l i eu  RHB s o l i d e  p l u s  f r u c t o s e .  1 

4- - LES CONDITIONS DE CULTURE 

4 . 1  Cultures e n  chambre chaude 

Toutes les  cul tures  en  p e t i t  volume sont réalisées soit e n  tubes (10 ml), e n  

er lens  (300 ml) ou e n  fioles à toxines (1 000 ml), placés en  chambre thermorégulée à 
30°C durant  des  t emps  variables : 

- soit sur plateau d'agitation a l ternat ive  (120 aller-retours/mn) ; 

- soit sur table  d'agitation ro ta t ive  ayan t  un excentr ique d e  20 mm et tournant à 

105 tours/mn. 

L e  suivi du développement microbien s ' e f fec tue  par mesure à 620 nm d e  l a  

dens i t é  optique (DO) des  suspensions cellulaires. 



4 2  Cultures en biophotomètre 

4.2.1. Principe 

Nous avons utilisé un biophotomètre prototype conçu et construit  par  

MARAIS et coll. (1981). L'appareil pe rmet  d e  suivre l'évolution de  l a  croissance 

bactér ienne dans 15 tubes  à la  fois, placés e n  conditions de  t empéra tu re  et 

d ' a g i t a t i o n  c o n t r ô l é e .  L ' i n t e r v a l l e  d e s  t e m p s  d e  m e s u r e  est p r o g r a m m a b l e  et 

l'ensemble des  données est rappor té  par une imprimante  annexée. 

4.2.2. Préparation de I'inoculum 

L'inoculum est réalisé à partir  d'une préculture e f fec tuée  sur milieu 

RHBl addit ionné d e  glucose à 10 g / l  et incubé à 30°C durant  36 h. Les  cellules sont  

récupérées  après  centrifugation (8 000 g, 20 mn), lavées dans  du TNP, centr i fugées  

à nouveau et reprises dans du TNP afin d'obtenir une suspension cellulaire d e  DO 
9 (mesurée à 620 nm) égale  à 1 (environ 1,2 x 10 cellules/ml). 

Les  di f férents  milieux sont inoculés avec  1 % d e  leur volume d e  cette 

suspension cellulaire. 

4.2.3. Cultures et suivi 

Les  cul tures  sont  réalisées dans des tubes  d e  18 x 200 f e r m é s  par un 

bouchon plastique non hermét ique et contenant  au  maximum 10 ml d e  milieu. 

L a  t empéra tu re  d'incubation est réglée à 30°C et l 'agitat ion de  t y p e  

Vortex à 500 rpm. 

L e  suivi de  l a  croissance microbienne est réalisé par  mesure d e  la densi té  

optique d e  chacun des  tubes  à 600 nm. La  f réquence choisie est d e  15 mn. 

4.3. Cultures en fermenteurs 

L'utilisation d e  bioréacteurs  a été réalisée à t ro is  occasions : 

- lors d e  l 'étude du rôle d e  l a  pression part iel le e n  oxygène dans les milieux pour 

le  fonct ionnement  d e  l a  voie du 2 céto-gluconique chez  R. meliloti. Pour c e l a  

n o u s  a v o n s  r é a l i s é  d e s  i n c u b a t i o n s  m i c r o b i e n n e s  e n  c o n d i t i o n s  v a r i a b l e s  d e  

t r a n s f e r t  en oxygène (KLa) ; 



- lors d e  la  préparation d e  cellules bactériennes pour les é tudes  des  phénomènes 

d e  transport ,  essent ie l lement  pour le glucose. En e f fe t ,  lors de  t ravaux précé- 

dents  (THEODOROPOULOS, 19821, on a cons ta té  que d e s  cellules, issues d e s  

cul tures  e n  fiole sur milieu RHBl glucosé, accumulent  faiblement l e  glucose. 

Dans ces conditions d e  culture,  les cellules sont dans un é t a t  physiologique 

mauvaix dû à I 'acidification du milieu. 

En effet, lorsqu'on cult ive no t re  souche sur RHBl glucosé e n  fermenteur  a v e c  

régulation du pH, on obt ient  des  cellules qui accumulent  l e  glucose t r è s  rapide- 

ment  et en  quant i tés  importantes.  

Pour cette raison, mais également  afin d e  pouvoir contrôler cer ta ins  pa ramèt res  

d e  la  culture,  on a réalisé des  croissances bactériennes e n  fermenteur ,  à pH 

régulé ; 

- lors d e  la mise en évidence de  croissances diauxiques d e  R. meliloti sur un 

mélange d e  subst ra ts  carbonés par le  suivi d e  l a  concentration en oxygène d e s  

milieux lors d'un t rans fe r t  d e  gaz  constant. C e t t e  technique permet,  sans prélè- 

vements  donc sans  risque d e  contamination,  d e  suivre la  cinétique d e  croissance 

du microorganisme. 

4.3.1. Description du matériel 

Nous avons choisi d'utiliser le f e rmenteur  de  plus pe t i t  volume disponible 

au Laboratoire : il s 'agit d'un bioréacteur d e  5 1 au total ,  d e  3 1 utiles, conçu et 

réalisé par Se t r i c  Génie Industriel (fig. 5). 

C e t t e  unité d e  fermentat ion est équipée d'unités : 

- de  mesure  et d e  régulation d e  la température ,  

- d'agitat ion variable, 

- de  mesure  et d e  régulation du pH, 

- de  mesure  d e  l'oxygène dissous, 

- de  détect ion et d e  régulation d e  mousses. 

4.3.2. Pratique d'une fermentation 

4.3.2.1.  réparation du matér ie l  

Toutes  les pièces du réac teur  sont r igoureusement net toyées  au dé te rgen t  et à 
l 'eau et remont6es  r igoureusement en veillant à l ' é t a t  et à l a  position d e s  di f férents  

joints. 

L e  réac teur  est chargé  d e  3 1 de  milieu RHBl et l 'ensemble est autoclavé à 
120°C durant  45 mn. L a  source d e  carbone, dont la  nature  et la concentration var ie  



Figure 5 - V u e  éclatée de la conception d'un biorhacteur Setric Génie Industriel. 



selon les manipulations, est stéri l isée séparément  et additionnée s tér i lement  au 

milieu avan t  son inoculation. 

4.3.2.2. Réalisation d e  l a  précul ture  

Dans un premier temps, des  tubes contenant  10 ml du milieu riche RC, 

additionné d e  f ructose  à 10 g/l sont  inoculés avec  une colonie isolée sur  boîte. On 

r é a l i s e  a l o r s  une  c u l t u r e  p e n d a n t  u n e  n u i t  à 30°C e n  a g i t a t i o n  a l t e r n a t i v e .  

Dans un deuxième temps, les f ioles d e  préculture contenant  300 ml  de  RHBl 

additionné du substrat  à 10 g/ l  sont inoculés par ces tubes à raison de  10 % d e  leur 

volume. L a  croissance est a lors  réalisée sur table  d 'agitat ion rota t ive  à 30°C duran t  

24 h. 

4.3.2.3. Ensemencement du fe rmenteur  

L'ensemencement varie selon l 'utilisation du fermenteur .  

En e f f e t ,  lors d e  l a  production massive des  cellules, les milieux sont  inoculés 

a v e c  10 % d e  leur volume d e  la préculture. 

Par  contre ,  lorsqu'on suit  des croissances diauxiques, il f a u t  éliminer l 'excédent 

du subst ra t  d e  la préculture c a r  celui-ci e s t  a jouté  à concentration l imi tante  et sa 

consommation e s t  mesurée durant  ce type d e  croissance. Pour cela,  les cellules son t  

récupérées  après  centrifugation et reprises dans un pet i t  volume d e  RHBl. L a  

suspension obtenue s e r t  d'inoculum au réacteur.  

4.3.2.4. Conditions d e  cul ture  

L e s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  s o n t  v a r i a b l e s  e n  f o n c t i o n  d e s  t r o i s  o c c a s i o n s  

d'utilisation des bioréacteurs que nous avons eues  : 

- lors d e  la  préparation d e  cellules bactériennes pour les é tudes  de  phénomènes 

d e  transport ,  le milieu RHBl e s t  additionné d e  glucose à raison d e  10 g/l. L a  

croissance e s t  réalisée à 30°C durant  16 h. L e  pH e s t  régulé e n t r e  6,8 et 7,2 

durant  tou te  la durée  d e  la  fermentation.  L e  KLa est constant  et égal  à 60 h-l ; 

- lors d e  l 'étude d e  croissances diauxiques, le milieu RHBl e s t  addit ionné d e  

chacun des  subst ra ts  à raison d e  1 g/l. L a  croissance est réalisée durant  20 h 

à 30°C. Le  pH n 'es t  pas  régulé. Le  KLa est constant  et égal à 35 h-' ; 

- lors d e  l 'étude du rôle d e  l'oxygène sur le fonctionnement d e  la voie du 2 céto- 

gluconique, les travaux sont  réalisés en  deux phases : une phase de  production d e  

cellules en  masse suivie d'une phase d e  mise e n  non prolifération d e  ces cellules 

dans des  conditions di f férentes  d'oxygénation. 



L a  préparation d e s  cellules en  masse se f a i t  sur milieu TY additionné d e  

glucose à raison d e  10 g/l. L a  fermentat ion dure  20 h à pH non régule et à 30°C. L e  

KLa est constant  et éga l  à 60 h-l. En fin d e  croissance, l e s  cellules sont  récupérées  

par centrifugation sur rotor d'essorage continu, lavées par le  TNP et s tockées  à + 

4°C à f o r t e  densité (DO = 10) dans  ce m ê m e  tampon. 

L a  mise en  non prolifération en  réacteur  par dilution d e  cette suspension-mère 

dans le TNP addit ionné d e  glucose à raison d e  10 g/i  est réal isée  de  façon  à obtenir  

une DO = 1,O. L'incubation s e  f a i t  à 30°C sous des  t r ans fe r t s  en  oxygène variables 

(KLa = 15 ou 22 ou 30 ou 37,5 ou 45 ou 60 h-'1. L e  pH n'est  pas régulé, il y a donc 

acidification. L a  manipulation est a r r ê t é e  lorsque les valeurs de  pH a t t e i n t e s  n e  

s o n t  p l u s  c o m p a t i b l e s  a v e c  l ' a c t i v i t é  b iologique,  s o i t  a p r è s  40  à 80 h d e  

fonctionnement.  

4.3.3. ~étermination du coefficient de transfert en oxygène : le  KLa 

Lors d e  leur ac t iv i t é  métabolique, les microorganismes ne sont  capables  

d e  consommer l 'oxygène que lorsque celui-ci se t rouve dissous dans la phase aqueuse 

des  milieux d'incubation. L a  faible solubilité dans l'eau d e  ce gaz (0,234 mM à 
satura t ion à 20°C) f a i t  qu'il est nécessaire d e  le renouveler régulièrement au fur et 

à mesure d e  sa  consommation. En e f f e t ,  en deçà  d'une concentration cri t ique,  il 

devient f ac teur  l imi tant  et agissant c o m m e  substrat ,  il obéi t  à la  loi é tabl ie  par  

MONOD (1942) l iant  le  taux d e  croissance p à la  concentra t ion le concernant  selon 

l a  relat ion : 

[O2] 
= p max 

lJ m a  = taux d e  croissance maximum 

[O2] = concentra t ion e n  O dissous 2 

K 0 2  = concentra t ion e n  O dissous pour laquelle la  valeur de  p observée est 2 
égale  à l a  moitié d e  la valeur d e p m a x .  

Pour év i t e r  que l'oxygène soit  f ac teur  l imitant ,  il e s t  nécessaire d e  l e  

t ransférer  à la  masse liquide à une vitesse te l le  que sa  concentration so i t  supérieure 

à sa concentra t ion cri t ique,  variable selon le  microorganisme et ses  conditions d e  

développement. 



La capac i t é  d'un fe rmenteur  d'assurer ce t rans fe r t  est évaluée par le 

coeff ic ient  de  t r ans fe r t  e n  oxygène KLa. C e  coeff ic ient  dépend en part iculier  d e  la  

géomét r ie  du réac teur  et d e  son mode d 'agitat ion et d'aération. Il est l e  produit de  

KL, coeff ic ient  global du t rans fe r t  d e  masse par rappor t  au film liquide qui 

s 'expr ime en  cm/h  et de  a, l a  surface  spécifique d 'échange gaz-liquide qui s 'expr ime 

e n  c m 2 / c m 3  : son unité est donc l'heure-'. 

4-3-3.1- ~ h é o r i e  et principe d e  mesure  

L a  réoxygénation des  milieux e n  f e r  rnentation est assurée  par l ' injection d'air 

a u  t r avers  de  diffuseurs poreux. Le  t rans fe r t  d e  l'oxygène d e  la  bulle gazeuse  vers  

les  sites d e  son utilisation dans  les cellules compor te  plusieurs é tapes  décr i t e s  par  

TSAO et KEMPE (1960) (fig. 6 ) .  

r Etape 1 

L~ilrn gazeux 

F i g u r e  6 - L e s  d i f fé ren tes  é t a p e s  du  t rans fe r t  d'oxygène e n  fe rmenta t ion  (d'après 
TSAO et KEMPE, 1960) 

C e  t rans fe r t  unidirectionnel s ' e f fec tue  au t ravers  d e  plusieurs films, chacun 

d ' e u x  e x e r ç a n t  s u r  lui  u n e  c e r t a i n e  r é s i s t a n c e .  On  c o n s i d è r e  q u e  l ' i n t e r f a c e  

gaz-liquide, c ô t é  bulle e s t  doublée d'un film gazeux (é tape 1) et du c ô t é  liquide d'un 

fi lm liquide (é tape  21, ce dernier  exerçan t  une grande influence sur le  t ransfer t .  

L 'oxygène dissous diffuse a lo r s  vers les cellules (é tape 3) au con tac t  desquelles s e  

t rouven t  un nouveau film liquide (é tape 4). L'oxygène doit  enfin pénétrer  dans  la 

ce l lu le  bactérienne.  

Plusieurs théories p e r m e t t e n t  d 'établir  l 'équation d e  t r ans fe r t  ( théorie des f i lms 

laminaires,  théorie de  la diffusion continue) mais e l l e s  conduisent tou tes  f inalement  

à l a  m ê m e  expression de l 'équation d e  t r ans fe r t  : 



- = KLa (C* - CL) 
d t  

= vitesse d e  t r ans fe r t  d e  l'oxygène (mmoles 02/1  x h) 

KL = le coeff ic ient  global d e  t r anfe r t  d e  masse par rapport  a u  film liquide 
(cm/h). Il est egal  au rapport  du coeff ic ient  d e  diffusion d e  l'oxygène 
dans l'eau et d e  l'épaisseur du film au t r a v e r s  duquel s 'e f fectue  l e  
t r ans fe r t  

a = l a  surface  spécifique d 'échange (cm2/cm3) 

C* = la  concentra t ion e n  oxygène dissous (mmoles O 11) en  équilibre a v e c  
2 p, la  pression par t ie l le  en  oxygène dans la phase gazeuse 

De cette équation, on peut  déduire que la  vitesse d e  t r ans fe r t  de  l'oxygène est 
maximale quand CL = 0. 

4.3.3.2. ~ é t e r m i n a t i o n  par méthode chimique 

Nous avons appliqué cette méthode pour la  mesure des  KLa en milieu placé su r  

table  d 'agitat ion et pour les réac teurs  fa iblement  agi tés  et aérés.  

C e t t e  méthode a été proposée par COOPER (1944). 

 évaluation d e  la  capac i t é  d e  t r ans fe r t  du dispositif e s t  ramenée à cel le  d e  l a  

vitesse d'oxydation d'une solution d e  sul f i te  d e  sodium e n  sulfate,  p lacée  dans l e  

bioréacteur et soumise aux conditions d 'aération - agitat ion dans  lesquelles ont veu t  

évaluer l e  KLa. 

La  réact ion d'oxydo-réduction e s t  la  suivante : 

C e t t e  réact ion a lieu en  présence d'ions CU++ c o m m e  catalyseur.  On peu t  

m e t t r e  e n  oeuvre une solution 0,25 M d e  sulfi te d e  sodium. 

C e t t e  réaction chimique est t r è s  rapide, sa vitesse n ' é tan t  l imitée que par l a  

vitesse d e  dissolution d e  l'oxygène. L a  vitesse d e  disparition du sulfite par oxydation 

p e r m e t  d ' é v a l u e r  l e  KLa. A d i f f é r e n t s  i n t e r v a l l e s  d e  t e m p s ,  on  p r é l è v e  un 

échanti l lon d e  solution en  cours  d'oxygénation. On dose le  sulfi te qui n 'a  pas été 
oxydé par iodométrie,  à l 'aide d'iode en excès  : 



On dose e n  re tour  l ' iode e n  excès  par la  réact ion globale : 

Tant  que l a  solution é tud iée  renferme du sulfi te,  l a  concentration C e s t  nulle. L 
L'évolution d e  l a  concentra t ion en  sulfi te e n  fonction du t emps  e s t  une droite d o n t  

l a  pen te  est égale  à KLa. C*, dont on déduit l e  KLa. 

C e t t e  méthode est re la t ivement  faci le  à m e t t r e  e n  oeuvre  et présente  le grand 

avantage d 'ê t re  peu coûteuse. Cer ta ines  manipulations, te l les  que l e s  t ranspor ts  

d'échantillons doivent ê t r e  f a i t s  à l 'abri d e  l 'air pour év i t e r  l e s  réact ions  parasites. 

Toutefois, une solution d e  sulfi te ne réagi t  pas du t o u t  comme un milieu d e  

culture,  ni a for t ior i  c o m m e  la  cul ture  microbienne elle-même. Enfin, cette 

méthode ne  convient pas à l 'évaluation du KLa d e  pe t i t s  bioréacteurs dont l e s  

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

imprécision. 

4.3.3.3. Détermination par méthode physique 

Nous  a v o n s  a p p l i q u é  cette m é t h o d e  pour  l a  m e s u r e  d e s  K L a  d a n s  l e s  

b ioréacteurs  g r â c e  à l 'utilisation d'une sonde polarographique stéri l isable immergée  

dans le  fermenteur .  Le  signal é lect r ique fourni pe rmet  d'enregistrer, e n  continu, l a  

concentra t ion e n  oxygène dissous, ou plus e x a c t e m e n t  la  tension e n  oxygène. 

A l 'aide d e  ces sondes, on peut conduire des  mesures d e  KLa selon trois t y p e s  

d e  méthodes : 

- la  méthode stat ique,  condui te  dans le  milieu d e  culture,  en  absence de  micro- 

organismes (CORRIEU, 1975) ; 

- l a  méthode dynamique, conduite dans le  milieu d e  cul ture  inoculé, lors du 

déroulement  d e  l a  fe rmenta t ion  (TAGUCHI et HUMPHREY, 1966) ; 

- la  méthode du bilan gazeux. C e t t e  méthode nécessite un appareil lage coûteux 

et diffici le à manipuler. Son in té rê t  est d e  se prê te r  à la  déterminat ion en l igne 

du KLa et au suivi d e  son évolution possible au cours d e  la  culture, du fa i t  d e  l a  

modification des  propr ié tés  rhéologiques du milieu (lors d e  la synthèse des exo-  

polysaccharides par Rhizobium par exemple) ou d e  la  modification d e s  in te r faces  

gaz-liquide par d i f férents  métaboli tes séc ré tés  au cours du déroulement d e  l a  

culture.  



C e t t e  méthode suppose d e  mesurer les débi ts  d e  gaz e n t r a n t  et sor tant ,  de  d é t e r -  

miner les teneurs  e n  oxygène d e  ces g a z  et enfin, par sonde, d e  déterminer  

C d e  façon à ce qu'elie n e  devienne pas inférieure à l a  concentra t ion c r i t ique  L 
et p e r m e t t e  d e  calculer l e  KLa. L'utilisation d e  déb i tmèt res  t r è s  précis e s t  

o b l i g a t o i r e  ( d é b i t m è t r e s  m a s s i q u e s )  a i n s i  q u e  c e l l e  d ' a n a l y s e u r  d e  g a z ,  p a r  

résonnance magnétique nucléai re  par exemple. 

Afin d e  pouvoir compare r  les résu l t a t s  obtenus  à ceux d e  l a  méthode d e  

COOPER et coll,  (1944), nous avons choisi d'appliquer l a  méthode s ta t ique  de  

CORRIEU (1975). 

C e t t e  méthode est donc conduite dans  le  milieu d e  cu l tu re  en  l 'absence des  

cellules. Elle pe rmet  d e  dé te rminer  la  valeur du KLa dans les conditions où se 

déroulera  la fermentation.  

Après avoir s a t u r é  le  milieu d e  cu l tu re  e n  oxygène dissous, on a r r ê t e  l 'aération 

et on in jecte  d e  l 'azote dans  la  solution. La  concentra t ion e n  oxygène dissous 

diminue et tend vers O. On reprend alors l ' injection d'air dans les conditions d e  

déb i t  à tes ter .  L a  concentra t ion CL augmente  et l a  façon dont  e l l e  augmente  

dépend d e  l a  capac i t é  d e  t r ans fe r t  du dispositif, dans les conditions (aération - 
agi ta t ion)  d 'expérience (f ig. 7). 

1 Arrêt de I 'aération 

Figure 7 - C i n é t i q u e  d e  r e s a t u r a t i o n  d e  l ' o x y g è n e  d i s s o u s  d a n s  u n  r é a c t e u r .  

On déduit  le KLa  d e  la  courbe d e  variation d e  C en  fonction du t emps  d e  deux L 
f a ç o n s .  T o u t  d ' a b o r d ,  o n  p e u t  t r a c e r  l a  c o u r b e  d e s  v a r i a t i o n s  d e  : 

d Cr 



La pen te  de  la d ro i t e  obtenue est égale  à KLa. 

On peut  égaiement  procéder par intégration d e  l 'équation de  t r ans fe r t  : 

- = KLa (C* - CL) 
d t  

On déduit  : 

dCL = KLa . d t  
C* - C L  

Au t e m p s  t = 0, c'est-à-dire quand on reprend l 'aération,  CL = O d'où : 

On por te  donc, à partir d e  l a  courbe CL = f ( t ) ,  l e s  variations de  log 
- C* e n  fonction du temps. L a  droi te  obtenue a pour pente  KLa. c* - CL 

5. - METHODES UTILISEES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

Les nodules des plantules inoculées sont sectionnés et t r a i t é s  selon l a  méthode 

d e  FINAN et coll. (1983) que nous avons modifiée part iel lement.  

Lavés par un tampon phosphate 0,025 M, pH 6 3 ,  durant  2 h, les nodules son t  

incubés une nuit à + 4OC dans une solution d e  glutaraldéhyde à 2,5 % dans  ce m ê m e  

tampon. 

Lavés à nouveau 4 h à + 4°C dans le tampon phosphate, ils sont f ixés  selon l e  

principe d e  RYTER et KELLENBERGER (1958) : 

- immersion dans une solution d 'acide osmique à 1 % dans  le tampon phosphate, 

2 h à - 4 " C ;  

- lavage e n  tampon phosphate une nuit à + 4OC ; 

- immersion dans une solution d ' a c é t a t e  d'uranyl à 2 % dans  l'eau distillée, 2 h à 

+ 4OC ; 

- lavage à l 'eau distillée, 2 h à + 4°C ; 

- déshydratation à + 4OC par . l 'éthanol à 50 %, 2 fois 15 mn, 

. l 'éthanol à 75 %, 2 fois 15 mn, 

. l 'éthanol à 95 %, 2 fois 15 mn, 

. l 'éthanol absolu, 2 fois 15 mn, 

. l 'oxyde de  propylène, 3 fois 20 mn ; 

- préinclusion dans un mélange oxyde d e  propylène et résine à 50150, une nuit ou 

plus jusqu'à évaporation ; 

- inciusion e n  résine ara ldi te  4 h suivie d'une polymérisation à 60°C durant  3 jours. 



Les  blocs sont  coupés par un couteau d e  diamant  monté  sur "Por ter  Blum". L e s  

coupes, montées sur grille, sont  colorées soi t  par le  citrate d e  plomb (REYNOLDS, 

19631, soi t  par l 'acide périodique plus le  proté inate  d 'argent (THIERY, 1967). 

L'observation e s t  f a i t e  au  microscope électronique HITACHI HU12, 75 kv. 

6- - METHODES RESPIROMETRIQUES 

6.1. Principes généraux 

L a  mesure des  échanges gazeux respiratoires est e f fec tuée  par l'emploi du 

respiromètre  d e  Warburg. Il comprend un bain-marie the rmos ta té  dans  lequel on 

place l 'échantillon soumis à l 'étude. C e t  échantillon est contenu dans  une f io le  à 
deux anses  latérales,  rel iée à un manomètre.  Fiole et manomètre  consti tuent une 

unité solidaire f ixée  sur un bâtis  mobile dont l e  mouvement commandé provoque une 

agi ta t ion continue d e  l'échantillon. 

L e s  p r i n c i p e s  g é n é r a u x  s o n t  c e u x  é n o n c é s  p a r  UMBREIT et co l l .  (1959) .  

 étude d e  l a  respiration sur d i f férents  hydrates de  carbone nous oblige à 
mesurer à la  fois la  quant i té  d'oxygène consommée mais aussi la  quant i té  d e  

dioxyde d e  carbone dégagée. En e f fe t ,  la  comparaison des  valeurs d e s  quot ients  
QCO2 

respiratoires ainsi dé te rminée  - 
Q02 

et des  valeurs théoriques peut nous p e r m e t t r e  

d e  préciser si la  dégradation oxydative du subst ra t  carboné en  dioxyde d e  carbone et 

e n  eau est complète.  

6.2. Condit ions expér imentales  

Rhizobium meliloti  est cult ivé durant  16 h à 30°C en  agitat ion rota t ive  su r  

milieu R C  additionné d e  glucose à raison d e  10 gfl. Les  cellules sont récupérées  par  

centrifugation,  lavées  deux fois par le  TNP et remises e n  suspension dans  ce m ê m e  

tampon d e  façon à obtenir  une densité optique à 620 nm égale  à 9. 

Une manipulation type comprend 5 ensembles f ioles + manomètres.  Les  r é a c t i f s  

sont  répar t is  dans les fioles comme suit  (tab. 5). 

L a  manipulation se f a i t  à 30°C sous agitat ion douce. Le  t emps  z é r o  e s t  c o m p t é  

à par t i r  du moment  où on a joute  le  subst ra t  à la  suspension cellulaire, a p r è s  

stabil isation des  ensembles durant  30 mn. Les  mesures sont faites t o u t e s  les 20 mn. 



Ensemble Compart iment  Pu i t s  cen t ra l  Anse Anse 
f iole + manomèt re  principal l a t é ra le  1 l a t é ra le  2 

1 3,O 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 H2S04 2 N 

4 2,5 ml susp. cell. 0,5 ml KOH 20 % 0,5 ml subst ra t  - 

5 2,5 ml susp. cell. - 0,5 ml subst ra t  0,3 ml H2S04 2 N 

Tableau 5 - ~ o d è l e  de répartition des différents éléments lors d'une manipulation type en appareil 
de Warburg. 



Rôle d e  chacun d e  ces ensembles : 

- Ensemble 1 : thermobaromètre.  11 s e r t  à corriger d'éventuelles variat ions d e  

t empéra tu re  ou d e  pression qui peuvent se produire au cours d e  la manipulation. 

Il convient d e  re t rancher  ou d'ajouter la  l ec tu re  f a i t e  sur l e  the rmobaromèt re  

d e s  l e c t u r e s  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  m a n o m è t r e s  d e s  a u t r e s  f i o l e s  (2-3-4-5). 

- Ensemble 2 : mesure d e  la  quant i té  d'oxygène consommé lors de  l a  respiration 

endogène des  cellules. 

L e s  bactér ies  sont suspendues dans le TNP sans substrat. Elles respirent donc e n  

dégradant  leurs propres réserves énergétiques endocellulaires. On n e  l i t  sur l e  

manomèt re  2 que l'oxygène consommé c a r  le dioxyde d e  carbone dégagé est absorbé 

par 0,5 ml  de  potasse à 20 % imbibant une bande d e  papier Whatman 3, roulée, pour 

augmenter  la surface  d'échange gaz-liquide et p e r m e t t r e  ainsi une absorption t o t a l e  

du dioxyde de  carbone. 

- Ensemble 3 : mesure d e  la  quant i té  d e  dioxyde d e  carbone dégagée lors d e  l a  

respiration endogène des  cellules. 

Une seule l ec tu re  est f a i t e  e n  fin d e  manipulation, 30 mn après l'addition d e  

0,3 ml d'une solution aqueuse d 'acide sulfurique 2N. En e f f e t ,  pour év i t e r  t o u t e  

e r reur  dans  la l ec tu re  d e  la  quan t i t é  d e  dioxyde d e  carbone produite par les  cellules, 

i l  est nécessaire d e  libérer ce produit final d'oxydation d e  la  phase liquide où il se 

t rouve e n  solution sous fo rme  d e  carbonate  d e  potassium. 

C e s  deux  p r e m i è r e s  m e s u r e s  nous  p e r m e t t e n t  d e  c a l c u l e r  l e  q u o t i e n t  

respira toi re  endogène d e  la  suspension cellulaire. 

- Ensemble 4 : mesure de  la quant i té  d'oxygène consommée en présence d 'un 

subs t ra t  donné. 

- Ensemble 5 : mesure d e  la  quant i té  d e  dioxyde d e  carbone dégagée e n  présence 

d'un subst ra t  donné. 

L a  connaissance des  valeurs des  échanges gazeux d e  l a  suspension cellulaire 

respirant  sur le subst ra t  nous pe rmet  d e  savoir si  ce dernier est utilisé to ta lement  

ou par t ie l lement  oxydé. 

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

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

f ructose ,  nous avons employé des  t r aceurs  radiomarqués : 

. glucose  1 4 c ,  U. (C.E.A.) [ a c t . s p é c i f . : 1 9 0 p ~ l / p ~ ]  5pC1 pour 500 pg d'ose froid 

. f ruc tose  I 4 c ,  U. (N.E.N.) [ a c t . s p é c i f . : 1 9 6 p ~ l / p ~ ]  lpCl  pour 500 pg d'ose froid 



Après 4 h d'incubation, e n  fin d e  manipulation, les cellules bactériennes sont  

él iminées par centrifugation 10 mn à 16 300 g. Le  surnageant est passé e n  

g e l - f i l t r a t i o n  (Sephadex  G25)  d e  f a ç o n  à s é p a r e r  l e  po lyos ide  s y n t h é t i s é  d e s  

molécules simples non polymérisées. L e s  par t ies  al iquotes radioactives des  f ract ions  

sont  diluées à 20 % V/V dans le  liquide scinti l lant  a u  dioxanne. L a  radioactivité est 

mesurée  dans le  spec t romèt re  à scintillation liquide intertechnique Abac S.L. 40. 

7. - MESURE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES 

Au cours d e  nos travaux, nous avons été a m e n é  à : 

- rechercher  les ac t iv i tés  enzymat iques  témoignant du fonctionnement d e  diffé-  

r en tes  voies d e  catabol isme des  hydrates d e  carbone. C e s  act iv i tés  o n t  été 
mesurées soi t  sur les f ract ions  cytoplasmiques solubles des  cellules bactériennes,  

soi t  sur les  f ract ions  membranaires  ; 

- étudier  le  fonctionnement des  sys tèmes d e  t ranspor t  des  hydrates d e  carbone et 

e n  définir les constantes  physiques ; 

- vérifier les  capaci tés  f ixat r ices  d 'azote  chez un mutant  métabolique e n  symbiose. 

Mesure d e  l 'activité d e s  enzymes  impliqués d a n s  l e  ca tabol isme des 

7.1.1. L e s  enzymes  cytoplasmiques solubles 

7.1.1.1. Préparat ion des  ex t ra i t s  cellulaires solubles 

Un l i t r e  du milieu RHBl addit ionné d e  la source  de  carbone à 1 % est inoculé 

a v e c  10 ml d'une préculture d e  même composition que le  milieu d'incubation. 

Après incubation à 30°C sous agi ta t ion rota t ive  pendant 18 h, les cellules son t  

co l l ec tées  par centrifugation à 6 000 g, lavées a v e c  du tampon phosphate d e  sodium 

pH 7,2 50 rnM puis centrifugées. 

On a jou te  au culot  10 ml du m ê m e  tampon additionné d e  B-mercaptoéthanol 

0,l mM. 

L e s  c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  t r a i t é e s  aux  u l t r a s o n s  (MSE 150 W U l t r a s o n i c  

Desintegrator  ; A = 15,5 p) pendant 5 périodes d e  30 s séparées  par intervalles d e  

30 S. La  t empéra tu re  ne  dépasse pas 10°C. Le broyat  est centr i fugé pendant 30 mn 

à 27 000 g pour éliminer les débr is  rnembranaires. 



L a  concentra t ion des e x t r a i t s  en  protéines est déterminée par l e  dosage d e  

LOWRY (LOWRY et coll., 1951) (4 < [Cl prot. < 6 mg). L e s  act iv i tés  enzymatiques 

sont  exprimées e n  nombre d e  nmoles d e  produit fo rmé  par minute et par mg d e  

protéines : 

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

7.1.1.2. Recherche d 'activités enzymat iques  spécifiques d e  dif fé- 

ren tes  voies cataboliques 

L'ensemble des  protocoles est é tabl i  ci-après. 

7.1.2. Les enzymes membranaires 

7.1.2.1. Préparat ion d e s  e x t r a i t s  membranaires 

Nous avons a d a p t é  la technique mise au point par KING (1971). Les  cellules 

s tockées  dans  l ' azote  liquide sont  décongelées et amenées  à une concentra t ion 

voisine d e  0,2 g d e  cellules poids humide/ml d'un tampon glycine (NaOH) pH 8 ; 

0,2 M. 

Elles sont  ensui te  soumises aux ultra-sons par portion d e  20 ml d e  suspension 

pendant 15 périodes d e  20 s séparées  par intervalle d e  2 mn. La t empéra tu re  n e  

devant  pas  dépasser 12°C. Le  broyat  obtenu est centr i fugé 2 fois 10 m n  à 7 500 g à 
2°C pour éliminer les  f ract ions  lourdes puis le surnageant est centr i fugé pendant 

60 mn à 8 5  000 g. 

L e  précipi té  obtenu e s t  const i tué  d'un gel rouge et d e  débris blanchâtres. L e  

gel  est récupéré  puis lavé dans  le tampon, une seconde centrifugation s ' e f fec tue  

dans  les mêmes  conditions que ci-dessus, L e  gel est ensuite récupéré  dans  le tampon 

glycine NaOH pH 7,5 ; 0,2 M ; 1 % MgC12. 

C e s  e x t r a i t s  a i n s i  p r é p a r é s  p o s s é d e n t  e n c o r e  l e u r s  c h a î n e s  d ' o x y d a t i o n s  

cellulaires fonctionnelles. On y recherche les act iv i tés  glucose déshydrogénase et 

gluconate déshydrogénase. 

7.1.2.2. R e c h e r c h e  d e s  a c t i v i t é s  d é s h y d r o g é n a s e s  s p é c i f i q u e s  

L'ensemble des  protocoles est é tabl i  ci-après. 
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CLUCCKINASE (E.C. 2 - 7 - 1 - 2 )  

Activi té  

Glucose Glucose 6 phosphate 

Principe de  la mesure de  l'activité : MLLONGOY et co l1  . , 1977a. 

AT P ADP NAD P+ NADPH 
4 

Glc +G6 P +6 P G 

G l  ucoki nase Glucose 6 P déshydrogénase 

Mode opératoire 

L e  mé lange  réacrionne1 (3 ml) con t i en t  : 

23G pmoles  d e  tampon Tris-HCI pH 7,65 
15 pmoies  d e  g lucose  
10 pmoies  ATP 
1 ,  pmoie  NADP'. 
1.5 pmole  LlgSO,,. 
1 un i ré  G6P d~ 

exTraT: 



Act iv i t é  

F r u c t o s e  F ructose 6 phosphate 

Pr incipe  d e  l a  mesure  de  l ' ac t iv i té  : KEELE er: coll., 1969 modifiée. 

Fructokinase Glucose 6 P Glucose 6 P 
i somérase déshydrogénase 

Mode opéra to i re  

L e  mélange réacrionnei  (3 ml) cont ient  : 

200 pmoles tampon Tris-HCI pH 7 , 6 5  
10 pmoles f rucrose  
10 pmoies ATP 
1.5 pmole  NADP-. 
1.5 pmole .LlgSOk. 
0.5 unité glucose 6 P isomérase 
1 unire glucose 6 P déshydrogénase 

ex t râ i r  



GLUCOSE 6 PHOSPHATE I S W R A S E  (E.C.  5 - 3 - 1 - 9 )  

Fructose 6 phosphate Glucose 6 phosphate 

Principe d e  la mesure de l 'activité : STOWERS ex ELKAN, 1953. 

NAD P* NADPH 

F6 P G 6 P  + 6 P G  

Glucose 6 phosphate Glucose 6 phosphate 
i somérase déshydrogénase 

Mode opératoire 

Le mélange réactionnel (1 ml) contient : 

pmoles Tampon glycyl-glycine p H  S 
pmoles hlgSOL. 
pmole fructose 6 P 

1.5 pmole NAOP-. 
0.5 unité glucose 6 P déshydrogénase 

extrait  



A c t i v i t é  

\ ,I 
Phospnof ruc-' ~ i n a s e  

I - C 
I 

F r u c t o s e  6 phosphate  F r u c t o s e  1-6 diphosphate  

P r i n c i p e  d e  l a  m e s u r e  d e  l ' ac t iv i té  : STOWERS e r  ELKXN, 1953. 

On m e s u r e  la viresse d 'oxydation du NADH conduisanr a l a  formar ion  du 
g lycéro l  3 phosphare  (STOK'ERS et ELKAN,  1983). 

NADH NADS 

<p s ~ ~ l y c é r o l  glycerolphosphate 3 P 

F6P *+FI-6 di P déshydrogénase 

phosphofructokinase al do1 ase i somérase 

- DHA P 

Mode o p é r a t o i r e  

L e  mé lange  réacrionnel  (2 ml) conr ienr  : 

14  p m o l e s  
2 pmoles  

15  p m o l e s  
10 pmoles  
10 pmoles  
0.3 p m o l e  
0.2 un i r é  
3 un i ré s  

e x r r a i r  

phosphate Na  pH 6,5 
F r 6  P 
.\lgC12. 
Smercaproérhanol  
A TP 
NADH 
Aldolase 
glycérol  P déshydrogénase et t r iose  P i somérase  
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FRUCTOSE 1-6-DIPHOSPHATE ALDOLASE ( E - C .  4 - 1 - 2 - 1 3 )  

Act iv i t é  

C = O  H - C = O  CH7-0-  P 
1 

-C 
1 

• H - C - O H  
I - - c-TJ 

I 
C - F rl_icrase 1-6 c : ~ h o s ~ n a r e  

i s:c\--;zse 
/ 

CH,-2- P 
1 
C S - 2 . ;  

C - - - 

F r u c t o s e  1-6 
diphosphate 

Glycéraldéhyde Phosphodihydroxy 
3 phosphate a c é t o n e  

Principe d e  la mesure  d e  l ' ac t iv i té  : STOWERS er: E L K A N ,  1983. 

G3 P NAD? NAy/.Z, 
+FI6 d i  P P -b G6 P 

Fructose 1-6 Hexose Glucose P Glucose 6 P 
DEA d i  phosphate aldolase biphosphatase isomérase déshydrogénase 

Mode opéra to i re  

L e  meiange resc t ionnel  (1 mi) cont ient  : 

pmoles  
pmoles  
pmoles  

3 pmoles  
0.5 uni té  
0.5 un i t é  
0.5 uni té  
0.3 pmole  

ex t ra i t  

de  tampon glycylg!ycine pH 3 
.il g3  O,. 
C3 P 
DHA P 
hexose biphosphatase 
glucose 6 P isomérase 
G 6  P DN 
NADP-. 
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GLUCOSE 6 PHOSPHATE OESHYDROGENASE ( E - C -  1 - 1 - 1 - 4 9 )  

Act ivi té  

Glucose 6 phosphate 6 Phosphogiuconate 

Principe d e  la mesure d e  i 'activiré : KEEL E et col1 . , 1969. 

Glucose 6 phosphate 
déshydrogénase 

Mode opératoire  

L e  meiânge r éx r ionne l  (1 ml) contient : 

&O pmoles râmpon g!ycyl-glycine pH S 
12 pmoles LlgSO,,. 
3 pmoles glucos'e 6 phospnate 
1.5 pmole NxD(P)-. 

exrrüit  
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6 PHOSPHCGLUCCNATE DEHYDRATASE (E.C. 4 - 2 - 1 - 1 2 )  

Activité 

6 Phosphogluconate 2 Céto 3 déoxy 6 P gluconate 
(KDPG) 

Principe de  la mesure de  l'activité : LESSIE e t  c o l l . ,  1972. 

On mesure les ac~ iv i t é s  combinées de certe  enzyme er  de la 2 céro 3 déoxy 6 
phosphog!uconare aldolase. 

G 3  P 

CI P G + K D  P G NADH NAD' 

3 P Gluconate KDPG a1 do1 ase Pyruvate Lactate 
déhydratase Lactate déshydrogénase 

Mode opératoire 

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

Ac t iv i t é  

2 C é t o  3 déoxy 
6 phospho gluconate  

~ l y c é r a l d é h y d e  P y r u v a t e  
3 phosphate 

Pr incipe  d e  l a  mesure  de  l 'ac t iv i té  : LESSIE e t  c o l l . ,  1972. 

On mesure les act iv i tés  combinées de  ce r re  enzyme et de  Ia 6 phospho, ~ I u c ~ n a r e  
dehydratase.  

G3 P 

6 P G  ,J* KD P G .-< NADH 
1 

NAD+ 
6 P G d é h y d r a t a s 2  KDPG a l  do1 a s e  Pyruvate  L a c t a t e  

L a c t a t e  déshydrogénase  

Mode opératoi re  

L e  meiânge r é a c ~ i o n n e l  (1 ml) cortrient : 

prnoles Tris-HC1 pH S , j  
pmoles Smercaptoethanol 
pmole 'IADH 
Pg lacrare  DH 

5 pmoles 6PG 
exrra i r  



A c t i v i t é  

6 Phosphog lucona te  Ribulose 5 phosphate 

P r i n c i p e  de  l a  m e s u r e  d e  l ' a c t iv i t é  : STOWERS et ELKAN,  1953. 

O n  m e s u r e  l a  r é d u c ~ i o n  d e  NADP- à 340 nm. 

NADP+ NADPH 

6 P G 3- Ri bulose 5 P 

6 phosphogl uconate 
déshydrogénase 

Mode o p é r a t o i r e  

L e  mé lange  réacr ionnel  (1 ml) con t i en t  : 

40 pmoles  de  r ampon  glycyl-glycine pH S 
3 pmoles  d e  6 phosphogluconate 

12  pmoles  d e  LlgSO,. 
0.3 p m o l e  de  NADP . 

exrrclir 



Activi té  

Sédoheptulose 
7 phosphate 

CHO 

1 

- C37-L7-? 
& - Erythrose 4 phosphate 

Glycéraldéhyde 3 phosphate 

Fructose 6 phosphate 

Principe d e  la mesure de  l'activité : STOWERS er: E L K A N ,  1953. 

Séaoheptulose 7 P Erythrose 4 P 

NADP+ NADPH 
9 

iransal do1 ase Glucose 6 P Glucose 6 P 
i somérase déshydrogénase ~ Mode opératoire 

Le méisnge réacsionnel (1 ml contient : 

40 pmoles tampon glycyl-glycine 
12 pmoles \lg$O1;. 
0.5 unire C6 P isomérase 
9.5 unité C6 P OH 
0.3 pmoie Y . ~ D P - .  
3 pmoles seaohe?tulose 7 P 
3 pmoles C3 P 

e s t r s i  t 



Act iv i t é  

CHO CHO 

Erythrose 4 X yluiose 5 phosphate Glycéraldéhyde Fruc tose  
phosphate 3 phosphate 6 p h o s p h a t e  

Pr incipe  d e  la  mesure  d e  l 'activité : STOWERS er  ELKAN, 1953. 

Erythrose 4 P Glycéraldéhyde 3 P 

NADPH 

Xylulose 3 P FS P -+ G6 P .a+ 6 P G 

Transcétol ase Glucose 6 P Glucose 6 P 
i somérase déshydrogénase 

Mode opératoi re  

Le mélange réacrionnel (1 ml) conrient  : 

&ri pmoles tampon glycyl-glycine 
12  pmoles  .LlgSO&. 
0.5 uniré Glucose 6 P isomérase 
0.5 unire Glucose 6 P déshydrogénase 
rJ.3 pmole NADP-. 
3 pmoles Eryrhrose 4 P 
3 pmoles Xyluiose 5 P 

ex t ra i r  
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2 CETO-GLUCONATE REDUCTASE 

Act iv i t é  

2 céto-gluconate Gluconate 

Pr incipe  de  la mesure de  l 'ac t iv i té  : KEELE et coll., 1970. 

On mesure  d i rec tement  l ' ac t iv i té  par variat ion d'absorbance à 340 nm du 
coenzyme e n  présence de  2 céto-gluconate  e n  excès, a pH neutre. 

NADPH NADP' 

2 c é t o - g ~ u c o n a t e  \ ' ~ i u c o n a t e  

2 céto-gluconate 
r éduc tase  

Mode opératoire 

L e  mélange réactionnel  cont ient  : 

60 pmoles  tampon phosphate d e  sodium pH 7 
5 pmoles iv1gCI 
0,3 pmoles  NADA H' 

20 pmoles  2 céto-gluconate d e  potassium 
e x t r a i t  
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GLUCONOKINASE (EC 2.7.1.12) 

e- C-  
I 

- C  ATP ADP 
1 

- C  
I 

C- 
I 
r G 

I 
C- C- 

I l 
C H 2 0 H  CH *0-P 

Gluconate 6-phosphogluconate 

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

L a  phosphoryiat ion d e  l ' ac ide  gluconique est couplée  à sa décarboxyla t ion  
oxyda t ive  e n  ribulose-%phosphate. 

ATP ADP NADP+ NADPH 

Glucona te  f 6PG 1 + Ribulose-5-P 

Mode opératoire 

75 pmoles  t a m p o n  Tris-HCL pH 7,65 
20 pmoles  g lucona te  
10 pmoles  ATP 
10 pmoles  MgCl 
3 prnoies NAD$+ 
2 un i t é s  6-PG déshydrogénase 

e x t r a i r  



HEXOSE BIPHOSPHATASE (EC 3.1.3.1 1) 

CH 20-P CH *O-H 
1 1 
C = O  ADP ATP C = O  

F ructose 1,6-diphosphate 

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

L a  r é a c t i o n  e s t  c o u p l é e  à l ' i s o m é r i s a t i o n  du f r u c t o s e - 6 - p h o s p h a t e  e n  
glucose-6-phosphate et à l 'oxydation de  ce dernier  en  6-phospho-gluconate pa r  l a  
glucose-6-phosphate déshydrogénase. 

ADP ATP 

G6P isomérase 
NADPH 

Mode opératoire 

L e  mélange réactionnel  (1 ml) cont ient  : 

40 pmoles  tampon glycyl-glycine, pH 8 
12 pmoles  LlgS04 
3 pmoles  F 1,6 diP 
1 mg N A D P +  
0,5 cinité G6P déshydrogénase 
0,5 unité G6P isomérase  

e x t r a i t  



l 
ENOLASE (EC 4.2.1.1 1) 

Act iv i t é  

I 
H- C-OP r?TP 

1 
C-OP 

Pr incipe  d e  l a  mesure  d e  l ' ac t iv i té  : STOb ERS e t  E L K A N ,  1953. 

L'ac t iv i t é  énolase est couplée à l a  pyruvate kinase. L e  pyruvate  fo rme  est 
rédui t  e n  l a c t a t e  par la l a c t a t e  déshydrogénase. 

ADP ATP ADP ATP 

énolase pyruvate kinase 

N A D  +4 déshydrogénase 

+ 
L a c t a t e  

Mode opératoire 

30 pmoles tampon Tris-HC1, pH 7,5 
0,3 pmole  (tIgSO4 
3 pmoles NADH 
5 pmoles ADP 
0,5 uni té  l a c t a t e  déshydrogénase 
0,5 uni té  pyruvate  kinase 
0,5 pmole  2-P-glycérate-  

e x t r a i t  



GLUCOSE DESHYDRCCEiiASE ( E - C .  1 - 1 - 1 - 4 7 )  

Ac t iv i t é  

C H O  
I 

Glucose 

COOH 
NXDH 1 

Gluconate  

Pr incipe  d e  la mesure  de  l 'act ivi té 

DIPrédui t 

GIc Gluconate 

Glucose déshydrogénase 

DIP = dichlorophénolindophénol 

Mode opéra to i re  

L e  m é l a n g e  r éac t ionne l  (2.G ml) con t i en t  : 

2 ml  t ampon  véronal /âc ide  a c e r i q u e  pH 6,6 
0.1 ml .\4gC!2 
0.95 ml DIP s 5.3  mg/ml / rampon veronal  pH 6.6 
0.1 ml  C N - l j  mm a m e n é  a pH 6  pa r  CHjCOOi-i 
0.05 ml d 'exr ra i r  membrana i r e  
0.1 ml suos t r a r  
t e m p e r a r u r e  36°C 
l e c r u r e  à 600 n m  



A c t i v i t é  

Glucona te  

NAD'- 
I 

NADH C = O  
1 1 - c  

Pr inc ipe  de l a  mesure  de l ' ac t iv i té  

DIP DIPrédui t 

G l  uconate q . 2  céto-gl uconate 

Gluconate déshydrogénase 

Mode o p é r a t o i r e  

L e  mé lange  réacrionnel  (2,. ml) con t i en t  : 

2 ml t ampon  hlalare/NaOH pH 5 , s  0,05 A1 
0.1 ml  .ligC!z. 
0.05 ml  DIP a 0.3 mg/ml tampon véronal  pH 6.6 G . G j  1 1  
0.1 ml C N -  15 m\l  a m e n 6  a pH 6 par CH3COOH 
0.05 ml d 'exrra i r  membrana i re  
0.1 ml subsr rar  3G°C 
t e m p e r a r u r e  30°C 
lecrure  a 600 nm 



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

hydrates de carbone = les perméases 

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

substrats carbonés 

Les  cellules uti l isées pour des  essais d'accumulation sont  obtenues à 

partir  d e s  cul tures  e n  fin d e  phase exponentiel le d e  croissance. 

L a  suspension cellulaire ainsi obtenue est centr i fugée dans des  pots à 
centr i fuger  à 8 000 g durant  20 mn. L e  culot  est lavé dans du TNP, centr i fugé à 
nouveau et repris  par un pe t i t  volume d e  ce même tampon. Son adsorbance est 

mesurée à 620 nm. C e s  di f férentes  manipulations, réalisées s tér i lement ,  p e r m e t t e n t  

d e  conserver les suspensions cellulaires à + 4°C. 

7.2.2. Les produits radiomarqués 

L e s  p r o d u i t s  r a d i o m a r q u é s  u t i l i s é s  s o n t  o b t e n u s  p a r  l e  C e n t r e  

radiochimique Amersham. 

On a utilisé les produits suivants : 

- D-(u-'~c) glucose ; ac t iv i t é  spécifique : 250 mCi/nmole ; 

- rnéthyl ( ~ D - ( u - ' ~ c )  gluco) pyranoside ; ac t iv i t é  spécifique : 279 mCi/nmole ; 
3 - 2-désoxy-D(1- H) glucose ; ac t iv i t é  spécifique : 15 Ci/nmole ; 

14 - D-(U- C )  f ructose  ; ac t iv i t é  spécifique : 286 mCi/nmole. 

Selon la  concentra t ion du subst ra t  utilisé, ces solutions-mères sont soi t  

diluées, soi t  additionnées du subst ra t  froid correspondant. 

7.2.3. Accumulation des substrats carbonés 

Il s 'agit  d e  mesurer,  e n  scintillation liquide, l a  quant i té  d e  subst ra t  

radiomarqué re tenu par les cellules bactér iennes  au cours du temps. 

L a  suspension cellulaire (DO 620 = 1,O ; volume 1 ml) est préincubée à 
30°C pendant 15 mn, avant  l'addition du subst ra t  à la  concentration d e  0,l  mM. L a  

perméat ion est réalisée à 30°C. Les  pré levements  sont d e  0, l  ml. Ils sont f i l t r é s  

immédiatement  sur membranes  en  nitrocellulose d e  0,45 p humides et rincés par  

2 ml d e  TNP + NaCl à 5 % à + 0°C. 



Les membranes sont  séchées  sous lampe infrarouge pendant 30 mn, puis 

déposées dans des  pots à scintillation. On a joute  7,5 ml  d e  liquide scinti l lant  

(Lipoluma) et on compte  le  nombre des  cpm sur le  compteur  à scintillation liquide 

"Beckman". 

Les  résul ta ts  sont exprimés e n  nmoles d e  subst ra t  accumulé par mg d e  

proté ines  to ta les  d e  la suspension cellulaire. 

7.2.4. Efflux d e s  produits  accumulés  

Plusieurs lots d e  cellules (0,l ml) sont préparés à 30°C. Chaque série est 

addit ionnée d'un subst ra t  radiomarqué : soit  1 pCi  de  glucose, soi t  1 pCi d e  

a-méthyl-D-glucoside ou d e  5 pCi d e  2-désoxy-D-glucose et incubée durant d e s  

t e m p s  variables. L'incorporation est s toppée en  fin d'incubation par l'addition d e  

2 ml d e  TNP, additionné du subst ra t  non radioactif respectif ,  à l a  concentra t ion 

finale d e  1 mM. D&S lors, on sui t  l'évolution du marquage intracellulaire en réalisant 

une c inét ique durant  15 mn sur des  échanti l lons de  0,l ml t r a i t é s  c o m m e  pour d e s  

essais d'accumulation. 

7.2.5. Nature  d e s  produits  accumulés  

7.2.5.1. Extraction du matér ie l  accumulé 

Des suspensions cellulaires d e  5 ml  à DO = 1 sont  incubées à 30°C avec  d e s  

concentra t ions  di f férentes  en  glucose et en  a-méthyl-D-glucoside et durant d e s  

t emps  variables. Elles sont ensui te  f i l t rées  à t r avers  des  f i l t r e s  en nitrocelulose d e  

0,45 pm et lavées avec  du TNP. L e s  cellules sont remises e n  suspension dans 10 ml  

d 'eau dist i l lée et por tées  à 100°C durant  10 mn. L e  matér ie l  est centrifugé à 
10 000 g durant  20 mn et le surnageant f i l t r é  à t r avers  des  f i l t res  en  nitrocellulose 

d e  0,22 pm. Il est par la  sui te  évaporé  par évaporateur  rota t i f ,  repr is  par 0 , l  ml  

d'eau dist i l lée et gardé  à - 20°C pour l 'analyse ultérieure. 

7.2.5.2. Analyse par chromatographie sur couche mince 

L e s  ex t ra i t s  sont  chromatographiés sur couche mince e n  gel  de si l ice (20 c m  x 

20 c m  ; 0,2 mm d'épaisseur), durant  2 h. Le  solvant d e  migration est const i tué  

d 'éthanol/butanol/acide a c é t i q u e / e a u / p y r i d i n e  (1 00: 10:3:30: 10). L e s  t é m o i n s  non  

radiomarqués sont  révélés à I'orcinol. Les  témoins radiomarqués (UDP-glucose, 

a-méthyl-glucose et acide  gluconique) ainsi que les produits radioactifs  sont  d é t e c t é s  

e n  découpant  l e  gel  tous les  0,5 c m  et e n  les analysant sur un spec t romèt re  d e  

s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  B e c k m a n ,  a p r è s  a v o i r  a j o u t é  4 m l  d e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  

(Lipoluma). 



7.3. Mesure de l 'act ivité de l a  nitrogénase : con t rô le  de l 'efficience des 

souches de Rhizobium 

L'efficience est l a  quali té d e  l 'association Rhizobium-~égumineuse  qui abouti t  à 
l a  f ixation d 'azote moléculaire, ce c a r a c t è r e  se note  ~ i x + .  L'utilisation d e  la  

réduction d e  l ' acétylène en  é thy lène  est employée pour en  t raduire  son importance. 

7.3.1. Principe  de la méthode  

DILWORTH (1966) et SCHOLLHORN et coll. (1967) o n t  montré que  

l ' a c é t y l è n e  était r é d u i t  e n  é t h y l è n e  p a r  l e  s y s t è m e  d e  l a  n i t r o g é n a s e  c h e z  

Clostridium pasteurianum. 

L a  nitrogénase est l 'enzyme qui ca ta lyse  l a  f ixation d ' azo te  ou l a  

réduction assimilatrice d 'azote.  L a  réact ion peut  ê t r e  schémat isée  d e  la façon 

suivante : 

C e t  enzyme e s t  peu spécifique : e l l e  peut  t ransférer  des é lect rons  aux 

subst ra ts  homologues à l 'azote c o m m e  : C H , NZO, HCN, etc... 2 2 
L a  r é d u c t i o n  d e  l ' a c é t y l è n e  est r é a l i s é e  s u i v a n t  l a  r é a c t i o n  : 

3 C2H2 + 6 e- + 6 H+ - C2H4 
Elle correspond au t rans fe r t  d e  deux é lect rons  par molécule d 'éthylène 

f o r m é e ,  a l o r s  qu ' i l  f a u t  s ix  é l e c t r o n s  pour  r é d u i r e  u n e  m o l é c u l e  d ' a z o t e .  

L a  fixation d'une molécule d ' azo te  est réalisée d e  la  mCme façon que l a  

format ion d e  trois molécules d 'é thylène à par t i r  d'acétylène. A par t i r  de cette 

observation, il devient facile d 'apprécier l ' ac t iv i té  nitrogénase par la  mesure d e  l a  

production d 'éthylène d e  plantules nodulées placées sous a tmosphère  enrichie e n  

acé ty lène  (HARDY et coll., 1968). 

7.3.2. Dosage de l'éthylène 

C e  dosage e s t  e f f e c t u é  sur un chromatographe Intersmat  IGC 112 F L  

selon les  conditions suivantes : 

. gaz  vec teur  : N2 . t empéra tu re  du four  : 50°C 

. t empéra tu re  d'injection : 70°C 

. t empéra tu re  du d é t e c t e u r  : 1 15°C 

. dé tec teur  : à ionisation d e  f l a m m e  



La colonne en a c i e r  inoxydable, d e  2 m d e  longueur et d e  0,31 c m  d e  

d iamèt re ,  est remplie d e  sphérosil XoBo 75. 

7.3.3. Conditions expérimentales 

Quand les  plantules d e  Luzerne sont bien nodulées (4 semaines a p r è s  

 i inoculation), e l les  sont lavées  avec  d e  l'eau distillée, sont mises dans un flacon d e  

150 ml  f e r m é  hermétiquement.  On prélève d'abord à l 'aide d'une seringue à t r a v e r s  

le  bouchon de  caoutchouc 1 7  ml d'air du flacon que  l'on remplace  par 15 ml  

d ' acé ty lène  soit 10 % (v/V) et 2 ml d e  propane dilué 100 fois par l 'air ( témoin 

interne) d e  façon à avoir approximat ivement  1,27 pmoles. Le  flacon est ensu i te  

homogénéisé par agitat ion manuelle. L'incubation se f a i t  à l 'étuve à 30°C. L a  

mesure  d 'acétylène réduit est e f f e c t u é e  à différents  t emps  (0, 3, 6 ,  24 h) par  

injection d e  50 pl dans le  chromatographe en  phase gazeuse,  jusqu'à ce que  l a  

courbe d e  la format ion d 'é thylène a t t e igne  un plateau. 

7.3.4. Calcul de la quantité d'éthylène produite 

La formule  appliquée pour déterminer  la  quan t i t é  d 'éthylène formée d a n s  

le  f lacon e s t  la suivante : 

Hl  (C2 H4) é thylène 
Q = C x K x  

H2 ( C j  Hg) propane 

Q = nombre d e  moles d e  C H produites, 2 4 
C = Nombre d e  moles d e  C H injectées,  

3 8 
K = coeff ic ient  d e  proportionalité é tab l i  à par t i r  d'un mélange e n  

proportions égales  (V/V) de  C 3  Hg et C 2  Hg dans  l'air (dans 
notre  expér ience : 

hauteur  d e  pic C 3  H8 
K = = 1,5 

hauteur  de  pic C 2  H4 

Hl = 
hauteur d e  pic de  C 2  H4 

H2 + hauteur d e  pic d e  C 3  H8 



8. - RECHERCHE ET IDENTIFICATION DES INTERMEDIAIRES METABOLIQUES 

8.1. Principe 

L ' a n a l y s e  p a r  é l e c t r o c h r o m a t o g r a p h i e  e t  a u t o r a d i o g r a p h i e  d ' e x t r a i t s  

cytoplasmiques solubles, préparés à par t i r  d e  cellules bactériennes incubées duran t  

d e s  temps b re f s  en  présence d e  subst ra ts  radiomarqués, pe rmet  d e  m e t t r e  e n  

évidence les  premiers in termédiai res  métaboliques issus d e  ces subst ra ts  et d e  les  

identif ier  par comparaison à une c a r t e  témoin. 

8.2. Techniques d'électrophorèse et de chromatrographie 

8.2.1. Le support 

Nous  a v o n s  c h o i s i  l e  p a p i e r  d e  c e l l u l o s e  ( W h a t m a n n  nO1)  d o n t  l e s  

dimensions correspondent à cel les  des  f i lms KODAK (40 x 32 cm). C e  papier possède 

une t ex tu re  f ine  et se r rée  à écoulement  lent. 

L e  dépôt d e  l 'échantillon se f a i t  à 5 c m  du bord dans l e  sens d e  l a  

longueur et à 6 c m  dans l e  sens d e  l a  largeur.  électrophorèse s e  f a i t  dans un 

appareil  e n  t o i t  type Durum sous 170 volts durant  8 h dans le  tampon d e  MICHL 

(1951). Les  feuil les sont  séchées  sous h o t t e  venti lée puis introduites dans  la cuve  à 
chromatographie descendante  dans le  sens perpendiculaire à celui  de  I 'éiectrophorèse. 

L e  sys tème solvant est celui  d e  WATTEL (1961). On laisse l a  phase infér ieure  

sa tu re r  le papier durant 24 h puis la  phase organique est introduite dans la cuve  et 

migre  le  long d e  la  feuil le durant  10 h. 

8.2.3. ~évé la teurs  chimiques pour la détermination de la position des 

témoins 

L e s  oses neu t res  sont révélés  par I 'oxalate d'aniline (PARTRIDGE, 1949). 

Après passage à 105OC, ils apparaissent sous fo rme  d e  t âche  marron-noir ; il f a u t  

préciser de  plus que dans ces conditions, l 'acide 2 céto-gluconique est coloré  e n  rose  

et le  5 céto-gluconique e n  jaune. 



Le sédoheptulose e s t  révélé  par l e  réactif  d e  KLEVESTRAND et NORDAL 

(1950). 

L e s  acides  aminés  sont révélés  par la  ninhydrine e n  solution à 1 %, d a n s  le 

mélange ac ide  acétique-butanol (11 100, v/v). 

Les  acides  organiques sont  révélés par le  ve r t  d e  bromocrésol dont  la zone  d e  

virage du jaune au bleu se s i tue  d e  pH 3,8 à pH 5,4. On utilise une solution d e  

l ' indicateur à 0,I % dans l 'éthanol à 95'. 

8.3. Conditions expérimentales : recherche des métabolites intermédiaires 

8.3.1. préparation des extraits 

R. meiiioti est cul t ivé  sur milieu RHBl additionné d e  glucose ou d e  

f ruc tose  à raison d e  10 g/l. En fin de  phase exponentielle, les  cellules bactér iennes  

son t  récupérées  par centr i fugat ion à 8 500 g durant 15 mn. Lavées  deux fois par  l e  

TNP, e l les  sont remises en  suspension dans  ce tampon d e  façon à obtenir  une DO 

620 = 7,5. 

A 2,5 ml de  cette suspension, on ajoute 0,5 ml d'une solution d e  subs t ra t  

ca rboné  à 2 mg/ml plus les t r a c e u r s  correspondants marqués uniformément au I 4 c .  

L e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  du g l u c o s e  et uL4c f r u c t o s e  s o n t  c e l l e s  d é c r i t e s  

précédemment  dans les é tudes  d e  mécanismes d e  transport .  Le  gluconate U14C 

14 uti l isé a les  caractér is t iques  suivantes : il est préparé  à par t i r  d e  D(U C )  a c i d e  

gluconique, ac t iv i t é  spécifique 260 mCi/mmole. 

L e  t emps  d'incorporation est d e  10 mn. L'addit ion d e  12 ml  d 'éthanol à 
95", por tés  au préalable à l a  t e m p é r a t u r e  d e  45"C, p e r m e t  l ' a r rê t  d e  la  réaction. L a  

suspension ainsi t r a i t é e  est laissée 1 h au bain-marie à 45"C, puis e l le  est 

cen t r i fugée  à 8 500 g durant  15 mn. L e  surnageant est concentré  jusqu'à un volume 

m i n i m u m  à l ' é v a p o r a t e u r  r o t a t i f  s o u s  v ide  pour  ê t r e  d é p o s é  s u r  l e  p a p i e r  

d'électrochromatogramme. 

8.3.2. Analyse wtoradiographique 

~ ' é 1 e c t r o c h r o m a t o g r a m m e  est séché sous h o t t e  ventilée. Chacune d e  ses 

f a c e s  est garnie d'un film KODAK, l 'ensemble e s t  p lacé  e n t r e  deux plaques de  v e r r e  

sous presse à l 'obscurité à 20-25°C. L e  premier f i lm est révélé  après  7 jours d e  

con tac t ,  le  2ème film après  14 jours. L e s  spots observés sont comparés  à ceux d e  l a  

c a r t e  d e s  témoins révélés chimiquement.  



9- - IDENTIFICATION DU PRODUIT ACIDE 

9.1. F abrication de dérivés 2-4-dinitrophény lhydra~nes 

Nous  a v o n s  u t i l i s é  l a  2-4-dini t rophénylhydrazine e n  s o l u t i o n  d a n s  l ' a c i d e  

chlorhydrique pour la  condensation à froid avec  no t re  échanti l lon selon l a  méthode 

d e  SELIGSON et SHAPIRO (1952). 

9.2. Formation de dérivés quinoxaiinols 

Nous avons utilisé la  méthode d e  LANNING et COHEN (1951) pour l a  

détect ion et le dosage des acides  2 céto-hexoniques. 

L e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  d e  I ' o r t h o p h é n y l è n e  d i a m i n e  et d e s  d é r i v é s  

quinoxalinols sont vérif iés sur spectrophotomètre  UV Unicam SP800 à déf i lement  

automat ique des longueurs d'onde. 

10. - METHODES DE DOSAGE 

10.1. Dosage des oses neutres 

Lors du calcul des  rendements  moléculaires d e  croissance de  R. meliloti e n  

présence d e  di f férents  oses neutres,  le dosage d e  ces derniers e s t  e f f e c t u é  dans les  

surnageants  par la méthode à I'orcinol sulfurique (MONTREUIL et SPIK, 1963). 

10.2. Dosage enzymatique du glucose 

11 est e f f e c t u é  p a r  l a  g l u c o s e  o x y d a s e  s e l o n  l e s  p r i n c i p e s  é n o n c é s  p a r  

BERGMEYER et BERNT (1963) : 

Glucose + O2 + H2° 
glucose oxydase gluconate  + HZOZ 

H Z 0 2  + o r t h o d i a n i s i d i n e  ( c h r o m o g è n e )  peroxydase c h r o m o p h o r e  b r u n  



10.3. Dosage de l'acide 2 ch-gluconique 

L a  méthode d e  WURTZ et JEHL (1957) modifié par BRISOU (1964) a été 
employée. Toutes l e s  valeurs annoncées sont  corr igées  d e  l ' interférence due a u  

glucose. 

10.4. Dosage des exopolysaccharides 

L e s  exopolysaccharides sont dosés : 

- soit  par voie chimique : les  surnageants d e  milieux d e  cul ture  centr i fugés  son t  

dialysés con t re  l 'eau dist i l lée pendant 48 h à 4OC. L'adialysable, r enfe rmant  l e s  

polysaccharides solubles, est dosé par l'orcinol sulfurique (MONTREUIL et SPIK, 

1963) ; 

- soi t  par voie radiochimique : lors d e  l ' é tude du bilan respiratoire e n  présence 

d'oses radiomarqués, les exopolysaccharides sont récupérés  par f i l t ra t ion sur g e l  

et dosés en  scintillation liquide (COURTOIS et coll., 1 9 8 2 ~ ) .  

10.5. Dosage des protéines 

Il est e f f e c t u é  par la  méthode d e  LOWRY et coll. (1951). L a  sérumalbumine 

bovine est utilisée comme standard. 



R E S U L T A T S  E T  n C U S S I O N  



1. - ETUDE PRELIMINAIRE 



1. - ETUDE PRELIMINAIRE 

1 Introduction 

Une é t u d e  préliminaire e n  microscopie électronique d e  Rhizobium meliioti  e n  

symbiose a v e c  l a  Luzerne (Medicago sat iva)  nous a permis d e  visualiser a v e c  

précision le  devenir d e s  cellules bactér iennes  dans les  t issus nodulaires végétaux. 

L e s  di f férentes  é t a p e s  d e  l a  transformation d e  ces cellules e n  bactéroïdes a u  

s e i n  d u  t i s s u  v é g é t a l  s o n t  e n c o r e  m a l  c o n n u e s  et s o n t  jusqu 'a lo r s  r e s t é e s  

descriptives. On ne sait rien d e  la  régulation des gènes qui gouvernent cette 

différenciation cellulaire et peu d e  variat ions métaboliques qui l 'accompagnent. 

1.2. Observations 

Les  nodules sont  fixés, déshydratés  et inclus dans l 'araldite. L e s  coupes son t  

colorées sur grille et observées au microscope électronique. 

L a  zone nodulaire II définie par MOSSE (1964) correspond à la  zone d'infection 

d e s  cellules végéta les  par les bactéroides. Dans cette région (fig. 8) on rencontre  : 

- des  cordons infectieux qui cheminent  dans le tissu nodulaire et qui  assurent l a  

dissémination des  cellules bactér iennes  dans  le cytopiasme d e  la  plante. Sur n o t r e  

photo, l a  position du cordon est centrale.  Il t r averse  le cytoplasme cellulaire d e  p a r t  

e n  part ,  enveloppé par une membrane  d'origine végétale. Il apparaî t  formé d e  

mucilage dans lequel sont noyées les bac té r ies  ; celles-ci sont parfois entourées  

d'une auréole  c la i re  vraisemblablement due  à un a r t e f a c t  d e  fixation. Leur  s t ruc tu re  

est diffici le à préciser,  ca r  les images d e  cette région sont  dél ica tes  à in te rp ré te r  

e n  raison d e  l 'accumulation du mucilage qui gêne  l'observation. 1; semble  cependant  

qu'elles contiennent,  comme l e s  cellules e n  cul ture  libre, d e  nombreux granules 

d 'acide 6-polyhydroxybutyrate (VINCENT et coll., 1962) ; 

- d e s  bactér ies  entourées a p r è s  leur libération dans le  cytoplasme végétal, d 'une 

cy tomembrane  d e  séquestration. Quelques cellules semblent encore  se diviser (fig. 

91, mais l a  plupart d 'ent re  e l l e s  s 'élargissent et passent d e  la  f o r m e  coccoïde ou 

bacillaire cour te  (1 p) à des f o r m e s  plus allongées. Les  grains d 'ac ide  fi-polyhy- 

d r o x y b u t y r a t e  o n t  d i sparu ,  ce q u i  s u p p o s e  d e s  m o d i f i c a t i o n s  i m p o r t a n t e s  d u  

métabolisme. L'ADN, t rès  localisé en  un à t ro is  nucléoîdes, se disperse dans 

c e r t a i n e s  c e l l u l e s  {fig. 10) ; l e  c y t o p l a s m e  r e s t e  t r è s  r i c h e  e n  r i b o s o m e s  ; 

- d e s  fo rmes  bactériennes anormales  dont la  tai l le est t r è s  supérieure à ce l l e  

d e s  cellules e n  cu l tu re  libre (5 à 6 p d e  long). Elles on t  un aspect  boursoufflé et 



Fig.8,9,K),I 1,12,14Co10fltion au citrate de plomb. - M8.13: Coloration i i'acide pdriodique + thio- 
semicarbaride + protlineite d ' m t .  

 FI^. 8 - a m  nodulaire ïï. Lus bfctikks (b) contenant des grains d'acide polyhydroxybutyrique (flécht) 
progmmmt âana le daru nodulaire par I'intamçdiaire d'un cordon infectieux mucilagineux (CI). Ellu 
sont ensuite libtrdcs dans le cytoplasme des a i l d a  vtgétda (CV) ; N, noyau de la collule vt&talc ; 
V, vacuole (O x 6 300). 

Fig. 9 - ZonG intcrmtdiairc m t n  ka zows II et III dCAnies par Mo~K. LCS bactMa grossissent, certaines 
d'entre cllu peuvent encore se diviser (ikhe) ; MP, membrane pectocellulodque de la cellule vtgétale ; 
m. méat intercelluiairc ; P, plasmodesme (O x 6 100). 

rig. )O,I 1 - La forme &ntrale &E bactéries dcvknt t* tourmentée. L a  cellules se recroquevilknt dans 
! i'espace limité par la cytomembmm de sCqucstration (CS). PrGKna de allules i ADN disped 

(f&chc) et de ecllulii contenant da corps granubt (CO) (Mg. 3 : O X 14 rlOO ; Fig. 4 : O x 40 



recroquevillé (fig. 11). L a  coupe longitudinale donne des images  t r è s  tourmentées  

a v e c  présence d e  replis internes. Il apparaî t  a lors  des  corps  granuleux dont nous 

n'avons pu définir la  nature  et que  nous supposons ê t r e  d e s  amas  ribosomaux. 

Dans la  zone III définie par MOSSE (1964), on observe l e s  cellules bactériennes 

to ta lement  t ransformées  e n  bactéroides. On y cons ta te  l a  présence d e  membranes  

internes, à la  fois dans les  plans d e  coupe longitudinaux et transversaux (fig. 14). 

Très  cour tes  d'abord (fig. 121, ces s t ructures  se développent parallèlement à l a  

membrane cytoplasmique bactér ienne avec  laquelle el les ne  semblent pas  avoir d e  

contact .  Elles peuvent se dédoubler plusieurs fois (fig. 13 et 14). Elles r e s t e n t  

toujours à l a  périphérie d e  la cellule et en  format ions  parallèles. 

1.3. Discussion 

Nos observations p e r m e t t e n t  d e  m e t t r e  e n  évidence que le  processus d e  

nodulation d e  l a  Luzerne par R. meli loti  est commun à celui  décr i t  pour les a u t r e s  

~ é g u m i n e u s e s  : on re t rouve les d i f fé ren tes  é t a p e s  d e  maturat ion du nodule décr i t e s  

p a r  MOSSE (1964).  P a r  a i l l e u r s ,  nous  d é c r i v o n s  deux t y p e s  d e  m e m b r a n e s  

surnuméraires dans les bactéroides  observés : 

- d ' u n e  p a r t ,  d e s  i n v a g i n a t i o n s  d e s  s t r u c t u r e s  e x t r ê m e s  d e  l a  b a c t é r i e  ; 

- d ' a u t r e  p a r t ,  d e s  m e m b r a n e s  i n t r a c y t o p l a s m i q u e s  p a r a l l è l e s  à l a  m e m b r a n e  

bactérienne.  

L e  premier type d e  s t ruc tu res  n'est pas d e  même na tu re  que l e  mésosome, 

puisque const i tué  à la  fo is  de  la paroi  et d e  la  membrane cellulaire. Il pourrait ê t r e  

l e  t é m o i n ,  s o i t  d e  d iv i s ions  a b o r t i v e s ,  t e l l e s  qu 'on  l e s  r e n c o n t r e  c h e z  l e s  

sphéroplastes d1Escherichia coli (GUILLAUME et coll., 1958) et provoquées par une 

i n h i b i t i o n  d e  l a  s y n t h è s e  d e  l a  pa ro i ,  s o i t  d ' u n  e m p ê c h e m e n t  phys ique  a u  

développement d e  la  cellule dont  l'espace vital  est l imi té  é t ro i t ement  par l a  

membrane d e  séquestration d'origine végétale. Quelle que soit l 'hypothèse envisagée, 

l a  paroi bactér ienne est devenue plastique par un mécanisme inconnu. 

Nous avons obtenu a u  Laboratoire après mutagénèse à la N-méthyl-N'-Nitro-N-Nitro- 

s o g u a n i d i n e  un m u t a n t  c a p a b l e  d e  d é v e l o p p e r  i n  v i t r o  u n e  morpholog ie  t y p e  

bactéroide  dans des  conditions d e  cu l tu re  part iculières : milieu à l 'extrait  de  levure, 

enrichi  e n  gluconate d e  potassium. C e  mutant  a gardé ses  propriétés symbiotiques, 

son contenu plasmidique ne  semble pas modifié, ni l a  composition de  ses  structui-es 

p a r i é t a l e s  (MROZ e t  coll. ,  1 9 8 4 a  et 1984b).  L a  p l a s t i c i t é  d e  sa p a r o i  est 

d i rec tement  l iée sans qu'on en connaisse le mécanisme à ia  composition du milieu 

sur lequel il se développe. 
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Fig. 12 - Zone nodulaira Il1 dite zone a rouga a. Mnbnco de mambRmo intmm (deChe) dans les 
bacter01da (0 x 40 090). 

Fig. 13 - Accentuation de Ir cytomembrogc de sdquortrati artifice de coloration. Wsence 
de m~mbrana intama (tl(#&el se d8vsloppoint sur tmis 31 -1. 

Fig. 14 - Gbnttalisation du ddveIoppamcnt des mbtcuter intumes sumwn6roires (Béche) paralléiement 
aux struftum externes der bact&01[dcr (G x 40 000). 



Le second type  de  s t ruc tu res  in ternes  e s t  présent  dans la  zone nodulaire III où 

s'accumule, e n t r e  la  membrane de  séquestration et la  paroi, la  leghémoglobine 

(TRUCHET, 1972). La  présence dans cette région d'un sys tème  membranaire,  

d i f férent  de  celui  que nous décrivons pour R. meliloti,  a été signalée par DART et 

MERCER (1963) dans  les bactéroides  des  nodules d e  Trèf le  (Trifolium subterraneum). 

Pour la  Luzerne,  nous avons toujours rencontré  un sys tème  d e  membranes  

l inéaires se développant à l a  périphérie des  bactéroïdes  et s i tué  dans l e  cytoplasme 

bactérien. II est in téressant  d e  noter que ce m ê m e  type d e  format ions  a été observé 

c h e z  d 'autres micro-organismes unicellulaires. II est signalé régulièrement chez  les 

bactér ies  du méthane  (DAVIES et WHITTENBURY, 1970 ; RIBBONS et coll., 1970 ; 

SMITH et RIBBONS, 1970), chez ce r ta ines  bactér ies  photosynthétiques (TRÜPER, 

1968 ; HUSSAIN QUADRI et HOARE, 1968) et chez  les Algues bleues (WILDON et 

MERCER, 1963). Quoique ces espèces soient t r è s  différentes,  e l les  possèdent un 

point commun : l 'utilisation des  gaz. 

Or, notre  sys tème  n'apparaît  que dans la  zone "rouge" du nodule et jamais dans 

les  a u t r e s  zones, ni dans les  cellules e n  cul ture  libre. On est alors en  droit  d e  

penser qu'il représente  peut-être le support  d'une chaîne d'oxydations cellulaires 

part iculière,  adap tée  à la  f ixation de  l ' azote  atmosphérique. 

1 4  Conclusion 

L o r s  d e  l ' i n f e c t i o n  d e  l a  p l a n t e ,  R h i z o b i u m  s u b i t  d o n c  d ' i m p o r t a n t e s  

modifications morphologiques dues d'une par t  à l 'acquisition d'une ce r ta ine  plas t ic i té  

par la paroi et d ' au t re  p a r t  à la  mise e n  place d e  membranes surnuméraires lors d e  

l a  maturat ion d e  l a  cellule bactérienne e n  bactéroïde. 

Dans c e s  conditions, nous avons vu dans l'Introduction que Rhizobium subit aussi  

d ' importantes modifications métaboliques dues : 

- à une nouvelle a l imentat ion carbonée fournie par la plante et a l imentant  son 

m é t a b o l i s m e  é n e r g é t i q u e  et i n t e r m é d i a i r e  ( I n t r o d u c t i o n  : 3.3.2 et 3.3.3.) ; 

- à une l imitation d e  l a  pression part iel le en  oxygène par l a  leghémoglobine et 

obligeant ses  chaînes d'oxydations cellulaires à fonctionner dans des  conditions 

di f férentes  (Introduction : 2.2.4.1) ; 

- à la  mise e n  place  et au fonctionnement du complexe nitrogénasique modifiant  

sa nutrition a z o t é e  (Introduction : 2.2.1) et l'équilibre de  ses  besoins énergét iques  

(Introduction : 2.2.4.2). 

Afin d e  pouvoir mieux comprendre l ' importance d e  c e s  modifications lors d e  la  

symbiose, il est nécessaire d e  mieux connaî t re  le métabolisme d e s  cellules libres et 

e n  part iculier  leur nutri t ion carbonée, base du fonctionnement du métabol isme 

énergét ique chez  Rhizobium. 
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2. - LA VOIE DE L'ACIDE 2 CETeGLUCONIQUE 

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

2.1.1. Croissance d e  la souche M5N 1 de  Rhizobium meliioti 

Nous  a v o n s  r é a l i s é  l ' é t u d e  d e  l ' u t i l i s a t i o n  d e  n o m b r e u x  s u b s t r a t s  

énergét iques  carbonés simples par  des  cellules placées e n  di f férentes  conditions d e  

croissance. 

2.1.1.1. Sur milieu gélosé 

En croissance sur milieu gélosé, Rhizobium meliloti, souche M5N1 isolée d e  

nodules d e  luzerne a u  laboratoire,  fo rme  des  colonies plus ou moins muqueuses en 

fonction d e  la nature d e  la source  d e  carbone du milieu (tab. 6). C e t  aspec t  e s t  dû à 
l 'excrétion d'exopolysaccharides par les ceilules bactér iennes  (COURTOIS et coll., 

1975). 

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

Très peu muqueuses Légèrement  muqueuses Très muqueuses 

Amidon Inositol Galactose  

Arabinose Mannose Lactose  

Cellobiose Pyruva te  Maltose 

Dulcitol Raf f inose Saccharose  

Glucose Succ ina te  

Glu ta ra te  X ylose 

G lvcoyène 

Adonitol 

F ruc tose  

Gluconate 

Mannitol 

Ribose 

Sorbitol 

Tableau 6 - Aspects  d e s  colonies  d'une souche d e  Rhizobium mel i lo t i  (M5N 1) 
cultivée sur milieu RC solide a d d i t i o n s  de  différentes sources d e  
carbone à raison d e  10 g / l  et incubé à 30°C duran t  5 jours. 



L ' e n s e m b l e  d e s  s u b s t r a t s  est c l a s s é  e n  t r o i s  g r o u p e s  e n  f o n c t i o n  d e  l a  

production apparen te  de polysaccharides par les colonies. Il f au t  noter  que  le  

glucose q u e  l'on re t rouve c o m m e  consti tuant à 80 % d e  la  s t ruc tu re  primaire d e  ces 

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

2.1.1.2. Sur milieu liquide 

On peut  f a i r e  les  m ê m e s  observations à propos d e  la  viscosité des  milieux 

liquides l iée à l a  production d e  polysaccharides. A t i t r e  d'exemple, nous rapportons 

dans le  tableau 7 l a  croissance d e  notre  souche e n  milieu R C  liquide additionné de 

glucose, d e  galactose,  de  f ruc tose  ou d e  mannitol à raison de  10 g/l  ; nous indiquons 

la valeur du pH lue en fin d e  croissance et la  quant i té  de  polysaccharides 

accumulée. 

Temps d e  cul ture  Glucose Galactose  Fruc tose  Mannitol 

Polysaccharides 
165 h (pg/ml) 850 840 2 300 2 O00 

PH 4,5 476 7,4 679 

Tableau 7 - Culture de la souche M5Nl de R. meliloti sur milieu RC liquide 
additionné de substrats carbonés à raison de 10 g/l. 

On cons ta te  q u e  la densi té  des  cellules e s t  semblable quel que soi t  le subs t ra t  

utilisé, par  con t re  l a  quant i té  d e  polysaccharides accumulée  var ie  ainsi que l e  pH. 

Lorsque l e  pH r e s t e  voisin d e  la neutrali té,  il s 'accumule presque t ro i s  fois plus 

d'exopolysaccharides. C e t t e  observation a été à la base  d'une é tude  complète  d e s  

conditions d e  synthèse des exopolysaccharides menée en  collaboration avec B. 

COURTOIS et rappor tée  dans  d e  nombreuses publications (COURTOIS et coll., 1975, 

1979, 1982 a et b, 1983 ; HORNE2 et coll., 1976, 1982 ; THEODOROPOULOS, 

1985). 

2.1.2. Effets de la nature des substrats carbonés 

2.1.2.1. S u r  l a  m o d i f i c a t i o n  du pH d e s  m i l i e u x  d e  c u l t u r e  

C e t t e  modification du pH peut se fa i re  de  façon t r è s  variable à partir  d e  

subst ra ts  carbonés d e  s t ruc tu re  t r ès  voisine (tab. 8). 



Temps Glucose Mannose F ructose Mannitol 
e n  heures 

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

Ceci  nous amène  à classer les substances hydrocarbonées par rapport  à la  

souche M5N1 e n  deux catégor ies  : 

- cel les  dont l 'utilisation s 'accompagne d'une f o r t e  baisse d e  pH et qui donnent  

e n  fin d e  manipulation des  cul tures  denses et limpides ; 

- cel les  dont  l'utilisation s 'accompagne d'un maintien du pl3 aux environs d e  la 

neutra l i té  et qui donnent e n  fin d e  manipulation des cul tures  denses et d e  

viscosité impor tan te  (tab. 8). 

2.1.2.2. Sur l e  rendement  molécuiaire d e  croissance 

C e s  phénomènes ne modifient  pas sys témat iquement  le rendement  moléculaire 

Y d e  croissance d e  l a  souche. (Rapport d e  la biomasse obtenue expr imée e n  g d e  

mat iè res  sèches  sur le  nombre d e  moles d e  subst ra t  énergétique consommé dans  ces 

conditions) (tab. 9). 



Substra t  Poids sec d e  Substra t  Rendement  
c a r  bon6 cellules e n  uti l isé e n  moléculaire 

811 mole/l obtenu = Y 

Glucose 0,605 1,44 . 1 0 - ~  4 2 

Fructose  0,638 1,55 . 1 0 - ~  4 1 

Saccharose 0,230 0,73 . 1 0 - ~  3 1 

Lactose  0,2 1 O 0,694.10'~ 30 
- - -- -- - 

Galactose  0,372 0,944.10-2 39 

Tableau 9 - Calcul du rendement moléculaire de croissance de Rhizobium meliloti 
(M5Nl) à partir d e  différents substrats carbonés uti l isés dans la 
préparation d e  milieu synthétique. Temps d'incubation : 40 h à 
30°C. 

On cons ta te  que ia croissance d e  la souche est supérieure à partir  des  

m o n o s a c c h a r i d e s  à c e l l e  o b t e n u e  à p a r t i r  d e s  d i s s a c h a r i d e s .  L e s  r e n d e m e n t s  

énergét iques  du glucose, du f ructose  et du galactose  sont t r è s  voisins et on peut  

penser qu'ils sont dégradés par la  (ou les) mêmets) voiets) catabolique(s). Mais l e  

galactose  est utilisé à une vi tesse  moindre. 

C e t t e  identi té,  pour no t re  souche, des  rendements  moléculaires d e  croissance 

calculés à par t i r  d e  l 'utilisation du glucose ou du f ruc tose  nous a amené à étudier le  

phénomène d'acidification e n  absence d e  développement des cellules. 

2.1.2.3. Sur l a  modification du pH d e s  milieux d e  non prolifération 

- Survie des cellules non proliférantes 

Les cellules sont  préparées  par cu l tu re  de  la  souche M5Nl sur milieu R C  

additionné d e  glucose à raison d e  10 g/l, en  agi ta t ion rotative,  à 30°C durant  16 h. 

C e  t emps  d'incubation est choisi d e  façon à avoir dans  ces conditions des  cellules e n  

f in  d e  phase exponentielle d e  croissance. Centr i fugées  à 8 500 g durant 15 mn, e l l e s  

sont  lavées  deux fois dans le TNP et remises  en  suspension dans  ce m ê m e  tampon 

d e  façon à obtenir  une = 10,O. Conservées dans ces conditions à A 4OC, on 

peut contrôler  régulièrement leur survie par numération à d e s  temps variables (tab. 

1 O). 



Temps d e  stockage Nombre d e  ge rmes  
e n  heures viables par ml 

Tableau 10 - Evolution de  la viabilité des cellules de R. meliloti M5Nl conservées 
à = 10,O dans le  TNP à + 4OC. 

(Les résul ta ts  des  numérations sont des  moyennes de  t ro i s  manipula- 
tions). 

Aucune lyse significative n 'est  observée durant  plus d'une semaine d e  stockage. 

Avant leur utilisation, les cellules sont lavées dans le TNP et les suspensions sont  

diluées jusqu'à une concentration adéquate  pour la manipulation. 

C e t t e  rés is tance part iculière d e  R. meliloti comparée  à la durée  de  survie 

l imitée,  dans ces conditions, d e  nombreux a u t r e s  genres microbiens nous pe rmet  

d ' u t i l i s e r  d e s  l o t s  d e  ce l l l l l e s  v i g o u r e u s e m e n t  i d e n t i q u e s  pour  d e  n o m b r e u s e s  

manipulations. 

- Incubation en  présence d'oses neutres 

Nous avons suivi l'évolution du pH de  suspensions cellulaires à = 1,O sur 

le  milieu d e  non prolifération soit  e n  présence de glucose (10 g/l), soi t  d e  f ruc tose  

dans  la m ê m e  concentra t ion (tab. 11). Dans ces conditions, les  cellules, incapables 

seules d e  réduire l ' azote  atmosphérique,  respirent mais ne peuvent e n  aucun cas se 

diviser. 

Temps d'incubation Glucose Fruc tose  
en  heures 

Tableau I l  - Evolution du pH lors de  l'incubation d e  suspensions non proliférantes 
de  R. meliloti M5N1 à 30°C en agitation rotative, à = 1,O en 
présence de  glucose ou de  fructose à raison de  10 g/l. 



On vérifie par ailleurs qu'il n'y a pas  non plus lyse durant  c e s  200 h 

d'incubation : 
9 9 - temps O, sur glucose : 1, l  x 10 bactér ies /ml  ; sur f ructose  : 1,15 x 10 bac té -  

r ies/ml ; 9 9 - t emps  200 h, sur glucose : 1 x 10 bactéries/ml ; sur f ructose  : 1.10 bactér ies /  
ml. 

Que  ce soit e n  suspension dense dans le TNP à + 4°C ou à concentra t ion 

moyenne dans le MNP à + 30°C, la survie d e  R, meliloti est t o t a l e  durant  au moins 

En présence d e  fructose,  le  pH r e s t e  s table  ; e n  présence d e  glucose il déc ro î t  

régulièrement.  C e  phénomène d'acidification est plus rapide en  non prolifération 

qu'en cul ture  : peut-ê t re  est-ce dû à la  densité cellulaire au t emps  zéro plus 

importante  dans le premier cas que dans l 'autre. 

C e t t e  acidification n'est donc pas l iée a u  développement microbien et à l a  

multiplication cellulaire mais résulte d e  l'utilisation du glucose indépendamment d e  

la source d'azote. Elle n 'apparaî t  jamais en  présence d e  fructose.  

2.1.3. Extension à l'ensemble de l'espèce 

C e t t e  p r o p r i é t é  m é t a b o l i q u e  p a r t i c u l i è r e  d e  n o t r e  s o u c h e  M5N 1 d e  

Rhizobium rneliloti a été comparée  avec  cel le  d 'aut res  espèces  de  Rhizobium a 

croissance rapide (tab. 12) ou a v e c  d 'autres  souches d e  la même espèce (tab. 13). L e  

modèle expér imental  choisi est celui  des  bactér ies  non proliférantes e n  suspension 

dans des  MNP additionnés d e  glucose ou de fructose.  

Origine 

Fructose Glucose 

Polyosides I'olyosides 
Souche PH ~rg/ml PH %g,'rnl 

R. legurninosarurn 
CST (Lille 1) LZS 7.1 1 O05 6,9 711 
C'ST (Lille 1) L3S 7.2 961 7 , l  263 
LST (Lille 1) L4S 7,1 1 007 7.1 YT2 
CST (Lille 1) L21S 7.2 726 7,2 472 

R. phaseoii 
CST (Lille 1) P1S 7.15 308 7.1 459 
LST (Lille 1) P i s  7.0 257 7.0 .i.iR 
LST (Lille 1) . P l l S  7.0 442) 7,0 1011  
CST (Lille 1) P12S 7.1 ri4 1 7. O Ci42 

It. lri{t~lii 
CST (Lille 1) TSS 7.0 467 6.9 721 
CST (Lille 1) T7S 7.1 310 7.0 X t ï l  
L'ST (Lille 1) T?iS 7.1) 730 7.0 365 
CST (Lille 1) T95S 7.0 Y42 7.U 744 

- --- - y 

Incubatioii penclaiit 100 h à 300 C. 

Tableau 12 - Audification et production dlexopolyosides par 12 souches de Rhizobium 
à croissance rapide, placées en conditions de non prolifération, en 
présence de fructose ou de glucose. 



Origine 

Fructose Glucose 

Poiyosides Polyosides 
Souche PH wg/ml pH +g/nd 

J. D6narié (Versailles) 
Hollande (Kampen) 
Tunisie 
F. Pichinoty, CIAT 
CSIRO 
Hollande (Karnpen) 
France (Dijon) 
UST (Liiie 1) 
UST (Lille 1) 
UST (Lille 1) 
UST (Liiie 1) 
F. Pichinotv, CIAT 
RIO (canada) 
Belgique (Gembloux) 
F. Pichinoty, RCR 
F. Pichinoty, RCR 
F. Pichinoty, RCR 
UWX 
UIV-a 
Tunisie 
RCR 
RCR 
M. Obaton (Dijon) 
C'ST (Lille 1) 
UST (Lille I) 
CST (Lille 1) 
UST (Lille 1) 

Fm 1 
M5S 
Y l l S  
M13S 
Yl4S 
21 (*) 
12 
1x1-5 (*) 
2001 
2003 
2004 
Wu 198 
Wu 199 
Ar 16 
2011 S., 
2011 fi 

Incubation pendant 100 h 2i 300 C. 
(*) Ces souches n'ont pas le profll d'acidiftcation des souches types. 

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

Les propriétés métaboliques observées sur la  souche M5Nl d e  Rhizobium 

meliloti ne s e  re t rouvent  pas  sur les  autres .  e spèces  à croissance rapide mais 

pra t iquement  sur l a  t o t a l i t é  des  souches d e  l a  m ê m e  espèce.  C e t t e  p ropr ié té  

d ' a c i d i f i c a t i o n  e n  p r é s e n c e  d e  g l u c o s e  . d e v i e n t  un c r i t è r e  u t i l i s a b l e  p o u r  l a  

classif ication d e  tou tes  l e s  souches représentantes  du groupe d'inoculation d e  la  

Luzerne : Rhizobium meiiloti. 

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  

sys tèmes  cellulaires non proliférants comparés  aux cul tures  sur milieu complet .  La  

l ibération d e  produits acides y est donc plus rapide, vraisemblablement à cause  d e  la  

densi té  impor tan te  d e  cellules dès  le  début  d'incubation. Nous choisissons donc ce 

modèle expér imental  pour fabriquer en  quant i té  impor tan te  les ac ides  issus d e  la  

dégradat ion du glucose. 



2.2.1.1. Préparation et purification d e  la  f ract ion acide  

L'incubation à 30°C d e  Rhizobium rneliloti, cul t ivé  préalablement sur milieu RC 
9 plus glucose et remis  e n  suspension à l a  concentra t ion d e  3.10 bactér ies /ml  dans un 

tampon d e  non prolifération additionné d e  10 g/ l  d e  glucose, pe rmet  après  116 h 

d 'agitat ion d 'at teindre un pH d'une valeur de  3,9. 

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

surnageant  limpide cont ient  alors en  solution : 

- les composants du tampon d e  non prolifération (KH2P04 et MgS04, 7H20),  

- le  polysaccharide synthétisé aux dépens d e  l a  source d e  carbone en  début  

d'incubation avan t  que  le pH ne devienne t rop bas, 

- l e  glucose e n  excès, 

- les  produits d e  catabol isme dont la  f ract ion acide. 

L a  p u r i f i c a t i o n  d e  l a  f r a c t i o n  a c i d e  a été r é a l i s é e  p a r  é l i m i n a t i o n  du 

polysaccharide (relargage par l 'éthanol e n  présence d ' acé ta te  d e  sodium) et des se ls  

d e  p h o s p h o r e  et d e  m a g n é s i u m  ( p r é c i p i t a t i o n  s o u s  l a  f o r m e  d e  p h o s p h a t e s  

ammoniacaux magnésiens). Nous avons vérif ié que c e s  t r a i t ements  n 'entraînaient pas  

d e  p e r t e  d e  produits ac ides  (HORNEZ, 1976). 

Nous obtenons f inalement  une solution purifiée ne contenant  plus que  le  glucose 

e n  excès  et les produits d e  catabolisme. 

2.2.1.2. Identification d e  l a  f ract ion acide  

L'emploi des  techniques d e  séparation électrophorétique et chromatographique 

des  composés d e  cette solution montre qu'elle n e  cont ient  qu'un seul produit ac ide  

dont  le compor tement  comparé  à d e  nombreux acides  organiques du métabolisme 

intermédiai re  est identique à celui  des  acides a-cétoniques  et e n  part iculier  ce lui  

d e  l 'acide 2 céto-gluconique (tab. 14 et 15). 



Tampons de migration 

Substra ts  . Pyridine . Borate d e  sodium . Véronal d e  sodium . Acide acét ique . Chlorure de calcium . EDTA sodique . Eau . Eau . Eau 
pH 3,9 - 15 h pH 9,2 - 7,5 h pH 8,6 - 6 h 

Pyruvique 1 

2 cé to -  
gluconique 0,66 

5 cé to -  
gluconique 0,60 

Glucose 0,28 

Frac t ion  
a c i d e  0,66 

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

Sys tèmes  solvants 

1 Butanol 2 Butanol 3 Propanol 4 Ethanol 
Substra ts  Acide acét ique Acide formique ~ é t h y l  benzoate Ammoniaque 

Acide formique 
Eau Eau Eau Eau 
41115 v/v 7/3/12 v/v 7131215 v/v 8015115 v/v 

2 cé to -  
gluconique 0,28 

5 céto-  1 
gluconique 

Glucose 0,70 

Frac t ion  
ac ide  0,28 

1 0'5 
( trainee) 

Tableau 15 - Valeurs relatives des coefficients de  migration de  différents substrats 
lors  d e  leur chromatographie d e  partage,  descendante, sur papier 
(1-2-3) ou d e  leur  chromatographie d'adsorption, ascendante, sur  
couche mince (4). Les temps de  migration &nt respectivement de  
15,5 h, 17 h, 15 h et 4,5 h. 



L a  solution purifiée est a lors  traitée e n  é lect rophorèse  préparative et la bande 

d e  papier correspondant à l a  f ract ion ac ide  est Gluée par l'eau distillée et 

concen t rée  par évaporation sous vide. A par t i r  d e  cette fraction,  nous avons pu 

réaliser : 

- la formation de dérivés 2-4 dinitroph6nylhydrazones. 

Pour évi ter  l'oxydation éventuel le  à chaud d e s  a-hydroxycétones, nous avons  

utilisé l a  méthode d e  condensation à froid d é c r i t e  pour l ' identification des  ac ides  

a -cétoniques dans les liquides biologiques. 

2-4 dinitrophénylhydrazine 

2-4 DNPH 

2-4 dinitrophénylhydrazone 

L'application d e  cette technique à d e  nombreux acides  organiques a-cétoniques  

du métabolisme intermédiai re  et la  détermination d e  leur coefficient  d e  migration 

e n  chromatographie d e  pa r tage  (solvant Butanoi, Ethanol, Ammoniaque 0,5N, 7/1/2,  

v/v) nous o n t  permis d ' identif ier  notre  f ract ion à l 'acide 2 céto-gluconique (tab. 16). 

2-4 dini t rophénylhydrazone~ 
dérivées de  R~ ' 

Acide pyruvique 0,50 

Acide ci -&O-glutarique 0,11 

Glucose 0,57 

Acide 2 céto-gluconique 0,25 

Frac t ion  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 -mlvant Butanoil E t h a l /  Am moniaque 0,5N 
71112, vlv. 



- la formation de dérivés quÏnoxalïnoIs. 

L e s  avantages  d e  ces dérivés par rappor t  à ceux des  2-4 dinitrophénylhydrazones 

sont  leur plus hau te  spécifici té pour la fonction a-cétonique des  acides carboxyliques 

et leur stabil i té plus importante.  

ortho-phénylène acide a . 2 hydroxyquinoxaline 

diamine cétonique = quinoxalinol 

(Acide 2 céto-gluconique) (2 hydroxy, 3 té t rahydro-  

xybutylquinoxaline) 

Nous avons réalisé l a  condensation à la  fois sur un échantillon d 'acide 2 

céto-gluconique commercia l  et sur notre  f ract ion acide  purifiée. La densi té  opt ique 

d e s  solutions obtenues  est lue  à 330 nm et à 360 nm (tab. 17). En effe t ,  selon 

LANNING et COHEN (19511, le rapport  d e  la  densi té  optique lue à 330nm et d e  

ce l l e  lue  à 360 nm est de  1,51 + 0,07 pour les solutions contenant  des  acides  2 - 
céto-gluconiques. 

Dérivés quinoxalinols d e  
Densité 
optique acide  2 céto-gluconique f r a c t i o n  a c i d e  p u r i f i é e  

témoin 

Tableau 17 - Densités optiques à 330 nm et à 360 nm des dérivés de condensation 
de  l'orthophenyl&ne diamine avec l'acide 2 céto-gluconique commercial 
(témoin) et avec la fraction acide purifiée. 



Les  rapports d tabsorbance correspondent d a n s  chacun d e s  cas à l a  f o u r c h e t t e  

1,51 + - 0,07 annoncée par LANNING et COHEN (1951). Notre  f rac t ion  acide  est donc 

un représen tan t  des  acides -&O-hexoniques. 

- IVétude en spectroscopie infra-rouge. 

L'obtention des  s p e c t r e s  infra-rouges est réal isée  sur cellule IRTRAN (fig. 
i 5). 

Figure 15 - Spectre infra-rouge d'une solution témoin d'acide 2 céto-gluconique 
et de  la fraction acide ~ur i f i ée  s'accumulant lors de la culture de 
Rhkobium meliloti e n  pré&ce de glucose. 

L a  comparaison des  spec t res  obtenus  identif ie sans  équivoque l 'acide qui 

s 'accumule  lors d e  l'incubation d e  cellules d e  R e  meliloti en  présence d e  glucose à 
l 'acide 2 céto-gluconique. 

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

A p a r t i r  d e  l ' h y p o t h è s e  où  l ' o x y d a t i o n  du g l u c o s e  e n  a c i d e  2 

. c é t o - g l u c o n i q u e  p a s s e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l ' a c i d e  g l u c o n i q u e ,  nous  a v o n s  

r e c h e r c h é  l ' e x i s t e n c e  d ' a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  c a p a b l e s  d e  c a t a l y s e r  l a  v o i e  

métabolique suivante : 

Glucose ---, Acide gluconique -w Acide 2 céto-gluconique 



2.2.2.1. Recherches  des  ac t iv i t és  enzymat iques  

C e s  manipulations ont  été réalisées sur des  cellules cul t ivées  sur  RHBl plus 

g l u c o s e  et é c l a t é e s  p a r  b r o y a g e  m é c a n i q u e  e n  p r é s e n c e  d ' a l u m i n e ,  à f r o i d .  

- Recherche de la glucose oxydase : 

Broyat cellulaire 
Principe : Glucose + O2 + H 2 0  .lil) (glucose oxydase) Acide gluconique + i-i202. 

H O + chromogène 2 2 
Peroxydase 

II_C 
Chrcmophore 

Aucune ac t iv i t é  n 'a été d é t e c t é e  par cette méthode, ni sur le surnageant d e s  

broyats  cellulaires, ni sur les  culots d'alumine et d e  débris cellulaires solides 

récupérés.  

- Recherche de déshydrogénases : 

Principe : D Glucose + NAD(P)+ + H 2 0  - Acide gluconique + NAD(P)H,H+. 

Acide gluconique + NAD(P)+ + H 2 0  - Acide 2 c é t o ~ l u c o n i q u e  
+ NAD(P)H,H . 

L a  méthode est basée sur l a  mesure d e  la  vitesse de  réduction d e  NAD(P)+ 

par l ec tu re  d e  la  variation d'absorbance à 340 nm d e  chacun des coenzymes e n  

présence du broyat cellulaire et d e  glucose ou d'acide gluconique en  excès. 

Nous avons ainsi pu m e t t r e  e n  évidence une ac t iv i t é  glucose déshydrogénase 

t ro i s  fois plus ac t ive  avec  un coenzyme type NAD' comparé  au coenzyme t y p e  

NADP', ainsi qu'une ac t iv i t é  g luconate  déshydrogénase à coenzyme type NADP' ex-  

clusivement. 

Toutefois, les  ac t iv i tés  mesurées sont  toujours apparues t r ès  faibles par 

rappor t  à ce l l es  décr i t e s  dans l a  l i t t é ra tu re  pour d 'aut res  genres  bactériens. Nous 

avons pu montrer  que ceci était dû au fonctionnement non négligeable d e  la  chaine  

d e s  o x y d a t i o n s  c e l l u l a i r e s  d a n s  nos  b r o y a t s  m é c a n i q u e s  et a u s s i  d a n s  l e s  

u l t r a - s o n i c a t s  u t i l i s é s  p a r  l a  s u i t e ,  e n  p a r t i c u l i e r  au  n i v e a u  d e  l lNAD(P)H 

déshydrogénase. Les résul ta ts  obtenus  avec  NAD(P)+ c o m m e  donneur d 'électrons 

son t  donc le  bilan d 'activités à e f f e t  contraire.  Afin d'éviter ces réact ions  parasites,  

nous avons choisi d 'aut res  substances possédant un couple redox supérieur aux 

couples glucoselgluconate,  g l u c o n a t e l 2  c é t o - g l u c o n a t e ,  NAD(P) ' /NAD(P)H. N o u s  



avons abandonné l a  phénazine méthosulfa te  du fait d e  son instabilité à l a  lumière et 

lui avons préféré  le  dichlorophénolindophénol (DIP) dont la  réduction est lue par la  

modification d'absorbante à 600 nm. 

2.2.2.2. Localisation ceilulaire des  ac t iv i t és  

Nous avons voulu savoir si les ac t iv i t é s  glucose déshydrogénase et gluconate 

déshydrogénase é t a i e n t  cytoplasmiques ou membranaires. Pour cela,  nous avons 

t r a i t é  les  cellules bactériennes par les ultra-sons c o m m e  il e s t  déc r i t  dans l e  

chapi t re  Matériel  et Méthodes (7.1.2.1 .). L e  gel  est récupéré  a p r è s  la seconde 

centrifugation à 85 000 g. Son observation au microscope &lectronique après  f ixation 

et inclusion p e r m e t  d'observer qu'il est const i tué  exclusivement d e  membranes  

bactér iennes  non vésiculées (à cause  d e  la  présence de  la  paroi) avec  absence t o t a l e  

d e  cellules entières.  

Dans ces conditions, on cons ta te  d 'une par t  qu'il n'y a pas d 'ac t iv i té  dans l a  

f ract ion cytoplasmique soluble, d 'aut re  p a r t  qu'il exis te  une fo r te  ac t iv i t é  dans l e s  

préparations membranaires (act iv i té  spécifique d e  l 'ordre d e  50 fois supérieure à 
cel les  mesurées sur les broyats cellulaires à l'alumine). 

L e s  produits formés par l 'action d 'extra i ts  membranaires sur du glucose I4c 

(0,s (I~'i) ont  été séparés par é lect rophorèse  sur papier (tampon pyridinelacide 

acétique/eau,  3/10/400, v/v, pH 3,9, 400 V ,  8 h) et révélés par comptage e n  

scintillation liquide de  bandes découpées sur I 'électrophorégramme (fig. 16). L a  

comparaison des  pics observés par cette méthode aux témoins  révélés chimiquement 

p e r m e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  p r o d u i t s  d ' o x y d a t i o n  du g l u c o s e  p a r  l e s  d é b r i s  

membranaires, à l 'acide gluconique et à l 'acide 2 céto-gluconique. 

acide 
glucc )nique 

acide 
2 cét0-g lucon ique 

M i g r a r i o n  (cm) 

Figure 16 - Etude des  produits de  dégradation du glucose  pour des  extrai ts  
membranaires de Rhizobium meliloti. 



Les act iv i tés  déshydrogénases mises en évidence sur les ex t ra i t s  membranaires 

sont  bien cel les  d e  la  glucose déshydrogénase et d e  la  gluconate déshydrogénase. II 

n'est pas possible ici  d e  les localiser sur la f a c e  in terne  ou la  f a c e  ex te rne  d e  la  

membrane cytoplasmique. 

2.2.3. Propriétés des enzymes participant à la voie du 2 céto-gluconique 

Nous avons dé te rminé  les pa ramèt res  physico-chimiques du fonctionnement 

d e s  e n z y m e s  p a r t i c i p a n t s ,  l e u r  s p é c i f i c i t é  et a b o r d é  l e s  p r o b l è m e s  l i é s  à l a  

régulation d e  leur synthèse. 

2.2.3.1. pHmax et constantes  cinétiques 

- Détermination du pH d'activité maximum 

Initialement, nous avions mis en évidence les act iv i tés  déshydrogénases par 

l'utilisation d e  N A D ( P ) ~  et c e c i  d 'autant plus faci lement  que le pH é t a i t  élevé. C e s  

o b s e r v a t i o n s  s o n t  c o n t r a d i c t o i r e s  a v e c  le  f a i t  q u e  l ' a c i d e  2 c é t o - g l u c o n i q u e  

s 'accumule aussi bien en  cul ture  qu'en non prolifération jusqu'à des pH t r è s  bas. En 

f a i t ,  l e s  e x t r a i t s  m e m b r a n a i r e s  c o n t i e n n e n t  u n e  NADH d é s h y d r o g é n a s e  d o n t  

l 'activité cesse  à par t i r  d e  pH 7,5. Nous avons ainsi été amené  à explorer une large  

plage de  pH par la recherche du pHmax d e  chacune des déshydrogénase (fig. 17). 

Figure 17 - ~ c t i v i t é  de la glucose déshydrogénase ( M ) et de la gluconate 
déshydrogénase (L-i ) en fonction du pH (reduction du DIP lue à DO 
600). 
5 pH 5,9 Tampon Malate/NaOH 
5,9 pH 7 Tampon Véronal/Acide acét ique 
7 pH 8,9 Tampon Glycine/NaOH 



- 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). 

Figure 18 - Représentation seion LINEWEAVER-BURK de la variation des V i  de 
réduction de DIP en fonction de la concentration en glucose ( o--m ) 
ou en gluconate ( ~-.r 1. 

La lecture graphique de l'ensemble de chacun des résultats permet de calculer 

le Km et la Vmax pour chaque enzyme : 

- glucose déshydrogénase : Km = 350 pM ; Vmax = 30 vmoles de glucose transfor- 

més par h et par mg de protéine, soit 500 nmoles par min ; 

- gluconate déshydrogénase : Km = 540 y M ; 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. 



Glucose  G l ucona te  
déshydrogénase  déshydrogénase  

N a t u r e  du c o e n z y m e  NAD4 NADP+. 
OU NADPI. 

pH max. 6,6 5 4  

C o n s t a n t e  d e  dissociat ion 
a p p a r e n t e  (Km) 350 F M  

Vitesse max ima le  500 nmoles  d e  333 nmoles  d e  
d ' a c t i v i t é  su s t r a t  dég radé  x - ~  - P  s-vbstrat dég radé  x mn x mg proté ines  m n  x mg 

A c t i v a t e u r s  
ioniques 

Mg, Mn, Zn 
100 FM 

Tableau 18 - Propriétés physico-chimiques des  enzymes  d e  la vo ie  du 2 céto- 
gluconique chez Rhizobium meiiloti, 

2.2.3.2. Spéc i f i c i t é  

Nous avons  m o n t r é  p r é c é d e m m e n t  que  l 'ut i l isat ion d'hexoses a u t r e  q u e  l e  

g lucose  dans  les milieux d ' incubation pouvai t  en t r a îne r  leur acidif icat ion.  Nous a v o n s  

voulu voir si ces subs t r a t s  pouvaient  ê t r e  pris e n  c h a r g e  pa r  les m ê m e s  e n z y m e s  

ca t abo l iques  (tab. 19). On c o n s t a t e  q u e  l ' ac t iv i té  d e  la glucose déshydrogénase  

s ' exp r ime  aussi sur  le mannose  ou le  ga lac tose .  Nous avons  ainsi é t u d i é  à t i t r e  

d 'exemple  les i n t e rac t ions  e x i s t a n t  e n t r e  le glucose et le g a l a c t o s e  et à t ~ t r e  d e  

t é m o i n  e n t r e  l e  g lucose  et le  f r u c t o s e  (fig. 19). 



1 2 3 4 5 6 
Ores froids (?M) 

Figure 19 - Oxydation du glucose par des extraits membranaires de Rhizobium 
meliloti en présence de quantités variables d'oses froids ( c--. 
galactose, m-4 fructose). 

Dans  cette manipulation on utilise l e  glucose (0,5 pCi) et son oxydation 

est a p p r é c i é e  p a r  c o m p t a g e  e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  d e s  p r o d u i t s  d ' o x y d a t i o n  

préalablement  séparés  par électrophorèse.  On cons ta te  q u e  le galactose  ("ose 

acidifiant") modifie l 'activité d e  la  déshydrogénase vis-à-vis du glucose alors que  l e  

f ruc tose  ("ose non acidifiant") n e  l a  modifie pas. 

Nous avons cherché  l e  t y p e  d e  cette interact ion glucose-galactose en  é tud ian t  

la variation du Km et de  l a  Vmax de  l a  glucose déshydrogénase e n  présence de 

quan t i t é s  croissantes d e  ga lac tose  : il s 'agit  d'une inhibition compét i t ive  (K. = 
L 

17,5 mM). 

2.2.3.3. Régulation d e  leur synthèse 

Nous avons recherché et dosé les act iv i tés  déshydrogénases sur des  e x t r a i t s  

m e m b r a n a i r e s  d e  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  d e s  s u b s t r a t s  d i f f é r e n t s  ( t ab .  19). 



Act iv i t é  d e  la  g lucose  déshy- 
S u b s t r a t s  drogénase  m e s u r é e  sur  

de g lucose  g a l a c t o s e  mannose  

Glucose  833 800 733 

Galac tose  816 7 50 7 16 

M annose  750 766 783 

F r u c t o s e  O O O 

Mannitol O O O 

Sorbitol  O O 

Glycérol  750 716 733 

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

On c o n s t a t e  q u e  la g lucose  déshydrogénase est so i t  indui te  pa r  d i f f é r e n t s  

s u b s t r a t s  ca rbonés  "acidifiants", so i t  r é p r i m é e  par le f ruc tose ,  le  mannitol  ou l e  

sorbi tol .  

S i  nous n'avons pu, f a u t e  d e  m u t a n t s  métaboliques,  d é m o n t r e r  d e  f a ç o n  

c e r t a i n e  q u e  la synthèse  d e s  e n z y m e s  é t a i t  rég ie  par  un mécan i sme  d'induction, nous  

a v o n s  pu néanmoins  d é m o n t r e r  q u e  nous n ' é t ~ o n s  pas e n  p ré sence  d'un phénomène d e  

répression.  En e f f e t ,  la  c u l t u r e  d e  l a  souche  e n  p ré sence  d e  g lucose  et d e  f r u c t o s e  

m o n t r e  l 'ut i l isat ion conjo in te  d e s  deux subs t ra ts ,  sans  diauxie,  et nous avons  toujours  

pu  m e t t r e  e n  év idence  sur  les  déb r i s  membrana i r e s  ob tenus  a par t i r  d e s  ce l lu l e s  

p r é l e v é e s  à d i f f é r e n t s  m o m e n t s  d e  l a  c r o i s s a n c e  l e s  d e u x  a c t i v i t é s  g l u c o s e  

déshydrogénase  et g lucona te  déshydrogénase.  

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

N o u s  a v o n s  r e m a r q u é  q u e  I ' i m p o r  t a n c e  d e  I ' a c id i f  i c a t i o n  d e s  m i l i e u x  

d ' incubation,  d u e  exc lus ivemen t  à p a r t i r  du glucose à l ' accumula t ion  d e  l 'acide 2 

céto-gluconique,  est var iab le  e n  fonc t ion  d e  plusieurs  pa ramè t re s .  



2.3.1. En fonction du pH initial des mîiiews dvincubation 

L'accumulation d e  l 'acide 2 céto-gluconique dans  les milieux tamponnés  

au d é p a r t  aux environs d e  l a  neutra l i té  a pour conséquence une acidification d e s  

milieux. On peut s e  demander  si ce phénomène n e  favorise pas la format ion d e  

I 'acide 2 céto-gluconique aux dé t r iments  d 'aut res  voies d e  catabolisme. Nous avons  

donc uti l isé un sys tème  d e  non prolifération, a jus té  aux pH 3,5 - 4 - 5 - 6 - 7 et 

addit ionné d e  glucose à raison d e  10 g/l. On y suspend d e s  cellules de Rhizobium 

meliioti jusqu'à absorbance d e  1 à 620 nm. L e  dosage d e  l 'acide 2 céto-gluconique 

se f a i t  par  la  méthode d e  BRISOU a v e c  correct ion d e  l ' in terférence du glucose dosé  

dans  chaque  échantillon par l a  glucose-oxydase (fig. 20). 

I l t 
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Figure 20 - Accumulation d'acide 2 céto-gluconique par Rhizobium meliloti en 
suspension dans des  milieux d e  non prolifération additionnés d e  
glucose à 1 % et dont l e  pH initiai est variable. 

On cons ta te  que jusqu'à pH 5 I 'accumulation d e  I 'acide 2 céto-gluconique 

s ' intensifie.  C e c i  peut  s'expliquer par les valeurs d e  pH d'activité maximale d e s  

glucose et giuconate déshydrogénases précédemment  décri tes.  Au delà, l ' ac t iv i té  

cellulaire décroî t  jusqu'à s 'annuler to ta lement  à pH 3,5. 

2.3.2. En fonction de la concentration initiale en glucose 

2.3.2.1. Conditions d e  croissance 

La  concentra t ion en  glucides des  milieux d e  cu l tu re  pour Rhizobium est 

habi tuel lement  d e  10 g/l. S i  en  fonction du temps,  on observe d 'une part ,  l a  



croissance d e  la souche sur milieu RHBl addit ionné d e  glucose (10 g/l) et d 'autre  

par t ,  la  disparition d e  ce subs t ra t  du milieu (fig. 21), on s 'aperçoit  qu'il r e s te  e n  fin 

d e  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e  7 3  % d u  s u b s t r a t  é n e r g é t i q u e  i n i t i a l .  

Figure 21 - Croissance de R. meWoti exprimée en densité optique mesurée à 
620 nm sur milieu RHBl additionné d e  glucose à raison d e  10 g/l 
( 1. Evolution de l a  concentration en glucose au cours du temps 
( -1. 

Nous avons a lors  suivi l'évolution d e  la  croissance d e  l a  souche sur milieu 

RHBl addit ionné d e  di f férentes  quant i tés  de  glucose comprises e n t r e  0,5 et 10 g/l  

et la variat ion du pH d e  ces milieux lors d e  leur incubation à 30°C durant  91 h (tab. 

20). 

G~U- (an 

o. 5 1 2 4 6 8 10 
Temps 
eri ( h) 
------- 
D.O. pH D.O. pH D.O. pH D.O. pH D.O. pH D.O. pH DO. ;H 

0 . . . . . . . . . . . .  0.01 7.25 0.02 7.15 0.0- 7.15 0.02 7.25 0.0: 7.25 0.01 7.25 0.0: 7.25 
:O . . . . . . . . . . . .  0,!5 6.77 0.16 7 0.24 6.5 0.17 6.8 0.24 6.7 0.13 6.55 0.1: 6.5 

. . . . . . . . . . . .  0.20 6.5 0.22 6.0 0.47 6.5 0.41 6.35 0.44 6 1  0.45 5.5 0.47 5.4 
74 . . . . . . . . . . . .  0.33 6.2 0 . U  5.9 0.55 5-65 0.42 5,35 0.46 S.? 0.45 5.3 0.46 5.5 
91 . . . . . . . . . . . .  0.41 62  0.47 5.4 0.57 5.6 0.47 5.1 0.46 5.4 0.45 5.05 0.46 5.3 

Tableau 20 - Contrôle d e  la  croissance d e  R. meliloti en milieu RHB par mesure 
de  l a  densité optique à 620 nm des suspensions cellulaire5 et contrôle 
d e  l'évolution du pH en fonction d e  la  soncentration en  glucose des 
milieux d e  culture (1 unité d e  DO = 1,2.10 bactéries/ml). 



Quel le  que soit la concentra t ion e n  glucose, nous consta tons  : 

- d ' u n e  p a r t ,  q u ' a u  d e l à  d e  2 g / l  l a  c r o i s s a n c e  est p r a t i q u e m e n t  i d e n t i q u e  ; 

- d 'autre  part ,  q u e  le pH baisse dans tous  les cas, qu'il diminue d 'autant plus 

rapidement  que l a  concentra t ion en  glucose est é levée  pour a t t e indre  généra- 

l ement  en  fin d'incubation d e s  valeurs comprises e n t r e  5 et 5,5. 

Dans  ces conditions, l ' é tude du spec t re  infra-rouge de  la  f ract ion ac ide  

purifiée nous a permis  de conf i rmer  que I 'acidification est bien due à l 'accumulation 

d 'acide 2 céto-gluconique. 

2.3.2.2. Conditions d e  non prolifération 

Nous avons é tud ié  l a  disparition du glucose dans l e s  milieux d'incubation 

con tenan t  des  concentra t ions  d'oses d e  l 'ordre d e  cel les  employées lors d e  l a  

r e s p i r a t i o n  e n  Warburg  (312).  Nous  a v o n s  d o s é  e n  m ê m e  t e m p s  l ' a c i d e  2 

céto-gluconique dans  les milieux réactionnels. Les  résul ta ts  obtenus lors d'incubation 

à 30°C sous agitat ion moyenne sont  rappor tés  dans la  f igure 22. 

Pour les concentra t ions  faibles d e  O à 166 pg/ml, le glucose disparait  

t o t a l e m e n t  e n  48 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n .  P a r  c o n t r e ,  pour  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

supérieures, il r e s te  mal utilisé au-delà d e  ce même temps. 

L ' a c i d e  2 c é t o - g l u c o n i q u e  a p p a r a î t  d a n s  c h a c u n  d e s  cas à d e s  t e m p s  

différents.  Mais a lors  qu'il disparaît  ensui te  pour les faibles concentrations,  il 

s 'accumule  dans les  au t res  cas. 

L a  même expérience r é p é t é e  dans d e s  conditions d'incubation sous agi ta t ion 

t r è s  fo r te ,  donc dans  de  meil leures conditions d'oxygénation, about i t  aux m ê m e s  

résultats .  L'acide 2 céto-gluconique ne s 'accumule pas pour au tan t  e n  quant i té  plus 

importante .  

N o u s  pouvons  c o m p r e n d r e  f a c i l e m e n t  q u e  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  

h a b i t u e l l e m e n t  p o u r  l a  c u l t u r e  d e  nos  s o u c h e s  (10 0 0 0  pg /ml ) ,  l ' a c i d e  2 

céto-gluconique s'accumule. 

2.3.3. En fonction du t r a n s f e r t  e n  oxygène dans les milieux d'incuba- 

t ion  

L e s  m i c r o o r g a n i s m e s  n ' é t a n t  c a p a b l e s  q u e  d e  c o n s o m m e r  l ' o x y g è n e  

dissous dans  la  phase aqueuse du milieu qui les  environne, leur ac t iv i t é  cellulaire v a  

ê t r e  d i rec tement  fonction d e  l a  disponibilité de  l'oxygène, donc d e  sa vitesse d e  

r e n o u v e l l e m e n t  a u  f u r  et à m e s u r e  d e  s a  c o n s o m m a t i o n  d a n s  l e s  m i l i e u x  

d ' i n c u b a t i o n .  L a  m e s u r e  du  KLa ,  c o e f f i c i e n t  d e  t r a n s f e r t  e n  o x y g è n e ,  d ' u n  

bioréacteur  permet  d'évaluer ses capac i t és  d e  t ransférer  l'oxygène gazeux à l a  

masse  liquide. 



I ----- ---- I 
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Figure 22 - Courbes de disparition du glucose (en trait plein, échelle variable) et 
d'apparition de I'acÏde 2 céto-gluconique (en pointillé) lors de l'incu- 
bation de Rhizobium meliloti (DoGz0 = 1,O) en présence de différentes 
concentrations Ïnitiales de glucose. 
A 33 pgfml - B 166 pg/rnl - C 333 pg/rnl - D 500 pgfml. 



Nous avons mont ré  qu'une suspension d e  R. meliloti, placée dans d e s  

conditions d e  non prolifération e n  milieu glucosé, accumule, comme e n  croissance, 

d e  l 'acide 2 céto-gluconique. Nous avons choisi ce sys tème  pour é tudier  cette 

production dans des  conditions d'oxygénation di f férentes  d e s  milieux d'incubation 

(15 h-l ç KLa 60  h-l). 

Les  résul ta ts  sont rappor tés  dans l e  tableau 21. 

KLa  60 45  37,5 30 22 15 

Acide 2 céto-gluconique O 2 50 350 O O 

Tableau 21 - Quantités d'acide 2 c é t o - g l u c o n i ~  produit bg/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 q/l 
de glucose, en fonction de transfert en oxygène variable (KLa en h- ). 

On cons ta te  que : 

- l a  production d 'ac ide  2 céto-gluconique passe par un maximum pour un KLa d e  

30 h-l ; il f au t  signaler q u e  ce KLa est celui  d'une fiole à toxines contenant  1 1 

d e  milieu et placée  en  agi ta t ion rota t ive  à 105 tours/min. C 'es t  dans  un t e l  sys- 

t è m e  q u e  nous avons mis e n  évidence la  format ion d 'acide 2 céto-gluconique à 
partir  du glucose ; 

- pour d e s  valeurs d e  KLa 6 22 h'l, il n 'apparaît  plus d 'acide 2 céto-gluconique. 

Il f a u t  cependant signaler q u e  dans c e s  conditions le pH des suspensions décro î t  

malgré  tou t  : pH 4,5 après  45 h d'incubation. II s 'accumule donc d 'autres  acides  

pouvant résulter  d e  la mise e n  place d'un métabolisme fermentat i f  ; 

- pour d e s  valeurs d e  KLa > 45 h-', il n 'apparaît  pas d 'acide 2 céto-gluconique. 

Il f au t  donc, pour év i t e r  tou t  risque d'acidification lors des  cul tures  d e  

R. meliloti sur des  milieux con tenan t  du glucose, a t t e indre  dans le bioréacteur un 

coef f i c ien t  de  t r ans fe r t  e n  O2 supérieur à 45 h'l . 
Nous montrons sur l a  f igure 23, dans  une expér ience réalisée a v e c  un 

KLa cons tan t  de  60  h-' qul i l  est possible d'obtenir des  quant i tés  re la t ivement  

impor tan tes  d e  cellules microbiennes (20 g, poids humide) à partir  d'un milieu 

glucosé sans  modification notable  du pH. 



Figure  23 - Courbe  de croissance (-1 de R. meli loti  var ia t ion du pH du 
milieu en fonction du temps ( H 1. KLa = 60 h- . 

2.4. Conciusion 

L'utilisation d e  la souche MSNI d e  R. meli ioti  nous a permis d e  définir deux 

types  d e  subst ra ts  carbonés p e r m e t t a n t  la croissance d e  la  b a c t é r i e  : 

- les uns peuvent ê t r e  qualif iés "d'acidifiants" puisque le  pH peut décroi t re  jusqu'à 

une valeur d e  4,4 lors du développement  microbien. C 'es t  le  cas du glucose, du 

mannose, du galactose,  ... Dans ces conditions, peu d e  polysaccharides sont  

synthét isés  ; 

- les  a u t r e s  p e r m e t t e n t  le  maint ien du pH aux environs d e  l a  neutralité. C ' e s t  le 

cas du fructose,  du mannitol, du sorbitol, ... Dans ces conditions, il s 'accumule  

près  d e  trois fois plus d e  polysaccharides que  précédemment.  

L e s  conséquences d e  l a  dégradation d'un représentant  d e  chacun d e  c e s  deux 

types, le  glucose et le  fructose,  sont observées pour 27 souches de  R. meliloti  et 

pour  4 s o u c h e s  d e  c h a c u n  d e s  a u t r e s  g r o u p e s  d ! i n o c u l a t i o n  d e  R h i z o b i u m  à 

croissance rapide. Il s 'avère  q u e  d'une façon générale,  lors de  la croissance 

bactér ienne d e  R. meliloti,  l a  tendance est à I 'acidification sur glucose et a u  

maintien du pH à des  valeurs proches d e  celles du dépar t  sur fructose. Ce 

phénomène est e n c o r e  plus marqué pour d e s  suspensions cellulaires incubées e n  

condition d e  non prolifération e n  présence d e  glucose. 

C e  compor tement  d i f férent ie l  en  fonction d e  l a  source d e  carbone du milieu 

d e  croissance,  d'abord mis à jours sur la  souche M5N 1, est commun à toutes  l e s  

s o u c h e s  r e p r é s e n t a n t e s  du  g r o u p e  d ' i n o c u l a t i o n  d e  l a  L u z e r n e ,  R. m e l i l o t i .  



L'acidification est due à I'accumulation d'un seul produit issu, dans nos 

conditions expérimentales,  d e  la dégradation du glucose : l 'acide 2 céto-gluconique. 

Il e s t  l e  r é s u l t a t  d e  l ' a c t i v i t é  d e  d e u x  d é s h y d r o g é n a s e s  à s p é c i f i c i t é  l a r g e ,  

exclusivement membranaire  : 

- la glucose déshydrogénase à NAD(P)+, 

- la gluconate déshydrogénase à N A D P ~ .  

L e s  pH d ' a c t i v i t é  m a x i m a l e  s o n t  r e l a t i v e m e n t  bas ,  ce q u i  e x p l i q u e  

l 'accumulation plus rapide d e  l 'acide 2 céto-gluconique à pH 5 qu'à pH 7. Les Km 

apparents  d e  0,35 mM et 0,54 mM dénotent  une faible aff in i té  d e  ces enzymes pour 

leur substrat .  On consta te ,  par ailleurs, en fiole, que plus il y a de  glucose 

disponible pour la bactér ie ,  plus I'acidification e s t  rapide et l 'accumulation d 'acide 2 

céto-gluconique importante.  

Enfin, il apparaî t  que le fonctionnement d e  la  voie du 2 céto-gluconique est 

lié à la disponibilité d e  l'oxygène dans les milieux d'incubation. L a  voie fonctionne 

dans une plage d e  pression part iel le en  oxygène faible juste avan t  la mise en  marche  

d'un métabolisme fe rmenta i re  chez  R. meliloti. 

P a r  r a p p o r t  à la c r o i s s a n c e  d e  R. mel i l o t i  sur  d ' a u t r e s  g l u c i d e s ,  le 

développement de  la souche sur glucose n'est pas perturbé par la production d 'acide 

2 céto-gluconique qui r e s t e  une voie annexe d'utilisation du glucose. On observe, par  

exemple,  les mêmes rendements moléculaires calculés d 'après les croissances sur 

glucose ou sur fructose.  

E tan t  donné que  ces deux molécules sont les principaux représentants  des oses  

disponibles dans la racine  d e  la plante après  hydrolyse dans les ceilules végéta les  du 

saccharose issu d e  la photosynthèse (LAWRIE et WHEELER, 1975 ; ANTONIW et 

SPRENT, 1978 ; DAVIS et NORDIN, 1983), il devient fo r t  ~ n t é r e s s a n t  d'en connaî t re  

le mode e x a c t  d'utilisation par la bactér ie  libre afin de  mieux comprendre ce qui se 

passe chez  le bactéroïde. 



3. - LE CATABOLISME DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE 



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 à par t i r  du 

glucose ou du f ruc tose  en  milieu RC (24a) et e n  milieu RHBl (fig. 246) son t  

rappor tées  ci-dessous. 

Temps (h) 

Figure 24 - Courbes de croissance de Rhizobium meliioti en milieu RC (a) ou en 
milieu RHBl (b) additionné de glucose ( H ) ou de fructose ( 0-0 ) 
à 1 %, culture agitée sur table rotative à 30°C. 

On cons ta te  que dans  chacun des  cas,  les courbes sont comparables. L e s  

meil leurs rendements  cellulaires sur milieu comple t  s 'expliquent par l 'apport d 'une  

source  d ' azo te  protéique complexe (ext ra i t  d e  levure) fournissant e n  même t e m p s  

c e r t a i n s  f a c t e u r s  d e  c r o i s s a n c e .  C e s  r é s u l t a t s  c o m p l è t e n t  la s i m i l i t u d e  d e s  

rendements  moléculaires de  croissance  déc r i t s  précédemment  (2.1.2.2.). 



3.1.2. Respiration comparée  

L a  mesure  des  échanges gazeux respiratoires est réal isée  g r â c e  à 
l 'utilisation du respiromètre  d e  Warburg, il s 'agit  donc d e  mesures manométriques. 

3.1.2.1. R e s p i r a t i o n  e n d o g è n e  e t  é p u i s e m e n t  d e s  r é s e r v e s  

cellulaires 

R. meliloti  possède d ' importantes réserves carbonées cytoplasmiques, dont  l e  

poly- £3 - h y d r o x y b u t y r a t e  (PH01 q u i  s ' a c c u m u l e  d u r a n t  t o u t  l e  t e m p s  d u  

développement cellulaire sur les milieux d e  croissance jusqu'à a t te indre ,  dans l e s  

cellules des  cul tures  âgées,  50 % d e  la  mat iè re  sèche. 

Dès l a  mise e n  non prolifération d e  ces cellules à 30°C, l 'activation d e  leur  

respiration aux dépends d e  ces réserves  se t radui t  par une consommation e n  

oxygène importante ,  masquant en  grande par t i e  la  quant i té  d e  gaz nécessaire à 
l 'oxydation d e  subst ra ts  exogènes. Afin d'éviter tou te  erreur  d e  mesure, les  cellules 

s o n t  d é b a r a s s é e s  d e  l e u r s  r é s e r v e s  é n e r g é t i q u e s  a v a n t  t o u t e  m e s u r e  d e  

r e s p i r o m é t r i e .  Nous a v o n s  r e c h e r c h é  l e  t e m p s  d ' é p u i s e m e n t  n é c e s s a i r e  p o u r  

a t t e i n d r e  u n e  r e s p i r a t i o n  e n d o g è n e  m i n i m a l e  (f ig.  2 5 ) .  D e s  é c h a n t i l l o n s  {ont 

régul ièrement  prélevés sur un lot d e  bactér ies  mises en  suspension dans le  TNP et 

incubées à 30°C en  agi ta t ion rotative,  leur respiration endogène e s t  mesurée  duran t  

160 mn. 

100 Temps rnn 

Figure  25 - Variation de la respiration endogène d e  R. meli loti  e n  fonction d u  
t e m p s  d'epuisement des réserves cellulaires p a r  agi ta t ion 
à 30°C d a n s  le TNP* 



On cons ta te  une diminution régulière d e  l a  respiration endogène jusqu'à 15 h 

d'incubation préalable en  agi ta t ion dans l e  TNP, puis une stabilisation définissant la  

valeur minimale d e  cette respiration. C e s  observations se  vérif ient  sur tous l e s  lots 

d e  cellules quel que  soit leur mode d e  préparation (milieu d e  cu l tu re  et source  d e  

carbone) mais la valeur minimale d e  l a  respiration endogène a t t e i n t e  var ie  en  

fonction d e  cette préparation. 

Toutes  les cellules des t inées  à l a  réalisation d e  mesures respirométriques sont  

donc ag i t ées  dans  l e  TNP à 30°C durant  une nuit  (15 h) avan t  d ' ê t re  utilisées. Nous 

avons vérif ié que durant  ce t ra i t ement ,  le  nombre d e  cellules viables r e s t e  

constant.  

3.1.2.2. R e s p i r a t i o n  c e l l u l a i r e  à p a r t i r  d e  g l u c o s e  o u  d e  

f ruc tose  

L a  consommation d'oxygène lors d e  la  respiration des  cellules e n  présence d e  

166 i.ig/ml d e  glucose ou d e  f ruc tose  est rappor tée  sur l a  f igure 26. 

Figure  26 - Courbes  de consommation d'oxvzène d'une susoension cel lu la i re  d e  
R. rneliloti (cultiv& sur  glucose) présence d e  166 pg/ml d e  glucose  
(Glc) ou  de  f ruc tose  @ru). RIE. : respiration endogène. 

On cons ta te  que l'oxydation du glucose est plus rapide (40 min) que c e l l e  du 

f ruc tose  (100 mn). L'utilisation d e  ce dernier commence  avec  quelque re ta rd ,  il 

f a u t  noter  que  les cellules uti l isées on t  été cul t ivées  au préalable sur un milieu d e  

cu l tu re  con tenan t  du glucose c o m m e  source  d'énergie. 



Dès que la  consommation e n  oxygène rejoint  ce l le  d e  l a  respiration endogène, 

mesurée  à partir  d'un témoin sans  substrat ,  l 'agitation est arrêtée et on réalise un 

bilan carboné dont  les résul ta ts  sont  rappor tés  dans le  tableau 22 (HORNE2 et 

coll., 1983a). 

Bilan 
Glucose Fruc tose  

Equivalent subst ra t  dégagé e n  CO2 2 10 42 300 6 O 
F rac t ion  polyosidique 0,63 O, 13  1,17 0,23 
Frac t ion  osidique 285 57 25,8 5,2 

% recouvrement  part iel  

Cellules bactériennes 24,9 5 174,3 35 

% recouvrement  to ta l  105 100,4 

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

Tableau 22 - Bilan d e  la respiration de R. meliloti (DO = 7,5) en présence d e  
166 pg/ml d e  glucose ou de fructose, s o i t  500 pg au tota l .  

En p r é s e n c e  d e  g l u c o s e ,  l a  p h a s e  d ' o x y d a t i o n  s ' a r r ê t e  a p r è s  40 m n  

d'incubation. On cons ta te  que le  dioxyde d e  carbone produit correspond à l a  

dégradation to ta le  d e  210 pg du substrat. La  mesure d e  l a  radioactivité d e  l a  

f r a c t i o n  o s i d i q u e  o b t e n u e  a p r è s  f i l t r a t i o n  sur  g e l  m o n t r e  q u ' e l l e  r e n f e r m e  

l 'équivalent d e  285 pg d e  substrat. Dans cette fraction,  on d é t e c t e  par dosage 

chimique 234 yg d e  glucose et 51 yg d 'acide 2 céto-gluconique. L e  taux d e  

r e c o u v r e m e n t  p a r t i e l  est p r o c h e  d e  100 % ; peu  d e  m a t é r i e l  r a d i o m a r q u é  

s 'accumule  dans les cellules lors d e  cette expérimentation.  

En présence d e  fructose,  on remarque que la  quant i té  d e  dioxyde d e  carbone 

dégagée e s t  supérieure à cel le  mesurée  en présence d e  glucose ; elle correspond à 
l 'oxydation to ta le  d e  l 'équivalent d e  300 pg d e  subst ra t  carboné. L a  f ract ion 

osidique est peu radiomarquée. L e  taux d e  recouvrement par t ie l  n'est q u e  de  65 % 



environ. On c o n s t a t e  q u e  le  complément  à 100 se re t rouve sur les membranes  

fi l trantes,  donc dans les  cellules bactériennes. C e  complément  est vraisemblablement 

dirigé vers d e s  voies d e  métabolisme part iculières,  peut-être sous f o r m e  d e  

précurseurs d e  biopolymères : polysaccharides ou PHB. 

Peu d'exopolysaccharides sont l ibérés : les  t e m p s  d e  c o n t a c t  sont  t r ès  b re f s  et 

l a  quan t i t é  d e  source d e  carbone uti l isée (166 pg/ml) est beaucoup plus faible que  

ce l l e  réguli6rement employée pour l 'étude d e  l a  synthèse d e  ces biopolymères 

(10 000 pg/ml). 

P o u r  é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  m o n o s a c c h a r i d e s  s u r  l e  

m é t a b o l i s m e  c e l l u l a i r e ,  nous  a v o n s  r e n o u v e l é  l ' e x p é r i e n c e  e n  d o u b l a n t  l e s  

concentra t ions  d'oses mis e n  présence d e  bactér ies  précult ivées soit  e n  présence de 

glucose soi t  e n  présence d e  f ructose  (fig. 27). 

200 MINUTES 3O0 

Figure 27 - Courbes de consommation d'oxygène d'une suspension cel lu la i re  d e  
R. meliloti, cul t ivé  sur glucose (0-a et C-0) et sur  f ruc tose  (M et 
M) e n  présence de 333 pg/ml d e  glucose ou de f ruc tose  (Clc  ou 
F ru), respiration endogène déduite. 



Nous consta tons  que le léger re tard  à I'origine d e  l'oxydation d'un subs t ra t  

s 'annule lorsque les cellules uti l isées se  sont  développées sur ce m ê m e  substrat. Il 

f a u t  remarquer de  plus que durant  les phases d'oxydation, les vitesses d'oxydation 

du f ructose  sont régulières, celles correspondant à l 'oxydation du glucose diminuent 

au  cours du temps. C e t t e  baisse régulière d e  la consommation d'oxygène ne résu l t e  

pas  de  l'inhibition progressive d'un sys tème enzymat ique par acidification l en te  du 

milieu réactionnel c a r  le pH r e s t e  neutre  après  280 mn d'incubation. 

3.1.2.3. Quotients  respiratoires 

On mesure dans chacun des  cas  précédents,  au point d'inflexion des courbes,  

les quant i tés  d e  dioxyde de  carbone produit et les quant i tés  d'oxygène consommé. 

Les  valeurs obtenues sont corrigées par celles mesurées lors d e  l a  respiration 

e n d o g è n e .  L e u r  r a p p o r t  p e r m e t  d e  c a l c u l e r  les c o e f f i c i e n t s  r e s p i r a t o i r e s  

expérimentaux : Q R E  ,= 902 Qc02 . Les expérimentations sont répétées  t ro i s  fois et les 

résul ta ts  sont rappor tes  dans le tableau 23. 

QRE* e n  presence de  
Substra t  Bactér ies  Q R T  

166 pg/ml 333 &ml 

R m C  1 0,98 0,78 
Glucose 

R mF 1 - 0,8 1 

R m C  1 0,93 0,86 
F r u c t o s e  

P mF 1 - 0,88 

Tableau 23 - Quotients respiratoires expérimentaux (Q mesurés sur des suspen- 
sions cellulaires de R. meliloti cultivéR&r glucose (RmG) ou sur 
fructose (RrnF) en présence de 166 ou 333 pg/ml d'ose. QRT = 
quotient respiratoire théorique. 

On a pu montrer,  par ailleurs, que pour des  quant i tés  d e  glucose ou d e  

f ructose  d e  41,5 , d e  8 3  et d e  166 pg/ml, le Q R E  e s t  voisin du quotient  respiratoire 

théorique (QRT = 1). AU de là  d e  c e s  concentrations,  on cons ta te  que le Q 
R E  

diminue et ceci  est un peu plus marqué pour le glucose que pour le f ructose .  



3 . 1 2 4  Discussion et résul ta ts  complémentai res  

Tout se  passe comme s'il exis ta i t  chez R. meliloti un système d e  régulation 

par le glucose ou comme si  le système enzymat ique mis à contribution s e  sa tu ra i t  

peu à peu en un endroit donné d e  la chaîne métabolique. Or  nous avons vu par 

ailleurs, d'une par t  que le pH des milieux d'incubation diminuait d 'autant  plus vi te  

que leur concentration e n  glucose é t a i t  é levée (2.3.2.1.) et, d 'autre par t ,  que si 

l'acide 2 céto-gluconique apparaissait  dans tous les cas  en  présence d e  glucose, il 

s 'accumulait  à par t i r  d'une ce r ta ine  concentra t ion e n  cet ose  (2.3.2.2.). Dans c e s  

conditions, I'acide 2 céto-gluconique pourrait ê t r e  l 'aboutissement d'une voie d e  

déviation fonctionnant lorsque la ou les voies principales d e  dégradation du glucose 

s o n t  s u r c h a r g é e s .  L a  d é f i c i e n c e  ou l ' a b s e n c e  d ' e n z y m e  pour  l e  d é g r a d e r  e n  

favoriserait  son accumulation. 

II f a u t  signaler que les mesures de  respiration cellulaire à par t i r  d e  2 

céto-gluconate d e  calcium ou de  potassium on t  montré  que R. meliloti n'utilisait 

pas, au  moins dans nos conditions expérimentales,  ce subst ra t  pour a l imenter  s a  

respiration. Or il disparaît  dans les milieux d e  cul ture  quand le glucose est e n  

faible concentra t ion (2.3.2.2.1, il peut donc ê t r e  dégradé. 

II en est d e  m ê m e  pour les mesures d e  respiration sur gluconate d e  potassium, 

réalisées, pour rappel, sur un modèle bactérien non proliférant, alors que  ce m ê m e  

composé e s t  un excellent  subst ra t  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 d e  10 mn) d e  subst ra ts  

uniformément  radiomarqués, par des cellules en  suspension a permis après  a r r ê t  d e  

l a  réact ion et récupération d e  la masse bactér ienne de préparer des  ex t ra i t s  aqueux 

du contenu cytoplasmique. 

L'analyse d e  c e s  e x t r a i t s  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 par t  en électrophorèse et d ' au t re  

p a r t  e n  chromatographie,  est prise comme référence,  à savoir que dans nos 

sys tèmes d e  migration (tab. 24) : 

- le RpEp correspond au coeff ic ient  d'une substance par rappor t  au phospho-enol- 

pyruvate  en électrophorèse,  il e s t  défini égal à 1 ; 



- le R succinique est le coeff ic ient  d'une substance par rappor t  à l 'acide succinique 

en  chromatographie,  il e s t  défini également  égal  à 1. 

Témoins Rx Rx 
Electrophorétique Chromatographique 

PEP 

Acide succinique 

Acide glyoxylique 

F-1, 6 diP* 

6-P-G* 

Rib-5-P* 

2-céto-gluconate* 

5-céto-gluconate 

P i 

3-P-glycérique 

G- 1 -P* 

Gal- 1 -P* 

F -6-P* 

G-6-P* 

Gluconate 

Acide citr ique 

Acide malique 

cc-céto-glutarique 

Glucose 

Fruc tose  

Ribose 

Sédoheptulose 

Alanine 0,35 O, 123 

Glutathion 0,457 0,102 

Tableau 24 - Coefficients de migration relatifs des principaux représentants du 
métabolisme intermédiaire des  hydrates d e  carbone, dans l e s  
systèmes  de  migration électrophorétique et chromatographique. 

D'après ce tableau, nous remarquons que ce r ta ins  produits ne sont  

séparés  ni par l 'électrophorèse, ni par la chromatographie : i ls  sont no tés  d'une *. 
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3.2.2. Recherche d'intermédiaires 

14 L'assimilation de  glucose, f ructose  ou gluconate U C est réalisée 

durant  10 mn et l'analyse des  e x t r a i t s  aqueux a montré  q u e  quelle que  soit l a  

na tu re  d e  l 'hydrate d e  carbone ayan t  permis l 'obtention des  cellules (glucose, 

f r u c t o s e  ou  g l u c o n a t e  d e  p o t a s s i u m ) ,  l e s  a u t o r a d i o g r a p h i e s  o b t e n u e s  a p r è s  

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

sensiblement l a  m ê m e  image (fig. 28). On observe : 

- l 'existence d e  subst ra ts  identiques au substrat  d e  départ. Il semble donc dès  lors 

que l e  t ranspor t  d e  chacun d 'entre  eux se  fasse  sans modification d e  la  molé- 

cule ; 

- l 'apparition de  dérivés m o n o p h ~ s p h o r ~ l é s  diffici les à identif ier  car ils n e  s e  

séparent  pas e n t r e  eux dans nos sys tèmes d e  migration ; 

- l 'apparition de  ce r ta ins  acides  carboxyliques du cycle  de  krebs  : c i t ra te ,  pyruvate  

et crcéto-glutarate. L'incorporation du f ructose  f a i t  d e  plus apparaî t re  un spot  

correspondant aux coeff ic ients  d e  migration du mala te  ; 

- l 'apparition d ' intermédiaires diffici les à identifier dans nos conditions mais qui 

possèdent des  coeff ic ients  d e  migration identiques au 2 céto-gluconate ou au 

ribose 5 phosphate, au  5 céto-gluconate,  au 6 phosphogluconate ou au f ructose  

1-6 diphosphate. 

P a r  ailleurs, l'addition d e  32 dans les tampons utilisés lors de  l ' incorporation P 
d e  glucose ou de  f ruc tose  durant  2 mn n'a jamais pu p e r m e t t r e  la  mise en  évidence 

d e  dérivés diphosphorylés. 

3.3. Recherche d'activités enzymatiques particulières au métabolisme des 

hydrates de carbone 

3.3.1. Principe 

Nous avons cult ivé Rhizobium meiiloti sur milieu R H B  en  présence d e  1 
différents  subst ra ts  carbonés : glucose ou f ructose  de  façon  à compléter  n o t r e  

é t u d e  sur l 'utilisation d e  ces deux hydrates  d e  carbone mais aussi sur succinate  d e  

sodium, ac ide  organique s e  t rouvant  en  quant i té  importante  dans  les nodules, et sur 

g luconate  d e  sodium d e  façon à voir si cer ta ines  act iv i tés  enzymatiques ne sont pas  

significativement augmentées  e n  sa  présence. Les  cellules sont é c l a t é e s  aux 

u l t r a - s o n s ,  l a  p r é p a r a t i o n  est d é b a r r a s s é e  d e s  m a t i è r e s  e n  suspens ion  p a r  

centrifugation,  le  surnageant con t ien t  tous les const i tuants  cytoplasmiques solubles 

et s e r t  à l 'étude des  di f férentes  ac t iv i t és  enzymatiques. 



Identification possible 

4 Mono-phosyhorylés ou I 2 céto-gluconate 

s Gluconate 6 P o u  

. 1 Oses d i  P 

6 Scéto-gluconate 

7 c i t ra te  

Figure 28 - Electrochromatogrammes, révélés par autoradiographie, du contenu 
cytoplasmique hydrosoluble de R. meliloti après 10 mn d'assimilation 
du glucose (a), du fructose (b) ou du gluconate (cl. 

1 2 3 



3.3.2. Réalisation 

On cons ta te  que l'on re t rouve les ac t iv i t é s  des  enzymes c lés  des  t ro is  

voies principales d e  dégradation des  hydrates  d e  carbone (tab. 25) : 

- voie d e  Embden-Meyerfof-Parnas ou voie d e  l a  glycolyse : phosphofructokinase et 

f ructose  1-6 diphosphate aldolase (F 1-6 dipaldolase) ; 

- voie d e  Dickens-Horecker ou voie d e s  pentoses ou voie des  hexoses monophos- 

phates  : 6 phosphogluconate déshydrogénase à NADP' (6 PGdéshydrogénase à 
NADP+ ), t ransaldolase et t ranscétolase  ; 

- voie d e  Entner-Doudoroff ou voie du KDPG : 6 phosphogluconate déhydratase  

6 PGdéhydratase) et 2 céto-3-déoxy-6-phosphogluconate aldolase (KDPG aldolase). 

P a r  ailleurs, sur des  ex t ra i t s  cytoplasmiques d e  cellules cult ivées sur 

glucose, nous avons mis e n  évidence sans  la doser une ac t iv i t é  f ructose  isomérase 

pouvant ca ta lyse r  l ' isomérisation fructose-glucose. 

L ' a c i d i f i c a t i o n ,  l o r s  d ' i n c u b a t i o n  e n  p r é s e n c e  d e  g l u c o s e  et 

l 'accumulation d'acide 2 céto-gluconique dans le  milieu ne semblent pas ê t r e  dues  à 
une lacune enzymat ique lors d e  la  dégradation du glucose et pourraient  expliquer 

par la  baisse du pH les  act iv i tés  moindres observées dans ce cas comparat ivement  

à celles observées sur des  ex t ra i t s  cellulaires préparés à partir  du fructose.  

A part ir  d e  succinate,  les  ex t ra i t s  cellulaires montrent  des  ac t iv i t és  

enzymat iques  plus faibles mais jamais annulées, contra i rement  aux systèmes d e  

t ranspor t  déc r i t s  dans le chapi t re  suivant. 

Enfin, il f a u t  noter une a c t i v i t é  2 céto-gluconate réductase  impor tan te  

dans  les e x t r a i t s  cellulaires préparés sur glucose, ce qui laisse supposer puisque 

dans  les faibles concentra t ions  en  glucose l 'acide 2 céto-gluconique disparait  

(2.3.2.2.), une utilisation d i rec te  d e  cet acide dans  cer ta ines  conditions d e  milieu. 

Glucose et f ructose  devraient donc pouvoir ê t r e  métabolisés tout  au  long 

d e s  t ro is  voies principales d e  dégradations. Cependant,  l ' isolement de  mutan t  

métabolique va  p e r m e t t r e  d e  préciser laquelle d e  ces voies est utilisée pour assurer 

l a  croissance d e  R. meliloti. 



Enzymes Activités mesurées après 
croissance en présence de : 

Glc Fru Gluconate 

Glucokinase 

G6P isomérase 

F ructokinase 

Phosphofructokinase 

Hexose biphosphatase 

Enolase 

Gluconokinase 

2 céto-gluconate 
réductase 

G6P déshydr?génase 
à NAD 

6PG déshydr~génase 
à NAD 

à NADP' 

6PG déhydratase 
+ 

KDPG aldolase 

Transaldolase 

Transcétolase 

Tableau 25 - Mesures de  différentes activités enzymatiques (exprimées en  nano- 
moles d e  s u b s t r a t  t r ans fo rmé  par  mn et pa r  mg d e  p ro té ines  
solubles) sur des  extraits cytoplasmiques d e  cellules de Rhizobium 
meliloti cultivées sur milieu RHBl additionné de  glucose (Glc) ou 
de fructose @ru) ou de  succinate de  sodium (Succ) ou d e  gluconate 
à raison de  10 g/l (ne = non effectué). 



3.4. Voies cataboliques utilisées pour la  croissance & R. meliloti à partir 

de glucose ou de fructose comme source de carbone 

3.4.1. Isolement d'un mutant métabolique 

3.4.1.1. C a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c ro i s sance  

N o u s  a v o n s  u t i l i s é  l a  N-méthyl-NI-nitro-nitrosoguanidine c o m m e  a g e n t  

m u t a g è n e  sur  l a  souche  sauvage  M5Nl. L 'enr ich issement  e n  m u t a n t s  Fru-  est 

r éa l i s é  sur  milieu R H B l  addi t ionné  d e  f r u c t o s e  et d e  pénici l l ine à 2 000 p/ml. Par 

l a  t echn ique  d e s  rép l iques  d e  c lones  isolés d'un milieu TY su r  un mil ieu RHBl p lus  

f ruc tose ,  nous avons  pu  r e p é r e r  un m u t a n t  f r u c t o s e  négatif  bapt i sé  HD1 don t  l e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c ro i s sance  s o n t  r appor t ées  d a n s  l e  t ab l eau  26 (EL GUEZZAR et 

coll., 1987 soumis). 

T e m p s  d e  géné ra t ion  e n  heures  
Source  d e  ca rbone  

F r u c t o s e  

Mannitol 

Sorbi tol  

M annose  

X ylose 

Ribose 

Glucose  

S a c c h a r o s e  

L-arabinose 

Glycérol  

S u c c i n a t e  d e  sodium 

S u c c i n a t e  + f r u c t o s e  

S u c c i n a t e  + glucose  

Tableau 26 - Temps d e  génération calculés lors d e  la croissance des  souches d e  
R. meliloti parentale (M5NI) et mutante (HDI) sur milieu RHBl 
additionné de sources de  carbone à raison de 2 g/l sauf pour l e s  
substrats en mélange 1 g/l chacun. 



On cons ta te  que le  mutant  H D l ,  c o m m e  l a  souche parentale,  pousse sur 

glucose, succinate,  L-arabinose ou glycérol et plus lentement  sur saccharose. P a r  

contre ,  il est incapable d e  s e  développer sur fructose,  mannitol, sorbitol, mannose, 

xylose ou ribose. 

L e  succinate,  e n  concentration l imitante,  et additionné d'un hydrate  de  

carbone,  est à l 'origine chez  R. meliloti de  l'apparition d e  croissance diauxique 

(3.4.2.2.). L e s  t emps  d e  génération no tés  dans le  tableau sont  respect ivement  celui  

d e  la  première  phase d e  développement sur l 'acide organique, et celui  d e  la  

seconde phase d e  développement sur l 'hydrate d e  carbone. L e  mutant  H D l  se 

compor te  c o m m e  M5Nl e n  présence du couple succinate  plus glucose ; en  présence 

d e  succinate  plus f ruc tose  il ne développe qu'en une phase, le  t emps  d e  générat ion 

calculé  é t a n t  plus grand que celui d e  la  souche sauvage, ca lculé  lors d e  sa 

croissance sur succinate. 

3.4.1.2. Appartenance du mutan t  au genre  Rhizobium : 

infect iv i té  et eff ic ience 

Nous avons vérif ié l ' identi té d e  l a  souche mutan te  HDl et son appar tenance 

a u  genre  Rhizobium par sa  possibilité d'induire la  nodulation de  plantules aseptiques 

d e  Luzerne (Medicago sativa) inoculées. Nous avons d e  plus comparer  l 'efficience 

du mutan t  a v e c  cel le  d e  l a  souche sauvage M5Nl par la  mesure d e  la  vitesse d e  

réduction d e  l ' acétylène dans cer ta ines  conditions (tab. 27). 

~ n f e c t i v i t é  Efficience 
Souches Nodulation en  nmoles d e  C H2 réduites 

par p lante  e? par heure 

M5Nl i 

HDl  i- 

Tableau 27 - Propriétés symbiotiques des souches de  R. meliloti M5N 1 et HD1. 

C o m m e  pour la  M5N 1, la  souche HD1 induit l a  formation d e  nodules 12 à 15 

jours après  l'inoculation des plantules. L a  mesure d e  l 'efficience est réalisée après  

qua t re  semaines  d e  développement : aucune di f férence significative n 'est  observée 

e n t r e  M5N1 et HDI. L a  mutation n ' a f fec te  pas le  processus d e  nodulation et d e  

fixation d e  l 'azote.  



Nous avons vérifié, par ailleurs, que l es  nodules contiennent bien la souche 

a v e c  laquelle ils o n t  été infectés. 

3.4.2. Recherche de  la nature de la  mutation 

Dex e x t r a i t s  cytoplasmiques ont été préparés après sonication d e  cel lu les  

cul t ivées  sur le milieu RHBl additonné d e  glucose à IO g/l. L a  comparaison, d a n s  

l e s  ex t ra i t s  de  M5N1 et HD1, des  act iv i tés  enzymatiques impliquées dans l e  

c a t a b o l i s m e  du f r u c t o s e  m o n t r e  q u e  l e  m u t a n t  est phosphoglucose-isomérase 

négative (PGI-) (tab. 28). 

Enzyme 

Act ivi té  spécifique en 
nmoles/mn x mg d e  protéines 

-- 

M5N 1 H D l  

G6P 
déshydrogénase à NADP' 120 72 

Phosphoglucose isomérase  107 12 

6PG 
déshydrogénase à NADP' 66 25 

6PG 
déshydratase  

+ 
KDPG 

aldolase 

F ructokinase 80 6 7 

Hexose biphosphatase 36 4 0 

Tableau 28 - Mesures de différentes activités enzvmatiaues sur des extrats wto- 
plasmiques de cellules de R. m e l i h  &vage (M5Nl) ou mufant 
(HDI). 

II f au t  préciser,  par ailleurs, que  la  phosphofructokinase et l a  f ruc tose  

biphosphate aldolase, enzymes c lés  d e  la  glycolyse, exis tent  mais à fa ible  act iv i té ,  

à l a  f o i s  c h e z  M 5 N l  et H D I .  L a  vo ie  d e  E m b d e n - M e y e r h o f - P a r n a s  e x i s t e  

ce r ta inement  mais a v e c  un rendement  t rop faible pour assurer l a  croissance d e  l a  

bactérie.  L a  voie emprun tée  à cette fin est la  voie dlEntner-Doudoroff, ce q u i  

e x p l i q u e  q u ' e n  p r é s e n c e  d e  f r u c t o s e ,  l e  m u t a n t  H D 1  P G I -  n e  pousse  p a s .  



3.4.3. - Contrôle de la nature de la mutation 

L a  souche mutan te  é t a n t  incapable d e  rejoindre le  glucose-6-phosphate 

pour a l imenter  la  voie d8Entner-Doudoroff doit  e n  principe, dans ces conditions, 

accumuler l e  fructose-6-phosphate dans son cytoplasme. 

Pour le vérifier, nous avons mis e n  cul ture  l a  souche sauvage et la 

souche mutan te  sur milieu RHB additionné soi t  d e  glycérol, soit d e  L-arabinose, 1 
soi t  d e  succinate  d e  sodium à 10 g/l. En début d e  phase exponentielle, on a j o u t e  le 

14 f ructose  à raison d e  10 g l l  également ,  plus le f ructose  U C, 1 pCi pour 100 umole 

d'ose froid. L a  cul ture  est poursuivie durant  20 h. 

On cons ta te  un re ta rd  d e  la croissance du mutant  dès  l 'addition de  

fructose,  c o m m e  à chaque fois que l'on a joute  lors du développement d'un m u t a n t  

métabolique un subst ra t  qu'il est incapable d e  dégrader. 

En fin d e  manipulation, des  pré lèvements  de  10 ml sont t r a i t é s  par  un 

volume équivalent d 'eau bouillante et maintenus à 100°C durant  10 mn. Les  débris 

cellulaires sont séparés  par centrifugation et le surnageant e s t  concentré  jusqu'à 

0 , l  ml par évaporation sous vide. 

C e t  ex t ra i t  e s t  ~ h r o m a t o ~ r a p h i é  2 h, à t empera tu re  ambiante,  sur 

couche mince de  gel  d e  silice par un solvant contenant  éthanol/butanol/acide 

a c é t i q u e / e a u / p y r i d i n e  (100: 10:3:30:10). L e s  t é m o i n s  s o n t  r é v é l é s  à I ' o r c i n o l  

s u l f u r i q u e  et l e s  b a n d e s  c o r r e s p o n d a n t e s  aux  é c h a n t i l l o n s  s o n t  d é c o u p é e s  et 

comptées  e n  scintillation liquide. On cons ta te  que  l'on re t rouve pour le mutan t  de  

grandes quant i tés  d e  f ructose  et d e  fructose-6-phosphate (tab. 29). 

nmoles/mg d e  protéines 
Souche Source d e  carbone 

M5Nl Glycérol 6 7 68 
L -arabinose 3 7 150 
Succinate  90 118 

HD1 Clycérol  4613 1178 
L-arabinose 335 1035 
Succinate  1174 98 5 

Tableau 29 - Accumulation de fructose @ru) et de  fructose-6-phosphate ( F-6-P) 
par R. meliloti M5N1 et Hi31 lors de  leur croissance en présence de 
diffgrentes sources de carbone et de  fructose. 



L a  souche  HD1 a c c u m u l e  d e s  q u a n t i t é s  t r è s  i m p o r t a n t e s  d e  F-6-P 

c o m p a r a t i v e m e n t  à l a  souche  M5N1 ma i s  a c c u m u l e  aussi  d e  t r è s  g r a n d e s  q u a n t i t é s  

d e  f r u c t o s e  ma lg ré  u n e  a c t i v i t é  f ruc tok inase  mesurée  in vitro c o m p a r a b l e  à ce l l e  d e  

l a  souche  sauvage.  

Pour  expliquer  cette double  accumula t ion ,  nous avons  m e s u r é  in vitro sur  

d e s  e x t r a i t s  cy toplasmiques  d e  la  souche  HD1 l ' ac t iv i té  d e  la f ruc tokinase  e n  

p ré sence  d e  q u a n t i t é s  c ro i s san te s  d e  fructose-6-phosphate (fig. 29) et d e  f r u c t o s e  

1 mM. L'incubation est r éa l i s ée  à 30°C d u r a n t  25 mn, l a  r éac t ion  est a r r ê t é e  p a r  

l 'addition d lATCA à 50 %. L e  p réc ip i t é  est é l iminé  par  cen t r i fuga t ion  et le  f r u c t o s e  

est dosé  dans  le surnageant .  L ' ac t iv i t é  d e  l a  f ruc tokinase  est éva luée  e n  fonct ion  d e  

la q u a n t i t é  d e  f r u c t o s e  non t ransformé.  L e  100 % d ' ac t iv i t é  est défini  p a r  le t émoin  

non addi t ionné  d e  F-6-P. 

Fructose 6 P CM) 

Figure 29 - Inhibition de l'activité de l a  fructokinase par l e  fructose-6-P, 
mesurée sur des extraits cytoplasmiques de la souche HDl de R. meli- 
loti cultivée sur RHBl additionné de glucose à 1 %. - 

L a  f ruc tok inase  est donc  inhibée par  le produit  d e  sa réac t ion ,  ce q u i  

expl ique  l ' accumula t ion  dans  le  c y t o p l a s m e  d e s  ce l lu les  H D l  incubées  e n  p ré sence  

d e  f ruc tose ,  à l a  fo i s  d e  f r u c t o s e  et d e  fructose-6-phosphate. 

Il f a u t  s ignaler ,  d e  plus, q u e  la vi tesse  in i t ia le  d ' incorporat ion du  

f r u c t o s e  est c h e z  l e  m u t a n t  2,5 supé r i eu re  à ce l l e  mesurée  c h e z  la souche  sauvage. 



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'ut i l isat ion sont comparables, l 'al lure des courbes de 

croissance est la même 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'à 50 % de la matière sèche cellulaire 

(WONC et  EVANS, 1971). Dans des conditions de température adéquate, ce polymère 

alimente la respiration endogène des cellules, allant jusqu'à masquer l'utilisation de 

source carbonée exogène. Il faut donc l'éliminer avant toute mesure respirométrique 

par épuisement progressif des cellules en agitation e t  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 corn me pour 

l'ensemble des espèces de Rhizobium ; 

- lorsque les concentrations en oses augmentent, les quotients respiratoires dimi- 

nuent : le phénomène est beaucoup plus marqué pour le glucose que pour le 

fructose. En présence de glucose, on retrouve à nouveau de l'acide 2 céto- 

gluconique dans le milieu ; en présence de fructose des éléments restent à 

l'intérieur des cellules, peut-être précurseurs de biopolymères, polysaccharides 

ou PHB (HORNE2 et col]., 1983) ; 

- dans nos conditions expérimentales, le 2 céto-gluconate de calcium ou de 

potassium et le gluconate de sodium sont très peu utilisés pour la respiration. 

Pourtant ces deux substrats doivent pouvoir, dans certaines conditions, pénétrer 

dans la cellule et être 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 à I'acide gluconique qui, après phosphorylation, est dégradé 

par les voies dlEntner-Doudoroff ou de Dickens-Horecker. Quant au gluconate, 

utilisé comme source de carbone dans les milieux de culture de R. meliloti, 



il permet  non seulement un excellent  développement cellulaire mais  aussi une 

f o r t e  production d'exopolysaccharides (THEODOROPOULOS, 1985b). Utilisé dans  

des  conditions d e  non prolifération, on cons ta te  qu'au contra i re  et à la  d i f férence 

du glucose ou du f ructose  qu'il ne pe rmet  pas la  synthèse d'exopolysaccharides. 

S a  vitesse d e  perméation,  également  mesurée e n  conditions de  non prolifération 

(Matériel et Méthodes, 7.2.), e s t  t r è s  faible. 

Lors des  é tudes  de  respirométrie,  nos conditions expérimentales ne sont donc 

p a s  a d a p t é e s  à l a  m e s u r e  d e  l ' oxyda t ion  d e  c e s  deux  d e r n i e r s  s u b s t r a t s .  

L'isolement d'un mutant  d e  R. meli loti  phosphoglucose isomérase négative et 

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

d'Entner-Doudoroff qui e s t  uti l isée pour la dégradation des  hexoses à des f ins  d e  

m u l t i p l i c a t i o n  c e l l u l a i r e .  L a  r e c h e r c h e  et l ' i d e n t i f i c a t i o n  d ' i n t e r m é d i a i r e s  

métaboliques après  des  t emps  brefs d'incorporation n'a d'ailleurs jamais permis  

d ' identif ier  des composés diphosphorylés alors que les monophosphorylés apparaissent 

dans  tous les cas. 

Le  mutant  R. meli loti  PGI- e s t  incapable d e  se développer sur milieu 

minimum RHBl additionné d e  : 

- mannitol ou sorbitol : ces deux polyols sont, chez  R. meliloti,  réduits  en f ruc tose  

par une polyol déshydrogénase commune, NAD* dépendante et inductible par l'un 

ou l 'autre des subst ra ts  (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970) ; 

- mannose : ce subst ra t  e s t ,  c h e z  R. meliloti,  t ranspor té  par une perméase  dans  

le  cytoplasme d e  la bactér ie ,  phosphorylé par une mannose-kinase spécifique et 

isomérisé e n  fructose-$-phosphate (ARIAS et coll., 1982) ; 

- xylose ou ribose : c e s  pentoses rejoignent par la  voie de  Dickens-kforecker le 

f ructose-&phosphate. 

P a r  contre ,  le mutant  PGI- peut assurer s a  croissance en milieu minimum 

addit ionné d e  : 

- succinate  d e  sodium : cet ac ide  organique e s t  un excellent  subst ra t  carboné pour 

tou tes  les souches d e  Rhizobium à croissance rapide (GRAHAM, 1964). Il e s t  

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. C e t t e  molécule est métabolisée par la  f i n  

d e  la chaîne  de  la glycolyse, fonctionnelle chez  R. meliloti. Le pyruvate f o r m é  

est dégradé par le cycle  d e  Krebs (ARIAS et MARTINEZ-DRETS, 1976) ; 

- L-arabinose : ce pentose sui t  une voie métabolique tout  à f a i t  part iculière c h e z  

Rhizobium par rapport  aux a u t r e s  pentoses. Chez  les souches à croissance rapide,  

il rejoint le cyc le  de  Krebs  au niveau de  1' ol céto-glutarate (DUNCAN et 



FRAENKEL, 1979) e n  passant par le L-arabonate, le 2 céto-3-désoxy-L-arabonate 

et 1' acé to -g lu ta ra te  semi-aldéhyde. 

Les  caractér is t iques  d e  croissance d e  no t re  mutant sont en  accord avec  les 

observations réalisées par ailleurs par d 'aut res  auteurs. 

Nous pouvons donc proposer pour R. meliloti un schéma des  voies cataboliques 

des  hydrates d e  carbone (fig. 30). 

Glc Glycérol 

1 
\.. 

\ 
Glycéraidéhyde-3-P 

C-6-P -6-P-G - KDPG 

Sorbitol t Pyruvate  

F r u  ----ic F-6-P- ... ,Xylose 

f k., 
Mannitol ' Ribose Acétyl CoA 

Mannose -Man-6-P 

/ 
Succinate  

Figure 30 - Voies cataboliques de  composés carbonés empruntées par R. meliloti 
au niveau cytoplasmique 

Glucose et f ructose  passent donc par les mêmes  voies d e  dégradations et a v e c  

l a  m ê m e  eff icaci té .  I l  n'en res te  pas moins que, dans cer ta ines  conditions, le  

glucose est à l 'origine de  I'accumu1ation d 'acide 2 céto-gluconique. On peut  a lors  se 

demander  si  les sys tèmes d e  transport  mis en  oeuvre  pour véhiculer chacun d e  c e s  

subst ra ts  on t  les mêmes caractérist iques.  



4. - LE TRANSPORT DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE 



4. - LE TRANSPORT DU GLUCOSE ET DU FRUCTOSE 

Peu d'études d e  perméation on t  déjà  été réalisées chez  Rhizobium meliloti. 

Nous avons donc d'abord recherché l 'existence d e  t ranspor t  actif ,  c 'est-à-dire 

c a p a b l e  d ' a c c u m u l e r  l e  s u b s t r a t  e n  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  s u p é r i e u r e  à l a  

c o n c e n t r a t i o n  e x t é r i e u r e .  P u i s  nous  e n  a v o n s  é t u d i é  l e u r  m é c a n i s m e  e t  l e u r  

régulation. 

De façon classique, l ' é tude des  mécanismes d e  t ranspor t  chez l es  bac té r ies  

est e f f e c t u é e  : 

- soit  en utilisant d e s  cellules in tac tes  et d e s  analogues structuraux d e  substrats ,  

non métabolisables, de façon à pouvoir mesurer faci lement  leur accumulat ion 

dans  le  cytoplasme ; 

- soit  e n  utilisant des  vésicules membranaires et les subst ra ts  vrais. L a  technique 

d e  KABACK (1973), définie a v e c  succès pour Escherichia coli, e s t  basée sur l a  

format ion de sphéroplastes à partir  d e  bactér ies  t r a i t é e s  par le lysozyme, suivi  

d e  leur éc la tement  e n  milieu hypotonique. Dans ces conditions, le contenu cellu- 

laire est libéré et les membranes  cytoplasmiques, débarrassées d e  la  paroi, se 

vésiculisent donnant des fo rmes  sphériques fe rmées  qui sont ensui te  séparées  

d e s  a u t r e s  const i tuants  par centrifugations successives. 

L'application d e  cette technique et son é tude  cri t ique ne  nous ont jamais  

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

suff isamment  homogènes, pouvant ê t r e  utilisées dans le cadre  de  l 'étude d e s  

mécanismes de  transport .  Il semble  que le PHB que l'on ne  peut él iminer fac i l ement  

complè tement  soit f o r t  gênant  pour la vésiculisation des  membranes f rac tu rées  et 

leur récupération. 

4.1. Utilisation d'analogues structuraux du glucose 

L'incorporation d'un subst ra t  e s t  appréciée  par le comptage en  scinti l lat ion 

liquide d e  son t raceur  radiomarqué accumulé par des  cellules e n  conditions d e  non 

prolifération. La  réalisation d e  prélèvements réguliers nous permet  d'étudier la  

cinétique du phénomène. 

4.1.1. Cinétiques d'incorporation de Ib-méthyl-glucose et du 2-désoxy- 

glucose 

Nous avons utilisé des  analogues s t ructuraux du glucose : a-méthyl- 

glucose (a MeG) et 2 déoxy-glucose (2DC) (fig. 31) en  présence d e  cellules d e  

R. meliloti  p r é c u l t i v é e s  s u r  mi l i eu  R H B l  a d d i t i o n n é  d e  g l u c o s e  à 10 g / l .  



Temps  (min) 

Figure 31 - Cinétiques d'incorpaation_gde 1' a -méthyl-glucose ( Pd ) et du 
2 déoxy-glucose ( H ) 10 M pour Rhizobium meliloti (DO = 1,OO). 

Les  deux analogues sont immédiatement  incorporés, les vitesses in i t ia les  

d 'accumulation sont de  4 nmoles/mg protéines x mn pour l ' a  MeG et d e  5 nmoles/ 

mg d e  protéines x mn pour le 2DG. 

4 1.2 Nature des produits d'accumulation 

Chez  d e  nombreux genres  microbiens, ce r ta ins  glucides sont phosphorylés 

durant  leur transport .  Nous avons voulu voir s'il en  était de  même pour Rhizobium 

et avons pris pour modèle l'incorporation d e  l&-méthyl-glucose. 

Nous  a v o n s  d ' a b o r d  r é a l i s é  une a c c u m u l a t i o n  d e  1 '  a MeG à l a  

concentra t ion finale d e  10 pM (3 pCi) par des cellules d e  R. meliloti (DO = 1) 

d u r a n t  5 et 6 0  mn. L e s  p r o d u i t s  r a d i o m a r q u é s  o n t  été a l o r s  e x t r a i t s  et 

chromatrographiés  sur couche mince. Les profils d e  migration son représentés par  la 

f igure  32. 

Après 5 mn d'accumulation, on cons ta te  que 76,6 % d e  la radioactivité 

t o t a l e  est por tée  par I'crMeG et seulement  9 % par  des dérivés phosphorylés. On 

observe éga lement  un pe t i t  pic à l'origine qui correspond à 4 % d e  la radioact iv i té  

e x t r a i t e  totale.  



D i s t a n c e  d e  M i g r - a r i u n  ( c n i )  

Figure 32 - Chromatographie sur c w c h e  mince des produits radiomarqués extraits 
après une accumulation de 1' a M e C  durant 5 mn ( M et 60 mn 
( -1. 
(a) cor respond à l a  d i s t a n c e  d e  migra t ion  d e  I'aMeG, 
(b) correspond a l a  d i s t a n c e  d e  mig ra t ion  du glucose-6-phosphate. 



L e  profil d e  migration, après  60 mn d'accumulation, res te  qual i ta t ivement  

le  même que le précédent,  mais on observe d e s  variat ions quant i ta t ives  d e s  produits  

présents. En e f fe t ,  on remarque une diminution de  la radioact iv i té  correspondante à 
1' a M e G  (50 % a u  lieu d e  76,5 %) et une augmentation d e  celle d e  dér ivés  

phosphates (21,5 % a u  lieu d e  9 %) et du produit à l 'origine (14 % au lieu de 4 %). 

D'après ces résultats ,  on peut dire que : 

- soit  I 'aMeG e s t  métabolisé par R. meliloti. Il e s t  accumulé  sous une fo rme  
inchangée et n'est donc pas  phosphorylé durant  le t ranspor t  ; 

- soit l ' a  MeG passe par un PTS et est déphosphorylé après  son apparit ion dans le 
cytoplasme bactérien.  

4.1.3. Expériences de déplacement (chassage) 

Nous avons voulu voir si c e s  analogues é t a i e n t  part iel lement métabolisés 

dès  leur apparition dans le cytoplasme. Sur des  lots d e  cellules bactériennes a y a n t  

accumulé  chacun d'entre-eux radiomarqué durant  des  t emps  variables, nous en avons  

suivi la so r t i e  lors d e  l'incubation de  c e s  mêmes lots dans un excès  d e  subst ra t  (fig. 

33). 

5 10 15 5 1 O 

T e m p s  (min) 

Figure 33 - Cinétiques de sortie du 2DG (a) et de l'a MeC (b) lors de l'incubation 
dans un excès de  substrat (1 mM!q de cellules ayant préalablement 
accumulé chacun d'entre eux (10 M) durant des temps variables 
( 5 mn, A--A 30 mn, o--o 40 mn et a--a 60 mn). 



On cons ta te  que  la sor t ie  des  subst ra ts  est d 'autant  moins importante  

que  l'incubation préalable a été longue : les  deux analogues s t ructuraux du glucose 

sont  métabolisés par Rhizobium meliloti, à d e s  vitesses différentes,  et ne peuvent  

d o n c  p lus  ê t r e  d é p l a c é s  p a r  un e x c è s  d e  s u b s t r a t .  En e f f e t ,  a p r è s  5 m n  

d'accumulation, 42 % du 2 déoxy-glucose sont assimilés contre  32 % d e  I'a- 

méthyl-glucose. 

C e c i  é t a n t ,  et ayan t  pu montrer  par ai l leurs que l 'affinité d e s  analogues 

pour le sys tème d e  t ranspor t  est t r è s  d i f fé ren te  d e  cel le  cons ta tée  a v e c  le subs t ra t  

vra i  (4.2.5.1, nous avons préféré  nous rapprocher des  conditions physiologiques 

naturel les  et utiliser d i rec tement  ou le glucose ou le f ructose  pour c e s  é tudes  de  

perméation,  et ce durant  des  temps brefs. 

4.2. Mise e n  évidence du transport act i f  du glucose et du fructose 

4.2.1. Cinétiques d'accumulations du glucose et du fructose 

Les  cinétiques d'accumulations d e  c e s  hydrates d e  carbone sont réal isées  

sur des cellules bactér iennes  cult ivées au préalable soit  en  fe rmenteur  a pH régulé  

e n  présence d e  glucose, soi t  en  fiole ag i t ée  en présence d e  f ructose  et toujours sur 

milieu RHBl  (fig. 34). 

Temps (min) 

Figure 34 - Cinétiqw~4d'accumulation du glucose ( H 1 0 . ~  M et du fructose 
(0-0) 10 M par une suspension de Rhizobium meliloti à DO = 1,0, 
cultivé préalablement sur les substrats respectif S. 



On cons ta te  que les vitesses initiales d 'accumulation de  chacun des deux 

oses sont pra t iquement  identiques (25 nmoles/mg protéines x mn), soit  pra t iquement  

cinq fois supérieures aux vitesses d'accumulation des  analogues. Il f a u t  noter, par 

ailleurs, q u e  R. meliloti cult ivé e n  fiole ag i t ée  sur RHBl additionné d e  glucose, 

accumule celui-ci à une  vitesse 4 fois moindre à cel le  mesurée  sur des  cellules e n  

provenance d e  fermenteur  à pH régulé. 

4.2.2. Nature protéique des systèmes de transport 

Nous avons voulu savoir si l 'accumulation des hydrates  d e  carbone était 

e f f e c t u é e  par un sys tème  protéique et déterminer ,  si t e l  é t a i t  le cas, le  "turn-over" 

d e  ce s y s t è m e .  P o u r  c e l a ,  n o u s  a v o n s  é t u d i é  l ' e f f e t  d u  c h l o r a m p h é n i c o l  s u r  

l 'accumulation du glucose et du fructose.  

Les  cellules, précult ivées en  présence d e  l'un ou l 'autre des  substrats ,  

sont  alors pré-incubées à 30°C duran t  des  temps différents,  a v e c  du chloramphénicol 

à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  200 pg /ml .  C e t t e  c o n c e n t r a t i o n  est a m p l e m e n t  

suffisante puisque le chloramphénicol à 50 pg/ml inhibe la  synthèse proétique c h e z  

R. meliloti (COURTOIS, comm. pers.). 

L e s  cellules ainsi pré-incubées sont  additionnées de  glucose ou d e  

f ruc tose  radiomarqué. On e f f e c t u e  alors une cinétique d'accumulation pendant  

10 mn. Paral lè lement ,  on réal ise  des  cinétiques témoins, c'est-à-dire avec  d e s  

cellules pré-incubées durant  des  t emps  identiques aux cellules précédentes  mais e n  

l 'absence du chloramphénicol (définition du 100 % d'accumulation). 

L a  figure 35 montre le pourcentage d e  l 'accumulation d e  chacun d e s  

o s e s ,  d é t e r m i n é  a p r è s  5 m n  d ' a c c u m u l a t i o n ,  e n  f o n c t i o n  du t e m p s  d e  l a  

préincubation des cellules avec  le  chloramphénicol, dans le  TNP. 

Incapables d e  réaliser leur synthèse protéique, la  capaci té  d e s  cellules à 
accumuler c e s  oses diminue a v e c  le t emps  de  c o n t a c t  a v e c  l'inhibiteur. L'inhibition 

t o t a l e  est obtenue a v e c  une préincubation d'environ 6 h. 

C e s  résul ta ts  suggèrent que glucose et f ructose  sont incorporés par un 

sys tème  protéique a y a n t  un "turn-over" d'environ 6 h. 
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Figure 35 - Effet du chloramphénicol sur l'accumulation du glucose et du fructose - 
chez R. meliloti. 
Les  cellules ont  été  ré-incubées a v e c  du c h l o r a m ~ h ~ n i c o l  (200 uç./ml) 
durant  d e s  t emps  d i i f t r e n t s  (30 mn, .1 h, 2 h, i 4 h ,  6 h, 7 h; -8 h) 
avan t  l'addition du U C glucose ( H) ou du U C fructose  ( 0-0 1. 
L'inhibition est de te rminéë  après  5 mn d'accumulation et en  compa-  
r a n t  à d e s  échanti l lons sans  chloramphénicol. 

4.2.3. Mesures des constantes cinétiques 

C e s  é tudes  on t  été entrepr ises  en  collaboration avec  THEODOROPOULOS. 

II s ' a g i t  d e  m e s u r e r ,  à d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s ,  l e s  v i t e s s e s  i n i t i a l e s  d e  

l 'accumulation du glucose ou du fructose.  

L'utilisation des  cellules en t i è res  nous a t r è s  rapidement confronté  à des  

problèmes techniques. En e f fe t ,  l e  subst ra t  accumulé  est par la suite métabolisé et 

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

infér ieures  à l a  normale. 

D e  m ê m e ,  lo r squ 'on  u t i l i s e  une suspens ion  c e l l u l a i r e  d e  d e n s i t é  

impor tan te  (concentration en  "enzyme" élevée),  pour i 'accumulation d'ose présent  à 
une concentra t ion faible,  on obt ient  des  cinétiques d'accumulation non linéaires, 

p u i s q u e  l e s  c e l l u l e s  a c c u m u l e n t  t r è s  r a p i d e m e n t  t o u t  l e  s u b s t r a t  d i spon ib le .  



Dans le  cas contraire,  c'est-à-dire a v e c  des  concentra t ions  cellulaires 

f a i b l e s  e t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  o s e s  é l e v é e s ,  on  o b s e r v e  d e s  p h é n o m è n e s  

d'adsorption qui s e  traduisent par une surestimation du subst ra t  accumulé  durant  les 

premières  secondes. 

Afin d e  diminuer le plus possible c e s  interférences,  on a réalisé d e s  

cinétiques d'accumulation t r è s  cour tes  d e  10, 20, 40 et 60 secondes et on a 

recherché une concentra t ion cellulaire pour laquelle on obtient  d e s  cinétiques 

l inéaires e n  fonction des  t emps  indiqués et des  concentra t ions  en  oses  utilisées. 

A cet e f f e t ,  nous  a v o n s  é t u d i é  l ' a c c u m u l a t i o n  d e s  o s e s  à d e s  

concentra t ions  a l lant  d e  0,5 à 10 pM par des  suspensions cellulaires de  densi té  

variable (DO = 1 ; DO = 0,5 et DO = 0,3). On a cons ta té  q u e  les vitesses 

d 'accumulation sont linéaires durant  au moins 1 mn avec  une suspension cellulaire 

d e  DO = 0,3. 

Les  vitesses initiales d 'accumulation (Vi) sont obtenues e n  mesurant la  

radioact iv i té  intracellulaire après  avoir incubé l a  suspension cellulaire (DO = 0,3) 

a v e c  des  D-(u-')c) oses  aux concentra t ions  e n t r e  O,5 et 10 VM durant  10, 20, 40 et 

60  secondes. 

Les  vitesses initiales d'accumulation du glucose et du f ructose  dépendent 

d e  la  concentra t ion ex te rne  des  subst ra ts  selon une relat ion d e  pseudo-MICHAELIS, 

les  processus sont saturables (fig. 36 et 37). Nous avons également  é tud ié  l ' e f fe t  d e  

chacun d ' en t re  eux sur les vitesses d 'accumulation de  l 'autre (fig. 36 et 37). 

De  c e s  résultats ,  on peut déduire : 

- pour la  perméase  du glucose, une valeur d e  Km apparent  d e  0,7 pM et une Vmax 

d e  38 nmoleslmg d e  protéines x mn. L a  valeur de  Ki mesurée  a v e c  le f ruc tose  

e s t  d e  1,2 mM ; 

- pour la perméase  du f ructose ,  une valeur d e  Km apparent  de  0,2 pM et une 

Vmax d e  5 nmoles/mg d e  protéines x mn. L a  valeur d e  Ki mesurée  avec  le 

glucose est de  2,8 mM. 

D'autre  par t ,  on c o n s t a t e  que chacun d e  c e s  subst ra ts  est un inhibiteur 

compét i t i f  d e  I 'accumulation d e  l'autre. Les  fo r tes  valeurs d e  Ki calculées  peuvent 

laisser supposer que giucose et f ructose  empruntent  des  systèmes perméasiques 

différents.  



Figure 36 - Représentation selon Lineweaver-Burk de la variation des V i  d'accu- 
mulation en fonction de  la concentration en glucose, sans fructose 
(-1, en présence de fructose 2 mM (A-A), en présence de fructose 
4 mM (ci). 

Figure 37 - Représentation selon Lineweaver-Burk de la variation des Vi d'accu- 
mulation en fonction de la concentration en fructose, sans glucose 
(-1, en présence de glucose 20 mM (w) en présence de glucose 
30 mM (H). 



4.2.4. Action des inhibiteurs métaboliques 

L'action des  inhibiteurs métaboliques lors d e  l 'accumulation des oses 

nous renseigne sur l e  besoin énergét ique des  cellules pour réaliser ce processus et, 

éventuel lement ,  sur la  nature d e s  donateurs énergétiques impliqués. 

Nous avons utilisé l e s  inhibiteurs classiquement employés lors des é t u d e s  

d e  perméat ion : 

- d e s  d é c o u p l a n t s  é n e r g é t i q u e s  : d i n i t r o p h é n o l  (DNP)  c a r b o n y l - c y a n i d e - m -  

chlorophényl-hydrazone (CCCP), az ide  d e  sodium (NaN3) ; 

- un inhibiteur d e  l a  chaîne d e s  oxydations cellulaires : le  cyanure d e  potassium 

(KCN) ; 
- un inhibiteur du fonctionnement de  la  glycolyse : le fluorure d e  sodium (NaF) ; 

- un i n h i b i t e u r  c o m p é t i t i f  d e s  p h o s p h a t e s  : l ' a r s é n i a t e  d e  s o d i u m  (Ars )  ; 

- un a g e n t  c o m p l e x a n t  l e s  f o n c t i o n s  t h i o l s  : l a  N - é t h y l  m a l é i m i d e  (NEM) ; 

- un agen t  complexant les ions métall iques : l 'éthylène diamine té t raacét ique,  sel 

d e  potassium (EDTAK). 

C e s  inhibiteurs sont a joutés  30 s avant  l'addition de  substrat .  Leur e f f e t  

à di f fé ren tes  concentrations e s t  rappor té  sur les figures 38 et 39a, 39b, 39c et 39d. 

L e s  résul ta ts  sont exprimés en  pourcentage d'inhibition ou en  accumulation re la t ive  

dé te rminée  après 5 mn d'incorporation et par rapport  à d e s  cinétiques témoins sans  

inhibiteur. 



Ars 

Figure 38 - Effe t s  d e  différents inhibiteurs à concentrations variables sur 
l'activité de la glucose perméase de  R. meliloti. 



Figure 39a - Effets de différents inhibiteurs à concentrations variables sur l'acti- 
vité de la fructose perméase de R. melîloti. 



Figure 39b - Effets & différents inhibiteurs à concentrations variables sur I'acti- 
vit6 de  la fructose perméase de R. meliloti. 
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Figure 39c - Effe t s  d e  di f férents  inhibiteurs à concentrations variables sur 
l'activité de la fructose perméase de R. meliloti. 



Figure 39d - Effets de différents inhibiteurs à concentrations variables sur l'acti- 
vité de la fructose perméase de R. meliloti. 



L ' a c t i v i t é  m a x i m a l e  d e s  i n h i b i t e u r s  m é t a b o l i q u e s ,  e x p r i m é e  e n  

pourcentage d e  l 'activité résiduelle des  perméases, est résumée  dans l e  tableau 30. 

Transport  du glucose Transport  du fructose 
Inhibiteurs 

métaboliques 
[Cl d'inhibition "6 d 'act iv i té  [Cl d'inhibition ?6 d 'act iv i té  
opt imale  (m l l )  résiduelle optimale (m l l )  résidue lie 

correspondant correspondant 

D N P  

C C C P  

NaN3 

Y a F  

!<CN 

Ars  

EDT.Ak 

NECI 

 ablea au 30 - Action de différents inhibiteurs métaboliques sur le transport du 
glucose et du fructose. 

On cons ta te  à propos du fonctionnement des sys tèmes d e  t ranspor t  : 

- une inhibition f o r t e  

. par des  découplants énergét iques  et le  cyanure  : ceci t radui t  leur  dépendance 

vis-à-vis d e  l 'énergisation d e  l a  membrane ; 

. par le  N E M  : cec i  mont re  l 'existence d e  la  fonction thiol dans l e  s i te  ac t i f .  

- une inhibition non significative par I 'arséniate ; 

- une inhibition nulle ou part iel le 

. par  l e  f luorure : le t ranspor t  du glucose n'est pas a f fec té ,  mais  celui  du 

f ruc tose  l 'est  à 50 %, les  perméases  ne semblent pas  PEP dépendantes  ; 

. par I'EDTA : le  t ranspor t  du f ructose  e s t  plus per turbé que l e  transport  du 

glucose par l a  disparition des  ions métall iques libres. 



4.2.5. Spécificité : action des substrats carbon& simples 

Nous avons mesuré  l ' incidence sur la  vitesse d 'accumulation du glucose 

ou du f ruc tose  (0,l mM), d e  l'addition d e  quelques subst ra ts  carbonés  simples, à 
concentra t ion 200 fois plus é levée  (20 mM) et pouvant e n t r e r  en  compéti t ion a v e c  

eux. L e s  résul ta ts  sont  comparés  à un témoin sans additif définissant le  100 % 

d'activité.  

La lec tu re  d e  l ' incorporation du subst ra t  après  5 mn nous p e r m e t  

d 'établir  pour chaque produit a jouté  l e  pourcentage d 'ac t iv i té  résiduelle (tab. 31). 

Pourcentage d 'ac t iv i té  Pourcentage d 'activité 
Substra ts  carbonés  résiduelle résiduelle 

Transport  du f ructose  Transport  du glucose 

Fruc tose  

Mannose 

1-0 ~ é t h y l  glucose 

Arabinose 

X ylose 

Glucose 

Sorbitol 

3-0 Méthyl glucose 

Lac tose  

Galactose  

Ac. gluconique 

Mannitol 

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. 



On cons ta te  q u e  les  e f f e t s  d'addition d e  subst ra ts  carbonés  simples sont  

quelquefois t r è s  variables pour chacune des  deux perméases  : par  exemple  le  

mannose ou l 'arabinose ou l e  xylose. C e c i  est e n  faveur  d e  l 'existence d e  sys tèmes  

d e  t r a n s p o r t  d i f f é r e n t s  pour  l e  g l u c o s e  et l e  f r u c t o s e  c h e z  R. rneliloti. 

En ce qui  c o n c e r n e  l a  p e r r n é a s e  a u  g lucose ,  i ' i nh ib i t ion  l a  p lus  

impor tan te  est observée a v e c  le  xylose ; ce dernier présente  un homomorphisme 

a v e c  l e  glucose (il a perdu l e  groupement -CH20H e n  position 5). De ce fa i t ,  

ce r ta ins  auteurs  (DI MARCO et ROMANO, 1985) on t  m ê m e  uti l isé ce composé 

c o m m e  analogue du glucose. 

Les  au t res  analogues s t ructuraux du glucose habituellement uti l isés 

inhibent également  le transport .  

Cependant,  on remarque que l 'e f fe t  inhibiteur d e  c e s  composés est : 

- différent  selon l 'analogue considéré, l'inhibition la  plus impor tan te  e s t  c a u s é e  

par le  3-O-méthyl-glucose ; 

- t r è s  inférieur à celui du glucose, indiquant ainsi que ces composés n'ont pas  la 

m ê m e  aff in i té  q u e  le  glucose pour l a  perméase. 

Des hexoses t e l s  que le  fructose,  le  galactose  et le  mannose o n t  une 

faible aff in i té  pour ce s y s t è m e  d e  t ranspor t  ; ces composés inhibent l 'accumulation 

du glucose d'environ 40 %. 

Les acides  organiques, t e l s  que  l 'acide gluconique et l 'acide succinique 

ainsi que l'arabinose, causen t  une faible inhibition. 

Enfin, le  lac tose  et les polyols, t e l s  que l e  sorbitol et le  mannitol, n 'ont  

aucun e f f e t  sur l 'accumulation du glucose. 

En ce qu i  c o n c e r n e  l a  p e r r n é a s e  a u  f r u c t o s e ,  l ' i nh ib i t ion  l a  p l u s  

impor tan te  est observée a v e c  le mannose ; el le  est comparable à c e l l e  du xylose 

pour le  glucose. L e  mannose doit avoir  une bonne aff in i té  pour l a  perrnéase au 

f ructose ,  il se ra i t  in téressant  d'en mesurer le  Ki. 

L'arabinose, l e  xylose, l e  1-0-méthyl-glucose on t  une aff in i té  moindre 

mais non négligeable, ils diminuent l ' ac t iv i té  d e  l a  perméase  au f ructose  d e  40 à 
50 %. 

Les a u t r e s  subs t ra t s  testés o n t  une fa ible  aff in i té  mais tous  diminuent 

un peu l a  vitesse d e  t ranspor t  du fructose.  



4.3. Régulation de ces systèmes 

4.3.1. Inductibilité 

Rhizobium meliloti a été cult ivé à par t i r  d e  di f férentes  sources d e  

carbone et nous avons mesuré,  sur les cellules obtenues, l 'accumulation du glucose 

et du f ructose  après  5 mn d'incorporation. Les résu l t a t s  sont donnés e n  pourcentage 

d 'activité relat ive,  le  100 % é t a n t  défini par la  quan t i t é  d e  subst ra t  accumulé  pour 

un lot  d e  bac té r ies  préparées sur ce m ê m e  subst ra t  (tab. 32). 

Transport  
Sources 

de  
carbone du glucose (96) du f r u c t o s e  (3) 

par 2.m. cul t ivé  par &m. cult ivé 
sur glucose sur f ructose  

Glucose 100 

Fructose  49,24 

Lactose  59,54 

Sorbitol 32,82 

Succinate S,OS 

SS, 14 

1 G O  

60 

77,7 

13,3 

Tableau 32 - Variations d e  l 'activité  perméasique des  ce l lu ies  d e  Rhizobium 
meliloti (R.m.1 cultivées en présence de divers substrats carbonés. 

Les  résul ta ts  obtenus  nous indiquent q u e  : 

- l e  sys tème  est : 

. soit  induit pour chacun d e  c e s  subst ra ts  mais  avec  une e f f i cac i t é  variable, 

. soit  consti tutif  compte-tenu des faibles variat ions d e  l a  vitesse d'accumula- 

t ion mesurées dans les d i f férents  cas ; 

- le succinate,  bien qu'il soit un excel lent  subst ra t  pour l a  croissance, n'induit 

p a s  ou  i n h i b e  l a  f o r m a t i o n  d e s  s y s t è m e s  g l u c o s e  et f r u c t o s e  p e r m é a s e .  



4.3.2. Répression 

Lorsque  deux sou rces  d e  ca rbone  son t  p ré sen te s  simultanément dans  un 

milieu d e  cul ture ,  on p e u t  obteni r  so i t  une seu le  phase  exponent ie l le  d e  c ro i s sance  si  

les  deux subs t r a t s  s o n t  ut i l isés  s imu l t anémen t ,  so i t  deux phases exponen t i e l l e s  

s é p a r é e s  par une phase d ' a t t e n t e  plus ou rnoins i m p o r t a n t e  s i  l e s  deux s u b s t r a t s  s o n t  

u t i l i s é s  s u c c e s s i v e m e n t  : c'est l e  p h é n o m è n e  d e  d i a u x i e  ( t r a d i t i o n n e l l e m e n t  

r e p r é s e n t é  p a r  l ' e f f e t  d u  g l u c o s e  s u r  l ' u t i l i s a t i o n  du  l a c t o s e  c h e z  E. c o l i ) .  

C e  phénomène est observé  d a n s  t o u s  les  cas où l e s  e n z y m e s  impliqu6s 

dans  l 'ut i l isat ion du deux ième  subs t r a t  sont  induct ib les  ou cons t i t u t i f s  (comrn. pers .  

d e  A. DANCHIN) et soumis e n  p ré sence  du p remie r  s u b s t r a t  e n  c o n c e n t r a t i o n  

l i m i t a n t e  à l a  répression catabolique.  

4.3.2.1. Y i s e  e n  é v i d e n c e  d e  d i a u x i e s  l o r s  d e  c u l t u r e  e n  

b iopho tomèt re  

Afin d 'appréc ier  le rôle éven tue l  d e  r ép res seu r  du s u c c i n a t e  sur  l e s  s y s t è m e s  

d e  t r anspor t  du g lucose  et du f ruc tose ,  nous avons  e s sayé  d e  m e t t r e  e n  év idence  e n  

b iophotornè t re  d e s  courbes  d e  cro issance  d iauxiques  d e  R. meliloti sur  d e s  milieux 

c o n t e n a n t  le  succ ina t e  e n  concen t r a t ion  l i rn i tan te  addi t ionné  d e  l'un ou  d e  l ' a u t r e  

d e s  hydra t e s  d e  carbone .  

L e s  essais e f f e c t u é s  sont  r appor t ées  sur  les f i gu res  40 et 41. 

C n  c o n s t a t e  qu 'a  la concen t r a t ion  d e  1 g/ l ,  le s u c c i n a t e  est un f a c t e u r  

l imi t an t  à l a  c ro i s sance  d e  R. meliloti dans  nos condit ions e x p é r i m e n t a l e s  (fig. 40). 

A cette c o n c e n t r a t i o n  et addi t ionné  d e  g lucose  ou d e  f ruc tose  à 1 g/1 également, il 

appa ra î t  cies c o u r b e s  d e  cro issance  se développant  e n  deux phases exponen t i e l l e s  

success ives  (fig. 41a et 4ib). I l  f a u t  n o t e r  q u e  la  phase d ' a t t e n t e  appa ra f t  à un 

niveau d e  dens i t é  ce l lu l a i r e  p ra t iquemen t  équ iva l en t  pour c h a c u n  des  deux  hydra t e s  

d e  c a r b o n e  et l é g è r e m e n t  supér ieur  à ce lu i  observé  a v e c  le succ ina t e  s eu l  à m ê r n e  

concen t r a t ion .  C e c i  m o n t r e  qu 'une p e t i t e  q u a n t i t é  d ' hydra t e s  d e  c a r b o n e  doit  ê t r e  

u t i l i sée  s i rnul tanément  a v e c  le succina te .  



T e m p s  

Figure 40 -Croissance de R. meliloti sur milieu RHBl additionné de succinate de 
sodium à 1 dl ouàm 

T e m p s  (h) 

b 
~ i g u r e  41 - Croissance de R. meliloti au milieu RHB contenant du succinate 

de sodium à 1 --né de gluceglucose à 1 g/l (a) ou d e  fructose à 
1 g/i (b) (Biophotomètre). 



4.3.2.2. !lesure d e  la répression des  sys tèmes d e  t ranspor t  du 

plucose  et du f ructose  par le succinate  

L a  mesure d e  la variat ion de l 'activité perméasique nécessite 1s récupérat ion 

des  cel lu les  en quant i té  suff isante  et à des  moments  précis d e  la croissance 

diauxique. Elle ne peut pas ê t r e  appliquée surles pe t i t s  volumes (10 rnl au maximum) 

des  cu l tu res  en  biophotomètre. Dans ces conditions, nous avons choisi  d e  cu l t ive r  

no t re  souche en  fermenteur  et d'en suivre le développement par la mesure d e  

l'oxygène dissous (HORNEZ et coll., 1957). 

- Recherche d'un KLa adéquat pcur l e  suivi d e  la croissance e n  continu. 

L e  suivi d e  la  croissance par la mesure  en  continu par sonde polarographique 

d e  l'oxygène dissous nécessite que le  KLa : 

- r e s t e  constant  durant  la  croissance,  

- soit  inférieur aux besoins d e s  cellules pour leur développement mais  soit suffi-  

s a m m e n t  é l e v é  a f i n  d ' é v i t e r  q u e  l ' oxygène  n e  d e v i e n n e  f a c t e u r  l i m i t a n t .  

C e s  conditions sont réal isées  par un KLa d e  35 h-l obtenu a v e c  une aé ra t ion  

cons tan te  d e  3 l /mn et une agi ta t ion de  180 tours lmn (fig. 42). 

Figure 42 - Suivi de  la croissance de  R. meliloti sur RHBl additionné d e  succi- 
nate à 1 g/l plus glucose m o u  fructose à 1 g/l (b) et con- 
trôle par mesure de la tique à 620 nm (Bioréacteur). 



On observe que, dans ces conditions, la mesure  d e  l'oxygène dissous r e f l è t e  

pa r fa i t ement  la croissance microbienne. C e t t e  technique nous pe rmet  sans multiplier 

les  préièvernents et donc les risques d e  contamination d e  si tuer e x a c t e m e n t  les 

moments  in téressants  pour contrôler les ac t iv i t és  perméases. 

- Mesure de la répression d u  système de transpwt d u  glucose. 

L a  souche a été cul t ivée  sur milieu RHBl e n  présence d e  glucose et de  

succinate ,  e n  concentra t ion l imi tante  (1 g/l). O u t r e  la croissance suivie en  continu 

par la  mesure  d e  l'oxygène dissous, que  nous n'avons pas représen tée  pour n e  pas 

surcharger  la  f igure 43, nous avons mesuré l a  disparition du glucose ainsi que 

l 'activité perméasique d e  cet ose sur d e s  échanti l lons régul ièrement  prélevés (f ig. 

43). 

L 
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~ i g u r e  43 - C u l t u r e  de R. meli loti  su r  milieu RHB addit ionné de  succ ina te  e n  
concentra t ion l imi tan te  et d e  glucose (L croissance de la souche,  

variat ion d e  la concentra t ion d u  glucose, H a c t i v i t é  de la 
perméase  a u  glucose). 



Durant la première  phase d e  croissance, on remarque q u e  la concentra t ion en 

glucose dans  le milieu var ie  t r è s  peu. L 'act iv i té  perméasique est t r è s  faible, 

cornparable d9ail l6urs à c e l l e  observée lors d e s  cul tures  a v e c  du succinate  cornrne 

source  d e  carbone. Cec i  indique q u e  le glucose peut  ê t r e  très faiblement accumulé  

par le sys tème  d e  t ranspor t  du succinate  mais plus probabiement par d 'aut res  

sys tèmes  d e  transport  d 'hydrates d e  carbone insensibles à l 'action inhibitrice du 

succinate. 

A l'opposé, la seconde phase d e  croissance est ca rac té r i sée  par une diminution 

croissante  d e  la concentra t ion e n  glucose dans le milieu e n  même temps  qu'une 

augmentat ion considérable d e  l 'activité perméasique. 

- Mesure de la répression du s y s t è m e  de transport d u  fructose. 

La m ê m e  expér ience réalisée sur le couple fructose-succinate est présentée  

su r  la figure 44. 

F i g u r e  44 - Cul tu re  d e  R. meliloti sur  milieu RHBl addit ionné de succ ina te  en 
concentra t ion l imi tan te  et d e  fructose ( co croissance d e  la souche, 
t-r variation d e  la concentra t ion d u  fructose,  H a c t i v i t é  de la 

perméase  arr fructose). 



On observe aussi, dans ce cas, une courbe d e  croissance diauxique mais a v e c  

une phase d e  la tence in termédiai re  plus courte. L e  f ructose  est légèrement  uti l isé 

d è s  la  première  phase d e  croissance et I'activité perméase  n'est pas  nulle. Lors  d e  

l a  seconde phase d e  croissance, l ' ac t iv i té  perméasique est ne t t ement  supérieure, le 

f ructose  est consommé rapidement.  

4.3.2.3. D i s p a r i t i o n  du  p h é n o m è n e  d e  d i a u x i e  p a r  a d d i t i o n  

d9AMP cyclique 

LIAMPc est l'un des  médiateurs  secondaires servant  d e  relais aux contrôles  

généraux d e  l 'activité des  gènes  et d e  leurs produits. Chez  les bactéries,  la  

première  indication d e  son rôle est décr i t e  par MAKMAN et SUTHERLAND e n  1965. 

On peut considérer aujourd'hui que  l'un des  e f f e t s  d e  I1AMPc est d e  p e r m e t t r e  par 

un contrôle  positif l'expression d'opérons responsables du catabol isme et ceci par 

l ' intermédiaire d e  son récep teur  C A P  : l e  complexe CAP-AMPc sera i t  un ac t iva teur  

d e  la  transcription des  opérons cataboliques. 

L a  croissance bactér ienne a donc été à nouveau suivie e n  biophotomètre sur 

milieu RHBl additionné d e  succinate  (1 g/l), d e  glucose ou d e  f ructose  (1 g/l) et de  

1'AMP cyclique à l a  concentra t ion finale d e  10 mM (fig. 45)- 

Temps (h) 

A 

~ i g u r e  45 - Croissance suivie au biophotomètre de R. meliloti sur milieu RHB 
additionné de succinate (1 g/l) et de glucose (A) <xi de fructose (B)! 



Dans c e s  conditions, on observe dans chacun des  cas la disparition d e  la 

diauxie par I1AMPC. On cons ta te  d e  plus que les temps d e  génération sont plus 

courts. 

Nous avons ainsi mis en  évidence la répression catabolique AMP cycl ique 

dépendante,  par le succinate,  des enzymes const i tu t i fs  glucose perméase  et f r u c t o s e  

perméase  chez Ra meliloti. 

4.4. Conclusion 

Nous avons montré  que  l'emploi d'analogues structuraux du glucose n'est pas  

a d a p t é  à l 'étude d e  son mécanisme de  transport ,  et ceci dans la mesure où ces 

produits pénètrent  à une vitesse beaucoup plus faible que le substrat  vrai  e t  qu' i ls  

sont  métabolisés. L'étude du pool accumulé à partir  d'a-méthyl-glucose montre qu'il 

s 'accumule dans le  cytoplasme essentiel lement d e  1' améthyl-glucose  et son dér ivé  

6 phosphorylé. L e s  expériences d e  déplacement  démontrent  que le substrat  est 

utilisé : 1' a-méthyl-glucose observé e s t  le  subst ra t  non t ransformé durant son 

t ranspor t ,  son dér ivé  6 phosphorylé e s t  un in termédiai re  d e  sa voie d e  dégradation. 

Il apparaî t ,  de plus, un produit non identif ié res tan t  à l 'origine dans no t re  s y s t è m e  

d e  séparation. 

L a  présence d'un produit à I'origine a également  été observée chez  R. legu- 

minosarum (GLENN et coll., 1984a). Après une chromatographie dans  un s y s t è m e  

solvant composé d e  butanol/éthanol/eau (4:3:2), ce produit représentait  15 % - 20 % 

d e  la  radioactivité to ta le  d'un ex t ra i t  réalisé après  une accumulation de a MeG 

(50 pm) par cette souche durant  10 mn. L e s  auteurs  on t  émis  l'hypothèse que ce pic  

se ra i t  composé d e  la radioactivité l iée à des  protéines. 

L e s  sys tèmes de  t ranspor t  du glucose et du f ructose  sont  chez R. meliloti d e s  

t ranspor ts  ac t i f s  dont  le fonctionnement e s t  lié à l 'énergisation d i rec te  d e  la 

membrane  plasmique par le t ranspor t  d e  protons et d 'électrons d e  la chazne 

r e s p i r a t o i r e  ( e f f e t  d e s  d é c o u p l a n t s  é n e r g é t i q u e s  et d e  l ' ion c y a n u r e )  ; 1 'ATP 

intracellulaire n ' intervient que  t r è s  peu (effe t  de  I'arséniate). Chez les bactéries,  le 

sys tème  respiratoire et la  phosphorylation oxydative siègent dans l a  membrane 

plasmique qui e s t  également  le support de  tous les sys tèmes d e  transport .  La pi le  à 

protons pourrait  avoir  d 'aut res  usages que la synthèse d e  I'ATP et e n  part iculier  

avoir  un rôle pivot d i rec t  dans le fonctionnement des  mécanismes d e  transport .  

Même si l ' e f fe t  du fluorure d e  sodium est plus marqué pour la  perméase  au 

f ructose ,  le t ranspor t  des hydrates d e  carbone ne semble pas PEP-dépendant, e n  

accord a v e c  les résul ta ts  des  au t res  auteurs  sur d 'autres espèces  de Rhizobium (cf. 

Introduction, 4.2.2.1 .). 



Chacune des  perméases possède des  groupements -SH qui doivent res ter  libres 

pour le bon fonctionnement du transport  (ef fe t  du NEM). Celui-ci dépend éga lement  

d e  la  présence d'ions métalliques, d 'autant plus pour le transport  du f ructose  q u e  du 

glucose (effe t  de  IIEDTAk). 

L e  g l u c o s e  et l e  f r u c t o s e  p o s s è d e n t  l e u r  p r o p r e  s y s t è m e  d e  t r a n s p o r t ,  

ce r ta inement  consti tutif ,  et dont  les constantes  cinétiques sont t r è s  proches. II n 'est  

d è s  lors pas possible d'expliquer l 'accumulation d e  l'acide 2 céto-gluconique dans  les 

milieux d'incubation additionnés d e  glucose, par un défau t  d e  fonctionnement d e  sa 

perméase  permet tan t  I 'accumulation du subst ra t  a u  voisinage des  déshydrogénases 

membranaires. 

Les  perméases  du glucose et du f ructose  subissent la répression catabolique 

AMPc dépendante par le succinate  d e  sodium. C 'es t  la première fois que  ce 

phénomène est décr i t  chez Rhizobium. L e  mala te  et le fumarate ,  au t res  acides  

dicarboxyliques du cycle  d e  Krebs, montrent,  dans des  expériences qui ne sont  pas  

décr i t e s  ici, une utilisation simultanée d e  leur mélange avec  le glucose et le 

fructose.  

L a  répression des sys tèmes de  t ranspor t  des hexoses par des  in termédiai res  du 

cyc le  d e  Krebs a dé jà  été signalée chez Rhizobium (cf. Introduction, 4.2.2.3.) mais  

n 'est  jamais levée par I'AMPc lorsqu'il est employé. Jusqu'alors les auteurs  n 'ont 

pas  parlé d e  répression catabolique chez Rhizobium. II f au t  dire que son mécanisme 

est encore  mal connu : la  relat ion d e  cause  à e f f e t  e n t r e  la répression catabolique 

et le niveau intracellulaire d e  I'AMP e s t  mise en  question d e  plus e n  plus souvent 
C 

et il sera i t  ce r ta inement  plus opportun d e  considérer que la modulation des e f f e t s  

d e  I'AMP e s t  la  conséquence plutôt que la cause  de  la répression catabolique 
C 

(ULLMANN et DANCHIN, 1986). 



C O N C L U S I O N  



Rhizobium développe sur les ~ é g u m i n e u s e s  une symbiose ac t ive  se t raduisant  

p a r  l a  n u t r i t i o n  a z o t é e  du  c o u p l e  b a c t é r i e - p l a n t e  aux  d é p e n s  d e  l ' a z o t e  

atmosphérique. De nombreux travaux sont  réalisés concernant  les aspec t s  génétiques 

et  b i o c h i m i q u e s  d e  la f i x a t i o n  d e  cet a z o t e  pa r  r é d u c t i o n .  L e  m é t a b o l i s m e  

hydrocarboné n'a été abordé en  déta i l  que beaucoup plus tardivement  et l 'analyse 

bibliographique montre  que R. meliloti,  du groupe d'inoculation d e  l a  luzerne, e s t  

r e s t é  peu t ravai l lé  et peu connu, sur tout  e n  ce qui concerne le métabolisme 

énergétique.  

Nous avons pu, au cours  de  nos travaux, montrer que : 

- R. meliloti  in fec te  les plantules aseptiques d e  luzerne en  induisant la 

format ion d e  nodules sur les racines. Leur observation au microscope électronique 

f a i t  apparai t re  les profondes transformations morphologiques d e  l a  bactér ie  lors de  

s a  maturation e n  bactérolde  : la  cellule bactérienne,  séquest rée  dans une membrane 

d'origine végétale,  s e  déforme et il apparaît ,  dans son cytoplasme, des  formations 

membranaires surnuméraires s e  développant parallèlement aux s t ruc tu res  par ié ta les  

du microorganisme. 

- R. m e l i l o t i  p o s s è d e  une  p a r t i c u l a r i t é  m é t a b o l i q u e  l e  d i s t i n g u a n t  d e  

l 'ensemble des  souches des au t res  groupes d'inoculation à croissance rapide et donc 

utilisable pour sa  classification : dans les  conditions classiques du laboratoire, son 

incubation e n  présence d e  f ructose  fournit  des  milieux t r è s  visqueux, riches en  

polysaccharides, sans modification d e  pH. P a r  contre ,  en présence d e  glucose, 

I 'acidification des  milieux est importante.  

C e t t e  acidification n 'es t  due qu'à l 'accumulation d'un seul produit acide dont  

l ' é tude du comportement  électrophorétique et chromatographique, la  nature  des  

dér ivés  2-4 dinitrophényl-hydrazones et quinoxalinols ainsi que le spec t re  infra-rouge 

l ' identif ient  à l 'acide 2 céto-gluconique. 

- La voie du 2 céto-gluconique e s t  ca ta lysée  par des  enzymes membranaires 

inductibles : la  glucose déshydrogénase et la gluconate déshydrogénase. C e s  enzymes  

on t  des  constantes  de  dissociation é levées  (Km apparent  = 0,35 et 0,54 mM 

respect ivement)  et fonctionnent e f f i cacement  dès  lors que les concentra t ions  e n  

glucose sont importantes.  L'acide 2 céto-gluconique apparaî t  dans tous les cas 

d'incubation en  présence d e  glucose mais disparaît par la suite si la concentra t ion 

e n  glucose est limitante. Il peut  donc ê t r e  au besoin utilisé par la cellule. L ' ac t iv i t é  

2 céto-gluconate réductase  cytoplasmique mesurée laisse penser qu'il peut e n t r e r  t e l  

quel  dans la cellule pour y ê t r e  métabolisé par la voie d e  dégradation de  l 'acide 

gluconique. 
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L e  fonctionnement de  cette voie varie aussi e n  fonction des  conditions de  

t r ans fe r t  e n  oxygène durant le développement des  cellules bactériennes.  L'oxygène, 

comme pour la nitrogénase, semble ê t r e  un é lément  régulateur et on peut penser 

que la voie du 2 céto-gluconique fonctionne lors d e  la symbiose, condition dans 

laquelle la leghémoglobine l imi te  les pressions part iel les en  gaz. 

- On retrouve dans le cytoplasme d e  R. meiiloti les activités,  plus ou moins 

importantes,  de la tota l i té  d e s  enzymes caractér is t iques  d e s  voies d e  dégradations 

classiques des  hydrates de  carbone : Embden-Meyerhof-Parnas, Dickens-Horecker et 

Entner-Doudoroff et cec i  que les cellules bactériennes soient cult ivées en  présence 

d e  glucose ou d e  fructose. Mais l ' isolement d'un mutant  phosphoglucose isomérase 

n é g a t i v e  et  l ' é t u d e  d e  s e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  o n t  m o n t r é  q u e  s e u l e  l a  v o i e  

d'Entner-Doudoroff permet  d 'assurer la croissance de  R. meliloti. Le glucose 

s'écoule e n  grande par t ie  par cette voie, le f ructose  doit  remonter la glycolyse 

jusqu'au glucose-6-phosphate d'où il est métabolisé comme le glucose. 

L e s  au t res  voies doivent t r è s  ce r ta inement  fournir des  précurseurs a l imentant  

les voies anaboliques : par exemple  la synthèse des bases puriques ou pyrimidiques à 
partir  d ' intermédiaires de  la voie des  pentoses. 

L'analyse des  quotients respiratoires,  dans d e  bonnes conditions d e  respiration, 

indique que le cycle  des  acides tricarboxyliques e s t  fonctionnel. 

- L e s  é t u d e s  r e s p i r o m é t r i q u e s  e n  p r é s e n c e  d e  f r u c t o s e  o u  d e  g l u c o s e  

montrent,  en  c a s  d e  surcharge d e  ce dernier, un défaut  de  son oxydation complète.  

Cec i  n 'es t  pas lié à la sa tura t ion d'un mécanisme d e  t ranspor t  pe rmet tan t ,  par 

exemple,  d e  laisser s 'accumuler le glucose dans l 'espace périplasmique jusqu'à une 

concentra t ion tel le que la glucose déshydrogénase et la g luconate  déshydrogénase en  

t ransforment  une par t i e  e n  ac ide  2 céto-gluconique. En e f f e t ,  la comparaison des  

perméases  du glucose et du f ructose  nous montre  que chacun d e  ces oses e s t  

véhiculé dans  le cytoplasme des  cellules par un système propre,  consti tutif ,  dont les 

cons tan tes  de  dissociation sont  d e  l 'ordre du pM (Km apparent  0,7 et 0,2 pM 

respect ivement)  et les vitesses d e  fonctionnement proches (Vmax 38 et 5 nanomoles 

d e  subst ra t  t ranspor té  par mg protéines et par mn respectivement). 

C e s  enzymes véhiculent chacun des subst ra ts  sans les transformer,  leur 

fonct ionnement  e s t  lié 5 l 'énergisation d i rec te  de  la membrane cytoplasmique par le 

t ranspor t  des  protons et des é lec t rons  de  la  chaîne respiratoire. 

C e s  sys tèmes subissent la répression catabolique par le succinate. On sait,  par 

ailleurs, q u e  cet ac ide  dicarboxylique e s t  fourni en  quant i té  importante  par les 

Légumineuses dans les nodules infectés  (cf. Introduction : 5). L e s  bactéroTdes 

p e u v e n t  l ' a c c u m u l e r  a c t i v e m e n t  c o m m e  l e s  c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  l i b r e s  (c f .  



Introduction : 3.2.2. et 4.2.3.). Pa r  contre ,  c e s  bactéroîdes on t  perdu, par rappor t  

a u x  c e l l u l e s  l i b r e s ,  la c a p a c i t é  d e  t r a n s p o r t e r  a c t i v e m e n t  l e s  h e x o s e s  (cf. 

I n t r o d u c t i o n  : 3.2.1.). D a n s  ces c o n d i t i o n s ,  o n  p e u t  p e n s e r  q u e  l ' a c i d e  2 

céto-gluconique, qui peut ê t r e  fo rmé  sans  pénétration préalable du glucose dans  le 

cytoplasme, représente  une possibilité pour la ceilule bactérienne en  symbiose d e  

consommer,  malgré la disparition d e  ce r ta ines  d e  ses  perméases, le glucose fourni 

par la  plante. 

Il f au t  noter,  par ailleurs, que le succinate ne  répr ime pas les enzymes  

impliqués dans le catabolisme des  glucides. Nous sommes en  présence d'un sys tème  

d e  régulation tou t  à f a i t  original. 

L'ensemble d e  c e s  résul ta ts  nous a permis d e  construire pour Rhizobium 

meliloti le schéma métabolique suivant (fig. 46). 







Le ~ é m o i r e  décr i t  l 'utilisation du glucose et du f ruc tose  chez  Rhizobium 

mel lo t i  : dégradation, transport  et régulations. 

A p r è s  u n e  d e s c r i p t i o n  r a p i d e  du  g e n r e  Rhizobium et d e  s e s  p r o p r i é t é s  

symbiotiques, une synthèse bibliographique est présentée,  concernant  l'utilisation d e s  

glucides et dér ivés  ainsi que ce l l e  des  acides  organiques à l a  fois chez les  bac té r ies  

l ibres et chez  les bactéroïdes, issus d e  la  maturation d e  la  cellule bactér ienne e n  

symbiose avec  les  ~ é g u m i n e u s e s .  

Réalisée e n  microscopie électronique,  une é t u d e  préliminaire de  l 'association 

Rhizobium meliloti - luzerne mont re  q u e  lors d e  l ' infection d e  la  plante, l a  bac té r ie  

subit  d ' importantes modifications morphologiques. Elles se traduisent d'une part  pa r  

des  déformat ions  dues à l 'acquisition d'une ce r ta ine  plastici té d e  la  paroi et d ' au t re  

p a r t  à l a  m i s e  e n  p l a c e  d e  m e m b r a n e s  s u r n u m é r a i r e s  a c c o m p a g n a n t  l a  

t ransformat ion d e  la cellule en  bactéroîde.  

Tous les résul ta ts  présentés,  par ailleurs, concernent  des  manipulations sur  

Rhizobium en  cul ture  libre. 

L'observation d e  la  croissance d e  la  souche M5Nl d e  R. meliloti e n  présence 

d e  d i f f é r e n t s  s u b s t r a t s  c a r b o n é s  p e r m e t  d e  l e s  c l a s s e r  e n  d e u x  t y p e s  : 

- les  uns, acidifiants, dont le glucose, le  mannose, le galactose.  

- les a u t r e s  p e r m e t t a n t  k maintien du pH proche de  la neutra l i té  dont 'le f ructose ,  

l e  mannitol, le  sorbitol. 

L 'é tude du comportement  d e s  espèces  de  Rhizobium à croissance rapide, e n  

présence d'un représentant  d e  chacun d e  ces deux types  d e  subst ra t  (glucose et 

fructose),  a permis  de  définir I 'acidification e n  présence d e  glucose dans les milieux 

d'incubation c o m m e  un c a r a c t è r e  spécifique du groupe d'inoculation d e  l a  luzerne. 

C e t t e  a c i d i f i c a t i o n  est d u e  e x c l u s i v e m e n t ,  d a n s  nos  c o n d i t i o n s ,  à 
l 'accumulation d'acide 2 céto-gluconique identif ié : 

- par ses caractér is t iques  d e  migration e n  électrophorèse et en  chromatographie 

dans  di f férents  sys tèmes solvants ou tampons, 

- par l ' identification d e  ses dér ivés  2-4 dinitrophénylhydrazones et quinoxalinols, 

- par son spec t re  infra-rouge. 

L e s  e n z y m e s  p a r t i c i p a n t  à cette v o i e  du 2 c é t o - g l u c o n i q u e  s o n t  d e u x  

déshydrogénases membranaires inductibles : la  glucose déshydrogénase à NAD' o u  

NADP' (pHmax : 6,6) et la g luconate  déshydrogénase à NADP' (pHmax : 5,8). L e u r  

a f f in i t é  est fa ible  pour leur subst ra t  (respectivement Km apparent  = 0,35 mM, Vmax 

= 500 nanomoles de  glucose dégradé par mn et par mg d e  protéines ; Km apparent  = 

0,54 mM, Vmax = 0,33 nanomoles de  gluconate dégradé par mn et par mg d e  

protéines). Leur spécifici té est large  : l a  glucose déshydrogénase fonctionne sur le 



galactose,  le mannose, l e  glycérol ; le galactose  e n  e s t  un inhibiteur compéti t if .  

Leur e f f i cac i t é  est d 'autant  plus grande que la concentra t ion e n  glucose des  milieux 

d'incubation est élevée,  el le est également  favorisée par les faibles pressions 

part iel les en  oxygène. 

 étude du développement d e  R. meli loti  e n  présence d e  glucose ou d e  

f ructose  mont re  que l es  cinétiques d e  croissance sont comparables à l a  fois sur 

milieu complet  et sur milieu synthétique. P a r  ailleurs, les rendements  mol6culaires 

calculés  sont  identiques : on p e u t  donc dire que  R. meliloti,  pour se multiplier, 

utilise chacun d e  ces  deux subst ra ts  avec  la m ê m e  efficacité.  

Les  m e s u r e s  r e s p i r o m é t r i q u e s ,  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  suspens ions  c e l l u l a i r e s  

préalablement épuisées d e  leurs réserves énergétiques,  montrent  que, en  fa ible  

concentration,  glucose et fructose  sont oxydés to ta lement  e n  dioxyde d e  carbone et 

e n  eau. P a r  contre,  lorsque la  concentra t ion augmente,  le  quotient  respira toi re  

diminue régulièrement. L e  phénomène est d'autant plus marqué pour le glucose q u e  

pour le fructose.  L'acide 2 céto-gluconique apparaî t  dans les  milieux d'incubations 

contenant  du glucose mais  jamais dans ceux con tenan t  du fructose.  Par  contre ,  dans  

ce dernier cas, il apparai t  dans les  cellules des  é léments  résul tant  d'un métabol isme 

biosynthétique. 

L 'act iv i té  d e  la to ta l i t é  d e s  enzymes c lés  des  voies classiques d e  dégradation 

des  glucides (Embden-Meyerhof-Parnas, Dickens-Horecker, Entner-Doudoroff) a pu 

ê t r e  m i s e  e n  é v i d e n c e  et ceci à d e s  d e g r é s  d i f f é r e n t s .  L a  r e c h e r c h e  d e s  

in termédiai res  métaboliques après  des t emps  brefs  d'assimilation des  glucides a 

essent ie l lement  abouti à l ' identification dans le cytoplasme cellulaire d e s  subst ra ts  

eux-mêmes, d e  dérivés monophosphorylés et d'acides carboxyliques du cycle  d e  

Krebs mais n'a jamais permis l a  mise en évidence d e  dérivés diphosphorylés. 

L' isolement d'un mutant  métabolique phosphoglucose isomérase négative et 

son incapaci té  à se développer e n  présence de  f ructose  indique que le glucose et le  

f r u c t o s e  s o n t  d é g r a d é s  lo r s  d e  l a  c r o i s s a n c e  m i c r o b i e n n e  p a r  l a  v o i e  

dlEntner-Doudoroff. Il f a u t  noter, dans  ce cas,  1' accumulation d e  fructose-6-phosphate 

mais  aussi ce l le  de  f ruc tose  en quan t i t é  importante.  II est démont ré  que c e c i  est dû 

à l'inhibition d e  la fructokinase pa r  le produit d e  sa réaction. D e  plus, l 'observation 

d e  l a  croissance du m u t a n t  en présence d'arabinose et non e n  présence d e  xylose ou 

d e  ribose indique en accord  avec  d 'autres  auteurs  que I'arabinose est dégradé par  

u n e  v o i e  d i f f é r e n t e  d e  l a  v o i e  c l a s s i q u e  d e s  p e n t o s e s  d e  D i c k e n s - H o r e c k e r .  

Les  mécanismes d e  t ranspor t  des  glucides sont é tudiés  par la  mesure d e  

l ' e f f e t  des découplants énergét iques  (DNP, CCCP,  azide), du cyanure,  du fluorure et 

d e  l 'arséniate. Ce sont d e s  sys tèmes de  t ranspor t  ac t i f  dont le  fonctionnement est 

l ié à l lénergisation d i r e c t e  de  la  membrane  plasmique par le  transport  d e  protons et 



d ' é l e c t r o n s  d e  l a  c h a î n e  r e s p i r a t o i r e  d o n t  e l l e  est l e  suppor t .  L ' u t i l i s a t i o n  

d'analogues s t ructuraux t e l  que l'a-méthyl-glucose ou le  2 désoxyglucose n'est pas  

avantageuse  par rapport  aux subst ra ts  vra is  é t a n t  donné qu'ils sont métabolisés par 

R. meliloti. 

L e  glucose et le  f ructose  sont donc véhiculés au t ravers  d e  l a  membrane 

plasmique sans ê t r e  transformés.  La mesure  d e  l ' e f fe t  d e  l'addition d e  subst ra ts  

carbonés  simples sur leur accumulation montre  que chacun d 'entre  eux possède son 

propre sys tème d e  transport ,  spécifique. C e s  perméases  sont consti tutives et e l l e s  

p o s s è d e n t  d e s  g r o u p e m e n t s  t h i o l s  d a n s  l e  s i t e  a c t i f  ( e f f e t  du NEM). L e u r  

fonct ionnement  dépend éga lement  d e  la  présence d'ions métall iques (effe t  d e  

I'EDTA). 

Les  vitesses init iales d'accumulation du glucose et du f ructose  dépendent d e  

la  concentra t ion ex te rne  des  subst ra ts  selon une relat ion d e  pseudo-Michaelis. L e s  

cons tan tes  cinétiques mesurées  sont t r è s  proches : 

- pour la glucose perméase  : Km apparent  = 0,7 pM et Vmax = 38 nanomoies d e  

glucose t ranspor té  par mg d e  protéines et par mn, 

- pour la  f ruc tose  perméase  : Km apparent  = 0,2 pM et Vmax = 5 nanomoles d e  

f ruc tose  t ranspor té  par mg d e  protéines et par mn. 

D'autre  par t ,  on cons ta te  que chacun de  ces subst ra ts  est un inhibiteur 

compét i t i f  de  l 'accumulation d e  l 'autre (Ki mesuré a v e c  le f ructose  = 1,2 mM ; Ki 

mesuré  avec  le glucose = 2,8 mM). 

L 'act iv i té  des  perméases  est régulée par l e  succinate. Nous avons mis e n  

évidence des courbes d e  croissance diauxique lors du développement d e  R. meliloti 

sur des  milieux con tenan t  du succinate d e  sodium e n  concentration l imi tante  et du 

glucose ou du fructose.  L e  suivi du phénomène en  bioréacteur a été faci l i té  par  l a  

mise au point des  conditions du contrôle d e  la  croissance microbienne par la mesure  

e n  continu de  l'oxygène dissous. La  diauxie est levée par l 'addition aux milieux 

d'incubation d 'AMPc 10 mM. 

Chacune des  i e r m é a s e s  subit  la répression catabolique AMPc dépendante p a r  

le  succinate.  C e  phénomène d e  régulation est tout  à f a i t  original et n'a jamais été 
décr i t  chez  Rhizobium. 

L'ensemble des  résul ta ts  nous a permis  de  proposer pour Rhizobium meliloti 

un schéma métabolique d'utilisation du glucose et du fructose. 
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~6tabolisrne du glucose par la voie de Embden-Meyerhof f Parnas  (E MP) 
ou voie de la glycolyse 
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Métabolisme du glucose par la voie dVEntner-Doudoroff (ED) 
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Métabolisme du glucose par la voie de Dickens Horecker (DH) 
ou voie des pentoses Y 

1 : fructose 1-6 diphosphate aldolase ; 2 : transaldolase ; 3 : hexose diphosphatase ; 
4 : glucose phosphate isomérase ; 5 : transcétolase. 
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La famille des D-aldoses, comportant de trois à six atomes de carbone. 
Ces représentations doivent être considérées comme des formules 

projectives (d'après LEHNINGER, 198 1). 
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L a  famille des D-cétoses : forme en chaîne ouverte (d'après LEHNINCER, 1981). 
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Les désoxyoses : forme e n  chaîne ouverte (d'après LEHNINGER, 1981). 
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Les polyols dérivés d'oses (d'après LEHNINGER, 1981). I/ 



Le saccharose 
(0- 6 -0-fructofuranosyl-(2- I )-a -D-glucopyranoside) 

Le lactose (forme 6 ) 
(O- $ -D-galactopyranosyl -(I - 4)-$ -D-glucopyranose) 

Le maltose (forme 6) 
(4-0- a -0-glucopyranosyl- B -0-glucopyranose) 

i.1 L L E  @ 
Les dissacharidey (d'après LEHNINGER, 1981) 
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