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

Pour la croissance des bactér ies  hétérotrophes t e l s  que les Rhizobia, la 

production dfATP à par t i r  de  molécules organiques e s t  fondamentale.  L'association 

symbiotique des bac té r ies  du genre  Rhizobium a v e c  les Léguimeuses, qui se t radu i t  

par la formation d e  nodules racinaires, nécess i te  de grandes quant i tés  d'énergie. 

La  plante i n f e c t é e  fournit  les produits de  la photosynthèse a u  bactéroide,  

lequel conver t i t  ces subst ra ts  carbonés en  énergie  nécessaire pour le  maintien du 

nodule et e n  ATP et élect rons  pour l a  réduction d e  l ' azote  atmosphérique : 

N2 + 13 ATP + 6 NADPH + 6 ~ ~ -  Z N H ~ '  + 13 ADP + 13 P + 6 NADPI 6 e- 

+ C e t t e  réaction nécessite 355 KJ/ion NH4 formé. 

Les  mécanismes régulant cette production d'énergie se manifes tent  dans l e s  

séquences d e  dégradation des subst ra ts  carbonés. 

l T o u t e f o i s ,  l e s  R h i z o b i a ,  à l ' é t a t  d e  c e l l u l e s  l i b r e s  ou d e  b a c t é r o i d e s ,  

manifes tent  des  comportements  d i f férents  vis-à-vis des subst ra ts  énergétiques. L a  

croissance des  bac té r ies  est la fonction primordiale de la  cellule libre, a lors  que le  

bactéroide montre une é t ro i t e  spécif ic i té  vis-à-vis des subst ra ts  carbonés  pour l a  

réduction d e  l 'azote atmosphérique.  

Ainsi, malgré l 'abondance des  glucides dans les nodules des  Légumineuses, leur  

r ô l e  r e s t e  i n c e r t a i n  d a n s  l ' é t a b l i s s e m e n t  d e  l ' e f f i c i e n c e ,  c o n t r a i r e m e n t  a u x  

i n t e r m é d i a i r e s  du c y c l e  d e s  a c i d e s  t r i c a r b o x y l i q u e s  d o n t  l ' i m p l i c a t i o n  a été 
démontrée.  

Af in  d e  c o n t r i b u e r  à u n e  m e i l l e u r e  c o m p r é h e n s i o n  d e  l a  s y m b i o s e  

L é g u m i n e u s e - ~ h i z o b i u m ,  nous  a v o n s  c h e r c h é  d e s  m u t a n t s  m é t a b o l i q u e s  ou d e  

t ranspor t  des subst ra ts  carbonés chez  Rhizobium meliloti. 



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



1- - PRESENTATION DU GENRE RHIZOBIUM ET DE LA SYMBIOSE 

1.1. L e  genre Rhizobium 

Les  Rhizobia sont  des bacilles à gram négatif ,  capables d'induire la format ion 

d e  n o d u l e s  s u r  l e s  r a c i n e s  d e s  p l a n t e s  d e  la  f a m i l l e  d e s  ~ é g u m i n e u s e s .  

FRED et coll. (1932) répar t issent  les Rhizobium en  7 groupes formés par 

l ' e n s e m b l e  d e s  s o u c h e s  c a p a b l e s  d ' i n f e c t e r  une  L é g u m i n e u s e  d o n n é e  ( t ab .  1). 

C e p e n d a n t ,  cette c l a s s i f i c a t i o n  qui n e  f a i t  i n t e r v e n i r  q u ' e n v i r o n  1 0 0 0  

Légumineuses parmi les  13 000 connues (ALLEN et BALDWIN 1954) est inadaptée  à 
cer ta ines  souches de  R. leguminosarum, R. tr ifoli i  et R. phaseoli, qui sont  capables  

de  noduler d e  nombreuses plantes hôtes  communes. L'utilisation de  la  flagellation, 

des  é tudes  sérologiques et lysotypiques (DELEY et RASSEL 1965, VINCENT et 

HUMPHREY 1970) o n t  abouti à la  séparation du genre  Rhizobium e n  2 grands  

groupes (tab. 1) : 

- les souches à croissance l en te  du "cowpea group" et des groupes du Soja et du 

Lupin, 

- les souches à croissance rapide des groupes du Trèfle, du Pois, du Haricot  et d e  

la Luzerne. 

D'autres  c r i t è res  o n t  été utilisés pour différencier les  2 groupes d e  Rhizobium, 

notamment  l a  nutrition carbonée et l 'utilisation de  cer ta ines  voies enzymatiques que  

nous aborderons ultérieurement.  

1.2. La symbiose 

Le  phénomène d e  la symbiose est caractér isé  par une série d 'évènements  

c o n d u i s a n t  à un n o d u l e  " e f f i c i e n t " ,  c ' e s t - à - d i r e  f i x a n t  l ' a z o t e  a t m o s p h é r i q u e .  

L ' é tape  d'initiation fa i t  intervenir  un chimiotact isme des  Rhizobium vis-à-vis 

d e s  exsudats racinai res  des Légumineuses. 11 s'ensuit un enrichissement de  la  

rhizosphère e n  bactér ies  du genre  Rhizobium. L e s  Rhizobium s ' a t t achen t  ensuite aux 

poils radiculaires et forment  un cordon infectieux qui progresse dans le poil vers l e s  

cellules de  la ~ é g u m i n e u s e  hôte. C e s  dernières se différencient pour former  l e  

nodule. 

Sous l 'action de  la pectinase et d e  la cellulase, conjointemevt synthétisées par 

la bactér ie  et son hôte,  les cellules d e  Rhizobium sont l ibérées et se  différencient 

e n  "bactéroldes" de  na tu re  pléiomorphe. 



Groupe d'inoculation 
croisée  

Espèce de  
Rhizobium 

Croissance 

Pois 

Har icot  

Trèf le  

Luzerne 

Soja 

Lupin 

RI leguminosarum 

R. phaseoli 

R. trifolii 

R. meliloti 

R. japonicum 

RI lupini 

"Cowpea Group" R. cowpea 

rapide 

l en te  

Tableau 1 - Groupes d'inoculation croisée du genre Rhizobium. 



C e s  bactéroides acquièrent  alors le pouvoir d e  fixer l 'azote atmosphérique 

g r â c e  à la  nitrogénase. 

Le fonctionnement d e  cette enzyme est régulé par la Iéghémoglobine dont  ia 

globine est synthétisée par l a  p lante  et l 'hème par Rhizobium. 

C e t t e  protéine assure  le  transport  d e  l'oxygène du cytosol anaérobique d e s  

cellules hôtes aux bactéroides,  tout  e n  protégeant  la nitrogénase de l ' inactivation 

par l'oxygène. 

II. - NUTRITION CARBONEE DES CELLULES LIBRFc DE RHIZOBIUM 

De nombreux t ravaux o n t  examiné la  diversi té nutritionnelle d e s  sources d e  

carbone utilisées par les espèces  d e  Rhizobium. 

L e  tableau 2 représen te  l'utilisation des  subst ra ts  énergétiques par les  espèces  

d e  Rhizobium. 

Les Rhizobia à croissance rapide sont capables de  c ro î t re  sur une g rande  

var ié té  d e  subst ra ts  carbonés  t e l s  que les hexoses, pentoses, acides organiques, di et 

trisaccharides. Les  Rhizobia à croissance lente  sont, par contre,  incapables d'utiliser 

les  acides organiques, les  di  et trisaccharides. Les  acides  organiques sont  cependant  

t ranspor tés  et oxydés par ce second groupe d e  Rhizobium (KEELE et coll., 1970 ; 

STOWERS et ELKAN, 1984). 

Le glycérol const i tue  l a  source d e  carbone l a  plus universelle pour l a  

croissance d e  tou tes  les espèces  d e  Rhizobium (ARIAS et MARTINEZ-DRETS, 1976). 

III. - TRANSPORT DES SUBSTRATS CARBONES PAR LES CELLULES LIBRES DE 

RHIZOBIUM 

3.1. Transport des  disaccharides 

L e s  R h i z o b i a  à c r o i s s a n c e  l e n t e  s o n t  i n c a p a b l e s  d e  t r a n s p o r t e r  l e s  

disaccharides (ELKAN et KWIK, 1968) ; ceux à croissance rapide possèdent au moins 

2 systèmes de  transport ,  un commun au saccharose,  maltose et tréhalose, et l 'aut re  

spécifique au lactose (GLENN et DILWORTH, 1981b). 



Source de carbone Rhizobium à croissance Rhizobium à croissance 
rapide lente  

Glucose 
Fruc tose  
Galactose  
Gluconate 

M annose 
Mannitol 

R ham nose 
Dulcitol 

Arabinose 
Xylose 

Raf f inose 
S a c c  harose 

Lactose  
Tréhalose 
Glycérol 
Pyruvate  
C i t r a t e  

Succinate  
F u m a r a t e  

Malate 

Tableau 2 - Nutri t ion ca rbonée  c h e z  Rhizobium (d'après STO WERS, 1985, modifié). 

a : l a  major i té  des souches sont capables d'utiliser l a  source de 
carbone 

b : croissance non déterminée 
c : a u  moins une souche e s t  capable d'utiliser l e  subst ra t  carboné.  
d : aucune souche n 'est  capable d'utiliser l a  source d e  ca rbone  



3.2, Transport  des hexoses 

Le mécanisme d e  transport  du glucose a été bien é tabl i  c h e z  Rhizobium 

(HUDMAN et GLENN, 1980 ; DE VRIES et coll., 1982 ; STOWERS et ELKAN, 1983 ; 

THEODOROPOULOS, 1986). 

Le glucose est t ranspor té  ac t ivement  par énergisation de  la  membrane 

plasmique. Son accumulation n'est pas  observée lorsque les  cellules d e  R. legumi- 

nosarum ou R. meli loti  sont cul t ivées  sur succinate ou m a l a t e  c o m m e  source de  

carbone (HUDIMAN et GLENN, 1980 ; DE VRIES et coll., 1982 ; HORNEZ et coll., 

1984). HORNEZ et coll. (1984) o n t  montré,  chez  R. meli loti  M5N1, q u e  le succinate  

r é p r i m e  l a  g l u c o s e  p e r m é a s e ,  et l ' a d d i t i o n  d ' A M P c  l è v e  cette r é p r e s s i o n .  

Comme le glucose, le f ructose  est accumulé par un processus act i f  dépendant 

d e  l 'énergisation de la  membrane (GLENN et DILVC'ORTI-1, 1981a ; SAROSO et coll., 

1984 ; HORNEZ, 1987). 

RONSON et PRIMROSE (1979) o n t  montré, par  le biais d'un mutant  f ruc tose  

perméase- d e  R. trifolii,  que l es  sys tèmes  de  t ranspor t  d e s  hexoses ne sont  pas  

nécessaires pour l 'établissement d'une symbiose efficiente.  

Le t ranspor t  du mannose c h e z  R. meli loti  est actif (ARIAS et coll., 1982) et 

répr imé lorsque les cellules sont cul t ivées  sur succinate. 

De par l 'action des  découplants énergétiques sur le t ranspor t  des  hexoses chez  

Rhizobium, l 'utilisation de  mutan t s  métaboliques a permis d e  montrer la n a t u r e  

ac t ive  de ces systèmes d e  transport. Ainsi, les mutan t s  fructokinase- d e  R. mel i lo t i  

(GARDIOL et coll., 1982) et R. leguminosarum (GLENN et coll., 1984a) accumulent  

l e  f ructose  à l ' intérieur des cellules. C e s  transports ne sont  pas réalisés par  un 

sys tème  PTS. C e  syst&rrie est aussi absent  chez  R. t r i fo l i i  puisque le mutan t  

glucokinase- ~ o s s è d e  l 'ac t iv i té  glucose perméase mais res te  incapable d e  c ro î t re  e n  

présence d e  glucose (RONSON et PRIMROSE, 1979). Le  t ranspor t  ac t i f  des hexoses 

c h e z  Rhizobium par des  sys tèmes non-PTS est e n  accord a v e c  les résul ta ts  r epor tés  

c h e z  d 'autres  bactér ies  aérobies (ROMANOV et coll., 1980). 

3.3. Transport  d e s  acides  dicarboxyliques e n  C4 

Le tableau 3 résume les é tudes  de  transport  des  acides  dicarboxyliques c h e z  

les  d i f férentes  espèces d e  Rhizobium. 



Paramètres cinétiques ln hibi t ion du transport par 
Espèce et Substrat Nature de Nature du Références 

souche transporté l'accumulation système 
étudiées Km(a) Vmax(b) Découplants NEM Cyanure ArGniate 

inergé t igues 

R. Legum' uw>s~lm 
CF 160 succinate 2.6 78,O Active par 

rnaiate énergisation Finan et 
CFS 18 succinate 1.9 36,O ++ ND ND - de la membrane inductible coll., 1981 

malate 
WU 235 succinate ND ND ++ ++ ++ - constitutif C l m  et (I 

coll., 1980 

R. cowpca 
NGR 23b ruccinate ND ND ++ ND ND ND (I inductible Saroso et 

coll., 1984 
USDA 3278 succinate 10,O 23,O ++ ++ ++ - II constitutif San Francisco 

malate 6.1 797 ++ ++ ++ - (I et Jacobson, 
1985 

R. japonhm 
USDA 1-1 10 wccinate 7.3 22.5 + + ++ ++ - Il 

malate 6.7 12,6 + + ++ ++ - (I 

II San Francisco 
(I e t  Jacobson, 

1985 
USDA 1 10 succinate 3.8 196 ++ ND ++ - (I plut& hlcAllister 

USDA 217 succinate 1 393 ++ ND ++ - (I inductible et  Lepo, 1983 

R. trifolü 
CF 7012 succinate ND ND ND ND ND ND ND inductible Ronson et 

coll., 1981 

Tableau 3 - L e  transport des acides  dicarboxyliques en C et sa régulation chez 
l a  ce l lules  libres de Rhizobium (d'=prés TH~ODOROPOULOS, 1986). 

Abréviations utilisées : 
N D  : non déterminé ; ++ : inhibition supérieure à 80 % ; = : inhibition 
entre  55 et 80 % ; + : inhibition entre 45 et 55 % ; - : pas d'inhibi- 
tion ; (a) valeurs exprimées e n  pMolaire ; (b) : valeurs exprimées e n  
nmoles.mn x mg de protéines. 



Les  cinétiques d'accumulation montrent  que les  perméases spécifiques aux 

acides  dicarboxyliques fonctionnent c o m m e  des enzymes  Michaeliennes, les  km 

apparents  sont d e  l'ordre du millimolaire. 

Le  t ranspor t  d e  ces acides  est réalisé par un mécanisme actif  et la n a t u r e  

inductible ou consti tutive du système perméasique est dépendante d e  la souche 

étudiée. 

RONSON et coll. (1981) et FINAN et coll. (1981) ont  montré,  respect ivement  

chez  R. tr ifoli i  et R. leguminosarum, que le succinate,  mala te  et f u m a r a t e  

possèdent le m ê m e  système d e  transport  e n  ve r tu  de  l'inhibition compét i t ive  

exercée  par le f u m a r a t e  ou le malate  sur le transport  du succinate  et aussi du f a i t  

que  les mutants  déficients au  niveau de  la perméase a u  succinate  n'utilisent pas  non 

plus les  deux a u t r e s  acides dicarboxyliques. 

L' importance majeure d e  ce système de  transport ,  c o m m e  support d e  la 

f ixation d 'azote,  a été montrée  chez  diverses espèces  de  Rhizobium. Ainsi, d e s  

mutan t s  de  R. t r i fo l i i  (RONSON et coll., 19811, R. leguminosarum (FINAN e t  coll., 

1981) et R. meli loti  (BOLTON et coll., 19861, incapables de  t ranspor ter  les a c i d e s  

d i c a r b o x y l i q u e s  e n  C 4 ,  f o r m e n t  d e s  n o d u l e s  i n e f f i c i e n t s .  C e s  nodules  s o n t  

b lanchâtres  et dépourvus d e  Iéghémoglobine (FINAN et coll., 1981 ; RONSON et 

coll., 198 1). 

IV. - METABOLISME DES SUBSTRATS CARBONES PAR LES CELLULES LIBRES 

DE RHIZOBIUM 

Les  figures 1 et 2 représentent  les  principales voies d e  dégradation d e s  

subst ra ts  carbonés chez  Rhizobium. 

4.1. Métabolisme d e s  disaccharides 

L'utilisation des  disaccharides e s t  res t re inte  aux Rhizobia à croissance rapide  

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

- L'invertase e s t  d é t e c t é e  uniquement dans l e s  e x t r a i t s  d e  cellules d e  

R. meliloti, R. leguminosarum et R. tr ifoli i  (MARTINEZ-DRETS et coll., 1974). Son  

ac t iv i t é  est é levée  lorsque les cellules sont cult ivées sur saccharose indiquant l a  

na tu re  inductible d e  cette enzyme. 

- L e  métabolisme du lactose  est aussi réduit  aux Rhizobia à croissance rapide  

(GLENN et DIL LYIORTK, 198 1 b). La  l'3 -galactosidase est présente  dans les e x t r a i t s  
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Figure 2 - Métabolisme des substrats carbonés chez Rhizobium à croissance lente. 



cellulaires d e  R. meliloti, R. leguminosarum et R, trifolii e n  croissance sur lac tose  

(UCKER et SIGNER, 1978 ; GLENN et DIL\XIORTH, 1981b) et la  na tu re  inductible 

ou consti tutive est dépendante de  la  souche étudiée. 

UCKER et SIGNER (1978) observent chez R. meliloti une croissance diauxique 

en  présence d e  lac tose  et de  succinate. C e  dernier réduit le taux de  8-galactosidase. 

Ils suggèrent que le succinate  est un répresseur catabolique d e  la 8-galactosidase. 

4.2. ~ é t a b o l i s m e  des hexoses 

Les  analyses enzymat iques  (KATZNELSON et ZACALLO, 1957 ; KEELE et 

coll., 1969 ; CLENN et coll., 1984b) et radiorespirométriques (KEELE e t  coll., 

1970 ; STOWERS et EAGLESHAM, 1984) o n t  permis d e  montrer  l ' importance d e  la 

voie d'Entner-Doudoroff dans la dégradation des  hexoses dans la majori té d e s  

espèces  d e  Rhizobium, 

- L a  production d e  pyruvate à par t i r  de  gluconate-6-phosphate et aussi l a  

présence de  la gluconate-6-phosphate déshydratase et de la 2-céto-3-désoxy-gluconate-6- 

phosphate aldolase on t  été observées pour des  cellules e n  croissance sur glucose 

(KEELE et coll., 1969 ; MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972 ; STOWERS et ELKAN, 

1983 ; GLENN et coll., 1984b). L' importance de  la voie ED dans la dégradation du 

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

R. japonicum (KEELE et coll., 1969 ; KEELE et coll., 1970) et Rhizobium sp. 32H1 

(STOWERS et ELKAN, 1983 ; STO1iCIERS et ELKAN, 1984). 

L a  v o i e  d 'Embden-Meyerhof f  P a r n a s  est p r é s e n t e  c h e z  R. japonicum 

(MULONGOY et ELKAN, 1977a), R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1983) et absen te  

chez  R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 19791, R. leguminosarum (GLENN et coll., 

1984b) et R. meliloti (ARIAS et coll., 1979). 

La  dégradation du glucose par cette voie a été cor ré lée  au taux d 'efficience 

symbiotique chez  R. japonicum (MULONGOY et ELKAN, 1977a). C e t t e  re la t ion 

res te  invérif iée du moment  que  les bactéroides d e  R, japonicum ne peuvent ni 

t ranspor ter  ni métaboliser ac t ivement  le  glucose (TUZIMURA et MEGURO, 1960 ; 

REIBACH et STREETER, 1984). 

L a  voie de  Dickens-Horecker ou voie des pentoses phosphates est rencontrée  

exclusivement chez  les  Rhizobia à croissance rapide. MARTINEZ-DRETS et ARIAS 

(1972) utilisent la  gluconate-6-phosphate déshydrogénase à NADP, l 'enzyme clef d e  

cette voie, pour différencier les deux groupes de  Rhizobium. 



- L e  métabolisme du f ructose  a été é tud ié  chez  R. meliloti et R. legumino- 

samm e n  utilisant des  mutants  fructokinase- (GARDIOL et coll., 1980 ; GLENN et 

coll., 1984a) incapables d'utiliser le fructose. L a  capac i t é  d e  ces mutan t s  à c r o î t r e  

sur glucose ou mannose indique la spécifici té d e  la f ructokinase  pour son substrat .  

D 'autre  part ,  GLENN et coll. (1984b) on t  montré, chez  R. leguminosarum, que  

le  f ructose  rejoint l e  6-P-C respect ivement  par l ' intermédiaire d e  la fructokinase,  

d e  la glucose-6-phosphate isomérase et de la glucose-6-phosphate déshydrogénase. 

L e  g l u c o n a t e - 6 - p h o s p h a t e  est e n s u i t e  m é t a b o l i s é  p a r  l e s  v o i e s  ED e t  P P .  

A c ô t é  des  voies du métabolisme énergétique du glucose et du fructose,  

R. meliloti emprun te  d 'aut res  voies annexes. Le  glucose est à l 'origine d'une 

acidification des  milieux d'incubation due à la  production d 'acide 2-cétogluconique 

( H O R N E 2  e t  coll . ,  1976) a l o r s  q u e  l e  f r u c t o s e  f a v o r i s e  l a  p r o d u c t i o n  

d'exopolysaccharides (COURTOIS et coll., 1983). C e  c r i t è r e  a été utilisé pour 

différencier R. meliloti des a u t r e s '  espèces de  Rhizobium à croissance rapide. 

- L e  métabolisme du mannose a été é tud ié  chez  R. meliloti (ARIAS et coll., 

1982). L a  mannokinase fournit  le  mannose-6-phosphate qui, par  isomérisation, donne 

l e  F-6-P. C e  dernier est utilisé par la  voie ED. 

- Deux voies d'utilisation du galactose sont connues c h e z  les bac té r ies  : 

. la  voie Leloir (MAXWELL et coll., 1962) présente  chez  les  en té robac té r ies  : 

Ga1 - Gal-1-P - G-1-P - G-6-P, 

. et la voie De Ley-Doudoroff présente  chez les espèces de Pseudomonas (DE LEY 

et DOUDOROFF, 1957) : Ga1 , galactono-y-lactone -, ga lac tona te  - 2 céto- 

3-d~soxy-gluconate-6-phosphate - pyruvate + .glycéraldéhyde-3-phosphate. 

L a  p r é s e n c e  d ' a c t i v i t é  g a l a c t o s e  d é s h y d r o g é n a s e  c h e z  R. mel i lo t i  

(CERVENANSKY et ARIAS, 1984) et R. trifolii (RONSON et PRIMROSE, 1979), 

ainsi que la  capac i t é  des  mutan t s  G-6-P déshydrogénase- et ED- à cro î t re  sur 

galactose  suggèrent que la voie Leloir n'est pas fonctionnelle chez  Rhizobium. 

D'autre  pa r t ,  ARIAS et CERVENANSKY (1986) ont  montré  c h e z  R. meliloti la  

présence des  enzymes  de  la voie De  Ley-Doudoroff et l ' incapacité d e s  mutan t s  2 

~~to-3-d~soxy-~alactonate-6-~hos~hate aldolase- à cro î t re  sur galactose.  



1 
4.3. ~ é t a b o l i s m e  des polyols 

L e  mannitol et l 'arabitol utilisent une même déshydrogénase c h e z  R, meli lo t i  

(MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1970), tandis que le sorbitol est métabolisé e n  

f ruc tose  par une déshydrogénase spécifique. 

L e  glycérol est t ransformé e n  glycérate-3-phosphate par l ' intermédiaire d e  la 

glycérol kinase et d e  la glycérol  phosphate déshydrogénase. L e  glycérate-3-phosphate 

est e n s u i t e  m é t a b o l i s é  e n  p y r u v a t e  (ARIAS et MARTINEZ-DRETS, 1976).  

4.4. Métabolisme des  pentoses  

- Chez  les Rhizobia à croissance lente,  I 'arabinose est déshydrogéné e n  

L - a r a b i n o l a c t o n e ,  q u i  est h y d r o l y s é  e n  a r a b i n a t e .  C e l u i - c i  est d é s h y d r a t é  e n  

2-céto-3-désoxy-arabinate, q u i  se s c i n d e  e n  p y r u v a t e  et a c é t a l d é h y d e  p a r  

l ' intermédiaire de  l'aldolase (PEDRODZ et ZANCAN, 1974). C e t t e  enzyme est 

absen te  chez  les Rhizobia à croissance rapide (MAKTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972) 

q u i  u t i l i s e n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l a  2-céto-3-désoxy a r a b i n a t e  d é s h y d r a t a s e  

(DUNCAN, 1979). 

- L e s  voies d'utilisation du xylose et du ribose ne  sont  pas bien déterminées  

chez  Rhizobium. Ainsi, le m u t a n t  ribokinase- d e  R. leguminosarum (DILWORTH et 

coll., 1986) es t  incapable d e  c ro î t re  sur ribose, mais continue à consommer ce 

pentose à la même vitesse q u e  la  souche sauvage. 

Chez  R. meliloti,  le m u t a n t  G-6-P isomérase-, bloqué au niveau du F-6-P, est 

incapable d'utiliser le xylose ou le  ribose. L e  métabolisme de  c e s  deux subst ra ts  a 

lieu via le F-6-P (ARIAS et coll., 1979). 

4.5. ~ é t a b o l i s m e  des  acides organiques 

L e  succinate, le  f u m a r a t e  et le mala te  sont  métabolisés suivant le  cycle d e s  

acides  tricarboxyliques (KEELE et coll., 1970 ; MULONGOY et ELKAN, 1977a ; 

STOWERS et ELKAN, 1984). 

Le  mutant succinate  déshydrogénase- d e  RI meli loti  (GARDIOL et coll., 1982) 

est i n c a p a b l e  d ' u t i l i s e r  l e  s u c c i n a t e ,  l e  g l u t a m a t e ,  l ' a c é t a t e ,  l e  p y r u v a t e  ou  

I 'arabinose comme source d e  carbone. C e s  subst ra ts  rejoignent le cyc le  des ATC. 



L e  gluconate  est utilisé chez  R. japonicum (KEELE et coll., 1970) et 

R. cowpea (STOWERS et ELKAN, 1984) principalement par la  voie ED et à un d e g r é  

moindre par la  voie cétogluconate  (KG) suivant laquelle le  2-cétogluconate, issu d e  

la  déshydrogénation du gluconate, est soit  phosphory lé  e n  2-céto-6-phosphogluconate 

puis réduit e n  6-phosphogluconate, soit  soumis à l a  voie non phosphorylée qui 

conduit à 1' a-cétoglutara te .  

VI - T R A N S P O R T  DES SUBSTRATS CARBONES P A R  LES BACTEROIDES 

Une var ié té  d e  subst ra ts  carbonés, disponibles dans le  cytosol des cel lu les  

hôtes, const i tue  des  sources d 'énergie potentielle pour la  réduction de l ' azo te  

atmosphérique c h e z  les bactéroides. 

L e  saccharose,  l e  glucose et l e  f ructose  sont  les plus abondants dans l e s  

nodules d e  ~ é g u m i n e u s e s  (LAWRIE et WHEELER, 1975 ; ANTONIW et SPRENT, 

1978). GLENN et DILWORTH (1981b) montrent que ces subst ra ts  ne  sont pas  

t ranspor tés  par les bactéroides d e s  espèces  à croissance rapide ou lente. Cependant,  

l e s  bactéroides d e  RI lupini incorporent et utilisent le glucose durant  des t e m p s  

d'incubation d e  5 à 15 mn (ROhl ANOV et coll., 1980 ; KRETOVICH et coll., 1985). 

C h e z  R. japonicum, le  glucose est accumulé  par diffusion faci l i tée  (REIBACH et 

STREETER, 1984). 

Le t ranspor t  des acides dicarboxyliques es t  d'un in térê t  part iculier  du f a i t  q u e  

ces c o m p o s é s  s o n t  o x y d é s  p a r  l e s  b a c t é r o i d e s  d e  R h i z o b i u m  (TUZIMURA et 

MEGURO, 1960 ; GLENN et DILWORTH, 198lb) et aussi du fa i t  qu'ils suppor tent  

l ' a c t i v i t é  n i t r o g é n a s i q u e  (BERGERSEN,  1977). L e s  d i f f é r e n t e s  é t u d e s  s u r  l e s  

sys tèmes de  t ranspor t  des acides  dicarboxyliques en  C et leur régulation c h e z  l e s  4 
bactéroides  sont  représentées  dans  le tableau 4. 

Le  succinate  est t ranspor té  par les  bactéroides d e  Rhizobium selon un 

mécanisme act i f  par énergisation d e  la  membrane plasmique. La  p e r t e  d'un t e l  

sys tème  d e  t ranspor t  est à l 'origine d e  la  pe r te  d 'activité nitrogénasique. En e f f e t ,  

l e s  mutan t s  déf ic ients  au  niveau du t ranspor t  des  acides dicarboxyliques e n  C4 

donnent des  nodules inefficients (GLENN et BREWIN, 1981 ; RONSON et coll., 

1981 ; FINAN et coll., 1983 ; ARKAS et coll., 1985 ; BOLTON et coll., 19863. 



Paramètres cinithues Inhibition du transport var 
Bactéroides Substrat, Nature de Nature du Réfirences 

transrxute l'accumulation svstime 
Kmia) Vmax(b) Découplants NEM Cyanure Arséniate 

énergétiques 

R. legumirosuum 
WU 235 wccinate ND ND ++ ND ND - active constitutif Glenn et 

coll., 1980 
RBL 1 succinate ND ND + + ND ND - I I De Vries et  

coll., 1982 
MNF 3841 succinate ND ND + + ND ND - I I Glenn et 

col!., 198ub 
CF 160 succinate 1,s 23,OO + ND ND - I Muctible Finan et 

coll., 1983 
CF 252 succinate 2,5 9,20 ND ND ND ND I I Finan et 

coll., 1983 

R. iui"am 
USDA 1-1 10 succinate 10.1 3.00 + ++ ++ - a constitutif San Francisco 

USDA Ill, succinate 40.0 2,72(c) ND ND ND ND Reibach et  I 

USDA 138, 8-0 malate 40,O 1,05(c) N'b ND ND ND ND Streeter, Il 

et 8-T 1984 

R. cawpea 
USDA 3278 succinate IO,@ 0.70 + + +4 ++ - I inductibk San Francisco 

malate 15.1 0927 + + + + + - I I et 3acobron, 
1985 

Tableau 4 - L e  transport des acides dicarboxyliques e n  C et sa régulation chez 
der bactéroides isolés d e s  nodukr (deaprès TH&ODOROPOULOS, 1986)). 

Abréviations utilisées : 
ND : non déterminé ; ++ : inhibition supérieure à 80 % ; = : inhibition 
entre 55 et 80 % ; + : inhibition entre 45  et 55 96 ; - : pas d'inhibi- 
tion ; (a) valeurs exprimées en  phIolaire ; (b) : valeurs exprimées en  
nmoles.mn x mg de protéines ; (c) : valeurs exprimées e n  nmoles.mn 
x mg de bactéroides. 



VI. - METABOLISME DES SUBSTRATS CARBONES CHEZ LES BACTEROIDES 

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

Rhizobium (TUZIMURA et MEGURO, 1960). Cependant,  c h e z  les bactéroides  de  

Bradyrhizobium japonicum, l a  f o r t e  a c c u m u l a t i o n  du t r é h a l o s e  (SALMINEN et 

STREETER, 1987) et l 'ac t iv i té  é levée de  la t réhalase  (SALMINEN et STREETER, 

1986) fournissent le glucose qui est métabolisé principalement par la voie des P P  et 

à un degré moindre par  la  voie E44P. REIBACH et STREETER (1983) montrent  chez  

les  bactéroides de  R. japonicum l 'absence des voies ED, P P  et EMP. Les  bactéroides 

d e  R. leguminosarum possèdent les  enzymes c lefs  des  voies ED et P P  (GLENN et 

coll., 1984b). Les  ac t iv i t és  des enzymes  impliquées dans la dégradation des  hexoses 

sont présentes chez les  bactéroïdes  à des taux t rès  fa ibles  re la t ivement  aux 

act iv i tés  t r è s  élevées des  enzymes du cycle  des ATC (KARR et coll., 1984), c e c i  en  

rapport  a v e c  la fa ible  vitesse d'oxydation des  sucres  re la t ivement  a u  succinate. 

L'utilisation de  mutants  déf ic ients  au niveau du métabol isme des  sucres  

(ARIAS et coll., 1979 ; GARDIOL et coll., 1980 ; DUNCAN, 1981 ; ARIAS et coll., 

1982 ; CERVENANSKY et ARIAS, 1984 ; GLENN et coll., 1984a) a permis d e  

montrer la  non implication d e  ces subst ra ts  dans l 'établissement d'une symbiose 

eff ic iente .  En e f fe t ,  excep té  l e  mutan t  fructokinase- d e  R. meliloti (DUNCAN, 

19811, tous  les  a u t r e s  mutan t s  sont  capables  d e  fixer l ' azote  atmosphérique. 

Les  acides organiques son t  considérés c o m m e  é t a n t  la  source d 'énergie 

primaire pour les bactéroides  (RONSON et coll., 1981 ; GARDIOL et coll., 1982). 

L e s  act iv i tés  des enzymes du cyc le  des  ATC sont présentes c h e z  les bactéroides  et 

comparables  à cel les  d e s  cellules libres d e  Rhizobium (KURZ et LARUE, 1977 ; 

STOVALL et COLE, 1978 ; DUNCAN et FRAENKEL, 1979 ; KARR et coll., 1984). 

Les  m u t a n t s a  -cétoglutara te  déshydrogénase- et succinate  déshydrogénase- d e  

R. meliloti (DUNCAN et FRAENKEL, 1979 ; GARDIOL et coll., 1982) donnent des  

nodules inefficients et rendent c o m p t e  d e  l ' intérêt  d'un cyc le  ATC fonctionnel pour 

l 'établissement d'une symbiose eff ic iente .  

Les  nodules induits par d e  t e l s  mutants  ou par les mutan t s  de  t ranspor t  des  

acides  dicarboxyliques e n  C 4  son t  blanchâtres et dépourvus de Iéghémoglobine. 

C e t t e  protéine assure le  t ranspor t  de  l'oxygène du cytosol anaérobique des  cellules 

h ô t e s  aux  b a c t é r o i d e s  (WITTENBERG et coll., 1974). E l l e  r e n f e r m e  l ' h è m e  

responsable de  la coloration rosâ t re  des nodules. Le  succinyl CoA e s t  le précurseur 

de  la biosynthèse de i 'hème (AVISSAR et NADLER, 1978). 



Les  acides  dicarboxyliques e n  CQ peuvent donc jouer à la  fo is  le rô le  de 

subst ra ts  énergétiques pour la f ixation d e  l 'azote et aussi ê t r e  les précurseurs de  la 

b i o s y n t h è s e  d e  l ' h è m e  (RONSON et coll . ,  1981  ; FINAN et  coll., 1983) .  

TAJIMA et coll. (1985) mont ren t  in  vitro, chez  les  bactéroides  isolés de  

R. japonicum, une augmentation d e  l 'activité nitrogénasique lors d e  l'addition du 

succinate  et d e  la léghémoglobine à l 'acétylène. D'autre  par t ,  la dégradation des  

acides  organiques est accé lé rée  e n  présence d'oxygène à 20 96. Les  m ê m e s  profils de  

dégradation sont observés en  présence d e  Iéghémoglobine et à faible concentra t ion 

en  oxygène (1 96). 

VII- - CONCLUSION 

Les é tudes  entrepr ises  sur le  métabolisme énergét ique chez  les cellules l ibres 

d e  Rhizobium ont  permis de mont re r  que : 

- les cellules libres utilisent un grand nombre d e  subst ra ts  carbonés  pour la  

croissance et la production d 'énergie ; 

- la voie ED et  le  cycle des  ATC sont  présents chez  tou tes  l e s  espèces  de 

Rhizobium ; 

- la  voie des  PP e s t  res t re inte  aux Rhizobia à croissance rapide ; 

- la  voie EMP est présente  c h e z  les Rhizobia à croissance lente  et l 'utilisation 

du glucose par cette voie a été cor ré lée  à une augmentat ion de  l ' ac t iv i té  n i t ro-  

génasique chez  R. japonicum (MULONGOY et ELKAN, 1977a) ; 

- l 'accumulation des  hexoses et des  acides  dicarboxyliques a lieu selon un processus 

ac t i f  par énergisation de  la membrane ; 

- l e  succinate  répr ime les ac t iv i t é s  f ructose  perméase, glucose perméase  et B - 
galactosidase. 

L'analyse des  résul ta ts  publiés sur le transport  et l'oxydation des  subs t ra t s  

carbonés  par les  bactéroides d e  Rhizobium indique le  rôle que peuvent jouer les  

ac ides  organiques e n  t a n t  que support  énergétique pour la  réduction de l ' azo te  

atmosphérique. En effet, les bactéroides  de  Rhizobium sont capables d e  t ranspor ter  

et d'oxyder ac t ivement  les ac ides  organiques, alors que le  t ranspor t  et l 'oxydation 

des  sucres  ont  lieu passivement. 



En raison d e  l a  f o r t e  concen t r a t ion  d e s  suc res  a u  sein d e s  nodules et d e  leur  

diffusion passive, ces subs t r a t s  peuven t  pa r t i c ipe r  à l a  biosynthèse d e s  ba r r i è r e s  

c e l l u l a i r e s ,  d u  g l y c o g è n e  e t  du  t r é h a l o s e  d a n s .  l e s  b a c t é r o i d e s  (REIBACH et 

STREETER, 1983 ; SALMINEN et STREETER, 1986). 

L' iso lement  et la  c a r a c t é r i s a t i o n  d e  m u t a n t s  métabol iques  c h e z  Rhizobium 

o f f r e n t  l 'oppor tuni té  d 'une  é t u d e  c o m p l é m e n t a i r e  d e s  mécan i smes  d 'u t i l i sa t ion  d e s  

subs t r a t s  ca rbonés  pa r  Rhizobium et leur  régulat ion symbiotique.  

Dans  cette optique,  nous avons  c h e r c h é  d e s  m u t a n t s  d e  t r a n s p o r t  ou d e  

mé tabo l i sme  d e s  s u b s t r a t s  ca rbonés  c h e z  R. meliloti. C e c i  nous  a pe rmis  d 'envisager  

l ' é tude  à l a  fo i s  du t r a n s p o r t  e t / o u  du mé tabo l i sme  d e  ces subs t r a t s  ainsi  q u e  l a  

n a t u r e  d e s  sou rces  de  ca rbone  t r ansmises  aux bac t é ro ides  lors d ' une  symbiose 

e f f i c i en te .  



M A T E R  1 E L  E T  M E T H O D E S  



1 - SOUCHES BACTERIENNES 

L a  souche sauvage utilisée est Rhizobium meliloti M5Nl e f f i c ien te  pour la 

Luzerne (Medicago sativa). 

Les mutants  H D l  et D C I ,  isolés à partir  de  cette souche ainsi que les  

réver tan t s  DC2 et DC3, sont décr i t s  dans le  texte.  

L e s  d i f f é r e n t e s  s o u c h e s  s o n t  c o n s e r v é e s  à - 20°C d a n s  l e  mi l ieu  TY 

(BERINCER, 1974) e n  présence de glycérol à 20 %. 

II- - TAMPONS ET MILIEUX DE CULTURE 

1 2.1, Tampon de non prolifération (TNP) 

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

K2HP0 4................................................... 1 g 

QSP 1 1 d'eau distillée ; pH 7,2 à 7,4. 

Milieu minimum de croissance (RHBI) 

- Tampon R 

KZHP04 ................................................... 1 g 

MgS04, 7 H 2 0  ........................................... 0,2 g 

NH4N0 3................................................... 1 g 

QSP 1 1 d 'eau distillée ; pH 7,2 à 7,4. 

Pour le milieu gélosé, on a joute  15 g/l d'Agar Difco. L e  milieu minimum d e  

croissance est le tampon R auquel on a joute  la biotine à 0,01 mg/l, la  thiamine à 
0,5 mg/l et la  source d e  carbone à la  concentration désirée. 

L e s  vitamines et les sources  de  ,carbone sont stéri l isées à 105°C pendant 

30 mn. 

2.3- Milieu riche TY ( ~ r y p t o n e - ~ e a s t )  

Tryptone .................................................. 5 g 

Extrait  d e  levure (Difco) ........................... 3 g 

CaC12, 6 H 2 0  ............................................ 1,3 g 

ÇSP 1 1 d'eau distillée ; pH 7,2 à 7,4. 



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

K2HP04 ................................................... 1 g 

Extra i t  d e  levure ...................................... 1 g 

QSP 1 1 d'eau distillée ; pH 7,2 à 7,4. 

2.5. Milieu de NlCOL et THORNTON 

F e C l j  ..................................................... 1 ml  d'une solution 
m è r e  à 10 g/l 

QSP 1 1 d'eau distillée. 

C e  milieu est utilisé pour la cu l tu re  des  graines de  Luzerne. 

Tous les milieux et tampons utilisés sont stéri l isés à 120°C pendant 20 mn 

sauf le milieu NICOL et THORNTON dont la stérilisation s ' e f fec tue  à 105°C 

pendant 30 mn. 

III. - CROISSANCE BACTERIENNE 

Un l i t re  du milieu RHBl addit ionné d e  la  source de ca rbone  est inoculé a v e c  

10 ml d'une précul ture  d e  même composition que ie milieu d'incubation. L e s  

cu l tu res  sont  réalisées e n  fiole à toxine de  2 1 sous agi ta t ion rota t ive  à 30°C. 

Les  t emps  d e  génération sont déterminés  en suivant I 'absorbance des  cellules 

à 600 nm. 



IV. - TRANSPORT DES SUBSTRATS CARBONES 

4.1. Préparation des cellules pour les études de transport 

Les  cultures,  en  fin d e  phase exponentielle, sont récol tées  par centrifugation 

à 8 000 g durant  20 mn. L e  culot  e s t  lavé 2 fois a v e c  du TNP et repris  dans  un 

pe t i t  volume d e  ce même tampon. Les  suspensions cellulaires ainsi obtenues son t  

conservées à 4°C après  avoir mesuré leur absorbance à 600 nm. 

4.2. Transport des substrats 

Les  produits radiomarqués utilisés sont : 

- D(u- I4c)  f ructose  (286 mCi/mmole) obtenu du C e n t r e  radiochimique Amersham ; 
14 - U -  C) ac ide  succinique (144 mCi/mrnole) obtenu du C e n t r e  d 'études nucléaires 

d e  Saclay. 

Pour les  mesures d'incorporation, 1 ml de  la  suspension cellulaire à DO1 
9 (DO1 = 1,2.10 cells/ml) est pré-incubé 15 mn à 30°C avan t  I'addition du subst ra t  à 

0,l mhl. Des pré lèvements  d e  0 , l  ml sont  e f fec tués  à différents  t emps  d'incubation, 

f i l t r é s  immédiatement  sur f i l t r e s  Millipore de  0,45 pm et rincés par 

2 ml d e  TNP + NaCl à 5 % à 0°C. L e s  f i l t res  sont  ensuite séchés  sous l ampe  

infra-rouge pendant 30 mn puis déposés dans des pots  à scintillation. On a j o u t e  

7,5 ml  d e  liquide scinti l lant  (Lipoluma). 

La radioactivité e s t  déterminée sur le compteur à scintillation liquide de t y p e  

"Beckman". 

L e s  résu l t a t s  sont expr imés en nmoles de subst ra t  accumulé  par mg d e  
I 

p roté ines  totales.  

Pour l 'étude d e  la na tu re  du système de  transport ,  l 'inhibiteur métabolique est 

a jouté  30 sec avan t  l'addition du subst ra t  radiomarqué. 

Pour les  é t u d e s  d'inhibition compéti t ive,  le  subst ra t  à une concentra t ion 

d o n n é e  et l ' i n h i b i t e u r  s o n t  a j o u t é s  s i m u l t a n é m e n t  a u x  c e l l u l e s  (DO 0,3)  

préalablement incubées à 30°C. 



V. - ETUDE DE LA NATURE DES PRODUITS ACCUMULES 

5.1. Préparat ion du pool intracellulaire 

L e s  c e l l u l e s ,  p r o v e n a n t  d e  10 m l  d e  c u l t u r e  e n  p r é s e n c e  d e  f r u c t o s e  

radiomarqué, sont  lavées 2 fois, reprises dans 10 ml d'eau distillée et por tées  à 
100°C pendant 10 mn. 

Les  débris membranaires sont él iminés par centrifugation à 12 000 g duran t  

20 mn. L e  surnageant est évaporé  par l 'évaporateur rotatif à sec, repr is  par 0 , l  ml 

d 'eau distillée et gardé à - 20°C pour l'analyse chromatographique. 

5.2. Analyse chromatographique 

Le  f ructose  et le F-6-P, présents dans le pool intracellulaire,  sont  séparés  sur 

couche mince e n  gel de  si l ice durant 2 h. Le solvant de  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 l 'orcinol 0, l  % (P/v) dans H2SO4 à 20 %. Le gel  est 

découpé en  bandes de  1 c m  et celles correspondant au  f ructose  et au F-6-P son t  

c o m p t é e s  en scintillation liquide. 

VI. - DOSAGES ENZYMATIQUES 

6.1. Préparat ion des  e x t r a i t s  cellulaires de proté ines  

L e s  cellules provenant d e  cul tures  e n  phase exponentiel le sont récol tées  par 

centrifugation à 8 000 g durant  20 mn, lavées  2 fois au tampon phosphate de sodium 

50 mM pH 7,2 et resuspendues dans le  même tampon additionné d e  B-mercapto- 

é thano l  à 0,1 mM. 

 es cellules sont ensui te  t r a i t ées  aux ultrasons à 0°C (MSE 150 W Ultrasonic 

Desintegrator ; h = 15,5 p) pendant 5 périodes de  30 sec séparées  par intervalles d e  

30 sec. L a  t empéra tu re  ne dépasse pas  10°C lors d e  ce t ra i tement .  L e  broyat est 

centr i fugé à 4°C pendant 30 m n  à 27 000 g afin d'éliminer les débris membranaires.  

La  concentration des ex t ra i t s  cellulaires en  protéines est déterminée par  la 

méthode de LOWRY et coll. (1951). 



6.2. Dosages enzymat iques  

Les  di f férents  dosages enzymat iques  sont e f f e c t u é s  a u  spectrophotomètre  

BECKMAN DU-88, en  suivant la réduction du NAD(P) ou l'oxydation du NADH à 
340 nm et à 30°C. 

Le NAD(P)H a une bande d'absorption spécifique à cette longueur d'onde. 

Les résu l t a t s  sont expr imés e n  nmoles d e  produit f o r m é  par mn et par m g  de  

protéines. 

CLUCCXINASE (E .C.  2-7-1-2) 

Activi té  

Glucose Glucose 6 phosphate 

Principe d e  la mesure  d e  l ' ac t iv i té  : MULONGOY e t  coll., 1977a. 

ATP ADP NADP+ NADPH 

\ 
4 

G b G 6  P b 6  P G 
G l  ucoki nase Glucose 6 P déshydrogénase 

Mode opératoi re  

Le mélange réacrionnel (3 ml) contienr : 

2C)O pmoles de Tampon Tris-HC1 pH 7 , 6 5  
15 pmoles d e  glucose 
I r )  pmoles ATP 
1.5 pmole NADPI. 

1 pmole .\.lgSOL. 
1 uniré C6P DH 

e s r r s i r  



Activi té  

F ructose  

FRUCTCKINASE (E .C.  2 - 7 - 1 - 3 )  

Fruc tose  6 phosphate 

Pr incipe  d e  la  mesure  de  l ' ac t iv i té  : K E E L E  e? coll.. 1969 modi f iée .  

NADP+ NADPH 

F * T ; F 6 P 1 r G 6 p  , b P r  

F r u c t o k i n a s e  G l u c o s e  6 2 G l u c o s e  6 P 
i s o m é r a s e  d é s n y d r o g é n a s e  

Mode opéra to i re  

L e  m é l a n g e  r éac i ionne l  (3  ml) conr ienr  : 

2QrJ pmoles  i ampon  Tris-HC1 pH 7,65 
15 pmoles  f r u c i o s e  
15 prnoles .\TP 
1.5 pmole  X'ADP-. 
1 .  pmole  LlgSL?,,. 
0.5 un i t é  glucos'é 6 P i somerase  
1 uni ré  glucose 6 P désh~ .d rogénase  

e s i r E i i  



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

F r u c t o s e  6 phospha te  

C H O  
1 

Glucose  6 phosphate  

P r inc ipe  d e  la m e s u r e  d e  l ' a c t i v i t é  : STOWERS et ELKAN, 1983. 

NAD P+ NADPH 

F6 P b G 6 P  + 6 P G  

Glucose 6 phosphate Glucose 6 phosphate 
i sornérase déshydrogénase 

Mode o p é r a t o i r e  

L e  mé lange  r éac t ionne l  (1 ml) conr ienr  : 

L0 pmoles  t ampon  glycyl-glycine pH S 
12  pmoies  ,LlgS9L. 
1 pmole  f ruc rose  6 P 
1.5 pmole  NI\DP-.  
0.5 uniré  glucose 6 P déshydrogénase  

e s r r s i r  



2 6 

GLUCOSE 6 PHOSPHATE DESHYDROGENASE (E.C. 1 - 1 - 1 - 4 9 )  

Ac t iv i t é  

Glucose 6 phosphate 

CH2-O- P 

6 Phosphogluconate 

Pr incipe  d e  la mesure  d e  l ' ac t iv i té  : K E E L E  e t  coll., 1969. 

Glucose 6 phosphate  
déshydrogénase  

Mode opéra to i re  

L e  m é l a n g e  r éac r ionne l  (1 ml)  con r i en t  : 

9 prnoles  t a m p o n  glycyl-glycine pH S 
13 pmoies  l lgT(3,, .  
3 pmoies  glucosLe 6 pnospnsre  
1 . j  p m o l e  N,ID(P)- .  

es r ra i r :  



Activi té  

CH2CH CH2@ - P 
1 

C = O  ATP .ADP 
I 

C = O  
I \ 17 - C Phosphof r u c ~ i n a s e  

+ I 
l 

- C 

C - 
I 

1 $ - 

Fruc tose  6 phosphate Fruc tose  1-6 diphosphate 

~ Principe d e  la mesure  d e  l ' ac t iv i té  : STOWERS e t  E L K A N ,  1983. 

On mesure la vitesse d'oxydation du NADH conduisant à la formation du 
glyceroi 3 phosphate (STOU'ERS e t  ELKAN, 1983). 

NADH NAD+ 

ADP < '-]~~~~~~~1 glycérol phosphate 3 ? 

P L b . 1 - 6  di P déshydrogénase 

phospnofructokinase al do1 ase i somérase 

DHA P 

Mode opératoi re  

Le mélange r é a c ~ i o n n e l  (2 ml) contient : 

prnoles 
2 prnoles 

1 G  prnoles 
10 prnoles 
10 prnoles 
0.3 prnole 
0.2 unité 
3 unités 

e x t r a i t  

phosphate Na pH 6,5 
Fr6  P 
hlgCI2. 
Smercaptoethanol 
ATP 
NADH 
.Aldolase 
glyceroi P déshydrogénase e t  tr iose P isomerase 



FRUCTOSE 1-6-DIPHOSPHATE ALDOLA~E (E .C .  4 -  1 - 2 -  1 3 )  

A c t i v i t é  

C = O  H - C = O  
I 

- C  
I 

t H - C - O H  
I 

+ 
/ 

F r u c t o s e  1-6 
d iphosphate  

Glycéra ldéhyde  
3 phosphate  

P hosphodihydroxy 
a c é t o n e  

P r inc ipe  d e  la m e s u r e  d e  l ' a c t i v i t é  : STOU'ERS et ELKAN, 1983. 

NADPH2 
G3 P 

+FI6 di  P -+F6 P -+ G6 P 
Fructose 1-6 Hexose 

""*' 6 P G 
Glucose P Glucose 6 P 

jEA di phosphate a l d o l a s e  biphosphatase isornérase déshydrogénase 

L e  mé lange  r é sc r ionne l  (1 ml) conr ient  : 

QC) prnoles d e  t a m p o n  glycylglycine pH S 
12  pmoles  .\lgSOLL. 
3 pmoles  C 3  P 
3 pmoles  DH,A P 
9.5 uni re  hexose  biphospharase 
6.3 uni ré  g lucose  6 P isornerase 
G.5 un i r é  C6 P DN 
0.3 p m o l e  NÀDP-. 

ex r r a i r  



C H p -  

6 Phosphogluconate 2 C é t o  3 déoxy 6 P gluconate  
(KDPG) 

Principe d e  la mesure  d e  l 'activité : LESSIE e t  c o l 1  . , 1 972 .  

On mesure  les acrivités combinées de cerTe enzyme e r  de  la 2 ce to  3 déoxy 6 
phosphogluconate aldolase. 

6 PG,-+KD P G  dG3 NADH NAD' 

5 P Gluconate KDPG al do1 ase Pyruvate Lac ta te  
déhydratase Lactate déshydrogénase 

Mode opératoi re  

Voir Mode opératoi re  pour la KDPG aldolase. 



2 KETO 3 DEOXY 6 PHOSPHOCLUCCNATE ALDOLASE ( E - C -  4 - 1 - 2 - 1 4 )  

A c t i v i t é  

2 ~ é t o  3 déoxy 
6 phospho g l u c o n a t e  

G lycé ra ldéhyde  P y r u v a t e  
3 phosphate  

P r inc ipe  d e  l a  m e s u r e  d e  l ' a c t i v i t é  : LESSIE e t  c o l l . ,  1972. 

On mesu re  les  a c t i v i t é s  combinées  d e  cette e n z y m e  et d e  la 6 phosphogluconate  
déhydra t a se .  

G3 P 

6 P G  2 KD P G -< NADH 
\ 

NAD+ 
6 P G déhydratase KDPG al do1 ase Pyruvate Lactate 

Lactate déshydrogénase 

Mode o p é r a t o i r e  

Le mélange  r éac t ionne l  (1  ml) cori t ient  : 

250 pmoles  Tris-HCI pH 5!5 
10 pmoles  S m e r c a p t o é r h a n o l  
G.3 pmoie  NADH 

I G G  pg l a c t a r e  DH 
5 pmoles  6PG 

e x t r a i t  



A c t i v i t é  

6 Phosphogluconate  

6 phosphogluconste 
c e s h ~ d r o g e n s s e  

Ribulose 5 phosphate  

P r inc ipe  d e  l a  m e s u r e  d e  l ' a c t i v i t é  : STOWERS et ELKAN! 1983. 

On mesu re  la réduct ion  d e  N A D P ~  à 340 nm. 

NADP+ NADPH 
6PGf F ~ i b u l o s e S P  

6 phosphogluconate 
déshydrogénase 

Mode o p é r a t o i r e  

L e  mé lange  r éac t ionne l  (1 ml) con t i en r  : 

kC) pmoles  d e  Tampon glycyl-glycine pH S 
3 pmoles  d e  6 pnosphogluconare  

1 2  pmoles  d e  AlgSO,. 
0.3 pmole  d e  NADP' . 

e s r r a i r  



Activi té  

Sédoheptulose 
7 phosphate 

CHO 

I 

CHO 
I 

- C H ; - 2 - P  
* - Erythrose 4 phosphate 

~ i ~ c é r a l d é h y d e  3 phosphate + 
CH-OH 

Fruc tose  6 phosphate 

Principe d e  la  mesure  d e  l ' ac t iv i té  : STO\VERS e t  ELKAN, 1953.  

~ é u o n e p t u l o s e  7 P E r y t h r o s e  4 P 

Transa l  do1 a s e  Glucose 6 P Glucose 6 P 
i soinérase déshydrooénase 

Mode opératoi re  

Le mélange réactionnel ( 1  r n )  contient  : 

k 0  pmoles tampon glycy 1-glycine 
12 pmoles .\lgSO,,. 
5.5 unite C 6  P ;somérclse 
5.a uni16 C6 P DH 
5.3 vrnoic N , ~ D P - .  
3 pmoles seaone?rulose 7 P 
3 ~ i m o l e s  G 3  P 

chIral:  



TRANSCETOLASE ( E - C -  2 - 2 - 1 - 1 )  

Act ivi té  

CHO C = O  CHO C = O  
I 
C - 

1 
- - C  

I 
---------+ C H OH 

I 
- - C 

I 
c - 

I 
C - 

I 1 
CH,-2- P (1 - - I 

C - 

CH2-O- P C H 2 0 -  P 
I 
CH2& P 

Erythrose 4-.- Xylulose 5 phosphate Glycéraldéhyde F r u c t o s e  
phosphate 3 phosphate 6 p h o s p h a t e  

Principe d e  l a  mesure d e  l ' ac t iv i té  : STOKERS e r  ELKAN, 1983. 

ry th rose  4 P Glycéraldéhyde 3 P 

NAD? 

, y l u l o s e  5 P F6 ? -+ GS P 

Transce to l  ase  Glucose 6 P Glucose 6 P 
i soriérase déshydrogénase 

Mode opératoi re  

Le mélange r é a c ~ i o n n e l  (1 ml) contient  : 

&ri pmoles rampon glycyl-g!ycine 
12 pmoles hlgSO&. 
0.5 unité Glucose 6 P isomerase 
0.5 unité Glucose 6 P déshydrogénase 
6.3 pmole NADP-. 
3 pmoles Eryrhrose 4 P 
3 pmoles Xylulose 5 P 

ex t ra i r  



HEXOSE BIPHOSPHATASE (EC 3.1.3.1 1) 

A c t i v i t é  

I 
C = O  ADP ATP 

F r u c t o s e  1,6-diphosphate 

P r i n c i p e  d e  la m e s u r e  d e  l ' a c t i v i t é  : STOWERS et ELKAN, 1983. 

L a  r é a c t i o n  est c o u p l é e  à l ' i s o m é r i s a t i o n  d u  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 ' oxydat ion  d e  ce dern ier  e n  6-phospho-gluconate p a r  l a  ' 

glucose-6-phosphate déshydrogénase.  

ADP ATP 

F 1,6 d iP  f + F 6 P  -+ G6P -. 6PG 

G6P  i somérase  
NADPH 

Mode o p é r a t o i r e  

L e  mé lange  r éac t ionne l  (1 ml) con t i en t  : 

40 p m o l e s  t a m p o n  glycyl-glycine, pH 8 
12 p m o l e s  MgS04  
3 p m o l e s  F 1,6 diP 
1 m g  NADP+ 
0 ,5  u n i t é  G6P  déshydrogénase  
0,5 u n i t é  G6P  i somérase  

e x t r a i t  



VII. - DETERMINATION DES PROPRIETES SYMBIOTIQUES 

L e  seul c r i t è r e  réel  pour vérifier l 'appartenance d'une souche isolée a u  genre  

Rhizobium est le pouvoir d e  la  bactér ie  à infecter  les racines  de  l a  ~ é g u m i n e u s e  

adéquate  et d'y provoquer l 'apparition d e  nodules. 

7.1 -1. Stéri l isation d e s  gra ines  de Luzerne et préger  mination 

L e s  gra ines  sont  dés in fec tées  pendant 5 mn e n  présence d e  chlorure  

mercurique à 2,5 %, et une gou t te  d e  détergent  (Teepol). L e  dés infectant  est 

ensuite él iminé par plusieurs r inçages à l 'eau distillée. Une vingtaine d e  graines sont  

déposées s tér i lement  par boî te  de P é t r i  contenant  le milieu R C  glucosé. L a  

prégermination dure  d e  2 à 4 jours à 30°C. 

7. 1.2. C u l t u r e  asept ique des Légumineuses 

L e s  gra ines  germées ,  d'une longueur d e  1 à 2 c m ,  sont  placées s u r  le 

support à raison de  2 plantules par tube. L'incubation s ' e f fec tue  à 26°C a v e c  1 6  h 

d'éclairage par  jour. 

7.1.3. Inoculation 

L e s  plantules sont  inoculées dès apparition des  racines  secondaires par 

environ 106 cellules par tube,  afin d e  minimiser le  risque de  réversion. La 

suspension bactér ienne est préalablement  centrifugée,  lavée a v e c  du TNP et repr ise  

dans le m ê m e  tampon. 



7-2. Efficience 

Out re  la nodulation, la  symbiose Rhizobium-Légumineuse abouti t  à la  f ixation 

d e  I 'azote atmosphérique : N2 + 6Ht + 6e' - 2NH3. 

La  nitrogénase est l 'enzyme qui ca ta lyse  la réduction de  l ' azote  en  ions 

a m m o n i u m .  E l le  p e u t  u t i l i s e r  d ' a u t r e s  s u b s t r a t s  a n a l o g u e s  à l ' a z o t e  t e l  q u e  

l 'acétylène : 3C2H2 + 6 ~ '  + 6e-, 3C2Hq 
La  réduction d'une molécule d 'azote  est réalisée d e  la  même façon que la  

formation d e  3 molécules d 'éthylène à partir  d'acétylène. L'activité nitrogénasique 

e s t  mesurée en  utilisant l 'acétylène c o m m e  substrat. 

7.2.1. Conditions expér imentales  

Le chromatographe est de  type  Intersmat I.G.C. 112 F.L. 

Les  conditions d e  dosage sont les suivantes : 

. g a z  vecteur  ............................................ N 2  ............................... . t empéra tu re  du four 50°C 

. t empéra tu re  d'injection .......................... 70°C 

. t empéra tu re  du dé tec teur  ....................... 1 15°C 

. dé tec teur  à ionisation de  f l amme 

. colonne Sphérosil XoBo75 (2 m x 3,l mm) 

7.2.2. Dosage de la réduction d 'acétylène 

Quand les  plantules sont bien développées (5 à 6 semaines), el les s o n t  

r incées à l 'eau distillée et mises dans un flacon de  150 ml f e r m é  hermét iquement  (8 

plantules par flacon). On prélève 17 ml d'air que l'on remplace  par 15 ml  

d 'acétylène [10 '36 (v/v)l et  2 ml  de  propane dilué 100 fois par l'air ( témoin interne) 

d e  f a ç o n  à a v o i r  1 ,27 pmoles .  L e  f l a c o n  e s t  e n s u i t e  a g i t é  m a n u e l l e m e n t .  

L'incubation se  fa i t  à 30°C. L a  mesure de  l 'acétylène réduit  est e f f e c t u é e  a p r è s  

di f férents  t emps  d'incubation (0, 3, 6 et 8 h) par injection de 50 pl dans l e  

chromatographe e n  phase gazeuse. 

7-2.3. Mesure d e  la quan t i t é  d 'éthylène produite 

La formule appliquée pour le calcul  de la quan t i t é  d 'éthylène produite 

est la suivante : 



où : Q = nombre de  moles de  C2H4 produites 

C = nombre d e  moles de  CjHg injectées  

K = coeff ic ient  d e  proportionnalité é tab l i  à par t i r  d'un mélange e n  
p r o p o r t i o n s  é g a l e  (VIV) d e  C3H8 et d e  C 2 H 4  d a n s  l ' a i r  ; 

hauteur du pic C3Hg 

dans  notre expér ience K = = 1,5 

hauteur du pic C2H4 

H = hauteur du pic de C2H4 1 
H = hauteur du pic de  C3Hg 

2 
A Q  = Q6 - Q O ,  

oÙQ6 = Nombre d e  moles de C H produites après  6 h d'incubation, 2 4 
Q O  = N o m b r e  d e  m o l e s  d e  C 2 H 4  p r o d u i t e s  a u  t e m p s  t = 0. 

7.2.4. Isolement des  souches à partir des nodules 

Les  nodules sont séparés  des  racines d e  Légumineuses. Ils sont l a v é s  

s tér i lement  à l 'eau distillée puis dés infectés  5 mn dans une solution dtHgC12 à 

2,5 %, additionnée d 'une gou t te  de  Teepol. 

A p r è s  p l u s i e u r s  r i n ç a g e s  à l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e ,  l e s  nodules  s o n t  

introduits  dans des tubes  en  plastique contenant  2 ml  de  saccharose à 20 %. L e s  

nodules sont  éc rasés  à l 'aide d'un é ta leur  stérile. On inocule 0,l ml dans  le milieu 

TY. Après croissance, les ce l lu les  sont é t a l é e s  sur le  milieu TY gélosé. Les c lones  

apparus sont  analysés pour leur c a r a c t è r e  génétique. 

VIII- - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

Les nodules, obtenus par inoculation des  plantules de Luzerne par  le m u t a n t  

D C I ,  sont sectionnés puis on utilise la méthode de FINAN et coll. (1983) qui associe 

une double fixation par  le glutaraldéhyde et le  té t roxyde d'osmium et une coloration 

à l ' acé ta te  d'uranyle. La déshydratation se fa i t  à l 'éthanol et à l'oxyde d e  

propylène. Le  matér ie l  est inc!:is dans I'epon selon LUFT (1961). Les  coupes son t  



réalisées à l'ultra-microtome et colorées sur grille par le  c i trate  de plomb selon 

REYNOLDS (1 963). L'observation est fa i te  au microscope électronique Je01 120 CX 

par comparaison a v e c  les photos de coupes nodulaires issues de l'inoculation des  

p lantu les  par la  s o u c h e  M5N1 d e  R. meliloti (HORNE2 et co l l . ,  1974) .  



R E S U L T A T S  E T  D I S C U S S I O N  



1. - CATABOLISR4E DES HEXOSES CHEZ RHIZOBIUM MELILOTI 

L e s  subs t r a t s  carbonés ,  issus d e  la photosynthèse,  sont  d e s  f a c t e u r s  l i rn i tan ts  

p o u r  l ' é t a b l i s s e m e n t  d ' u n e  s y m b i o s e  ~ h i z o b i u m - L é g u m i n e u s e  e f f i c i e n t e .  L e  

saccha rose  est l e  produit prédominant  d a n s  les  nodules r ac ina i r e s  qui p ré sen ten t  une 

f o r t e  a c t i v i t é  invertasique.  

L e  glucose et le f ruc tose ,  issus d e  la  dégradat ion  du saccha rose  d a n s  les  

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

L ' examen  du métabolisrne d e s  hexoses  par  les  ce l lu les  l ibres d e  R. m e l i l o t i  

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

l 'ut i l isat ion d e s  hydra t e s  d e  ca rbone  pa r  l e s  bactéroïdes.  

L e  t ab l eau  5 r ep résen te  l 'ensemble d e s  a c t i v i t é s  enzymat iques  c a r a c t é r i s t i q u e s  

d e s  d i f f é r e n t e s  voies d e  dégradat ion  d e s  hexoses. C e s  d i f f é r e n t s  dosages  o n t  été 

réa l i sés  sur  d e s  e x t r a i t s  d e  ce l lu les  provenant  d e  l a  c u l t u r e  d e  R. me l i lo t i  M5N1 su r  

m i l i e u  m i n i m u m  R H B l  a d d i t i o n n é  d e  g l u c o s e  o u  d e  f r u c t o s e  à 1 % (P/V). 

L e s  a c t i v i t é s  glucokinase et f ruc tok inase  sont  i m p o r t a n t e s  r e spec t ivemen t  sur  

g lucose  et f r u c t o s e  et sernblent  donc spécif iques à leurs  substrats .  RONSON et 

PRIMROSE (1979) puis GARDIOL et coll.  (1980) o n t  m o n t r é  pa r  l e  biais  des  m u t a n t s  

glucokinase-  d e  R. t r i fo l i i  et f ruc tokinase-  d e  R. mel i lo t i  q u e  ces 2 e n z y m e s  s o n t  

spéc i f iques  à l eurs  subs t r a t s  respect ifs .  En e f f e t ,  l e  m u t a n t  glucokinase-  ut i l ise  le 

f r u c t o s e  et non le glucose,  a lors  que  l e  m u t a n t  f ruc tokinase-  ut i l ise  l e  glucose m a i s  

p a s  le f ruc tose .  

L a  p ré sence  d ' ac t iv i t é  f ruc tok inase  cytoplasmique  c h e z  R. mel i io t i  M5N1 est 

e n  f a v e u r  d ' u n  t r a n s p o r t  d u  f r u c t o s e  p a r  un s y s t è m e  non-PTS .  L ' u t i l i s a t i o n  

d ' inhibi teurs  métabol iques  a pe rmis  d e  m o n t r e r  que  le  t r anspor t  d e  ce subs t r a t  c h e z  

R. me l i lo t i  M5N1 est réa l i sé  pa r  un mécan i sme  ac t i f  qui  dépend d e  I 'énergisat ion d e  

l a  m e m b r a n e  (HORNEZ, 1987). 

L e s  deux e n z y m e s  c l e f s  d e  la  voie Embden-Meyerhoff-Parnas son t  p ré sen te s  à 
d e s  t aux  t r è s  faibles ,  indiquant  que  R. mel i lo t i  M5N1 n 'opère  pas  selon cette voie. 

En plus, la  c ro issance  d e  R. mel i lo t i  M5Nl  sur  f r u c t o s e  ne  s e m b l e  pas  induire les 

a c t i v i t é s  phosphofructokinase et f r u c t o s e  1,6-diphosphate aldolase.  



Enzyme 

Act iv i té  spécifique 
(nmoles/mn.mg prot.) 

Glucokinase 

Fructokinase 

G-6-P déshydrogénase NAD 
NADP 

6-P-G déshydrogénase NAD 
NADP 

Transcétolase 

Transaldolase 

Phosp hof ructokinase 

Hexose biphosphatase 

6-P-G déshydratase e t  
2 céto-3-désoxy 6-P-G aldolase 

Tableau 5 - Act iv i t é s  d e s  e n z y m e s  spécif iques d e s  vo ie s  de dégradation d e s  hexoses  
c h e z  - R. mel i iot i  M5N1. 

N D :  non déterminé 



L'absence d e  la voie EMP a été aussi rencontrée  chez  R. tr ifoli i  (RONSON et 

PRIMROSE, 1979), R. leguminosarum (GLENN et coll., 1984b) et R. meli loti  

(MARTINEz-DRETS et ARIAS, 1972 ; ARIAS et coll., 1979). 

Le dosage d e  la glucose-6-phosphate déshydrogénase c h e z  R. meli loti  M5N1 a 

permis de  montrer une large spécifici té vis-à-vis du NADP comme coenzyme. Le  

rapport  d 'ac t iv i té  e s t  d e  2,9. MULONGOY et ELKAN (1977a) trouvent c h e z  

R. japonicum des  résul ta ts  similaires, alors que chez  R. cowpea,  STOU'ERS e t  

ELK AN (1983) mentionnent l 'existence de  2 isoenzymes dont l'une e s t  spécifique au 

NAD et l 'autre utilisant soit le NAD soit le NADP. 

La gluconate-6-phosphate déshydrogénase à NADP, e n z y m e  clef d e  la voie des  

pentoses phosphates, est présente  chez  R. meliloti h.15Nl. C e t t e  enzyme const i tue  

un c r i t è re  pour différencier les Rhizobia à croissance rapide d e  ceux à croissance 

l en te  (MARTINEZ-DRETS et ARIAS, 1972). C e  dernier groupe est dépourvu de cette 

ac t iv i t é  et, par conséquent, d e  la voie des  PP. 

Nous n'avons pas t rouvé d 'ac t iv i té  gluconate-6-phosphate déshydrogénase à 

NAD chez  R. meli loti  M5N1. C e t t e  enzyme cata lyse  la formation d'un composé 

cétohexonique phosphorylé (MULONCOY et ELKAN, 1977b). 

Deux a u t r e s  enzymes part icipent ultérieurement à la voie des PP. II s 'agit  d e  

la transcétolase et de  la transaldolase qui sont présentes à des taux faibles. 

 activité c o m b i n é e  d e  l a  g l u c o n a t e - 6 - p h o s p h a t e  d é s h y d r a t a s e  et  d e  la 

2 céto-3-désoxy-6-phosphogluconate aldolase e s t  t r è s  é levée c h e z  R. meliloti M5N1 

comparat ivement  à d 'autres  souches de  Rhizobium (ARIAS et coll., 1979 ; RONSON 

et P R I V R O S E ,  1979  ; GLENN et coll. ,  1984b). C e c i  ind ique  q u e  la  v o i e  

Entner-Doudoroff est fonctionnelle chez  R. meliloti. 

D'après ces résultats ,  on peut dire que la dégradation des hexoses c h e z  

R. meli loti  a lieu principalement par la voie ED et par t ie l lement  selon la voie des  

PP,  en  ver tu  des faibles ac t iv i t és  t ranscétolase  et transaldolase. 

L a  vo ie  E V P  n ' é t a n t  p a s  f o n c t i o n n e l l e ,  e n  v e r t u  d e s  f a i b l e s  a c t i v i t é s  

phosphofructokinase et F-1,6-diphosphate aldolase. 



II- - ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UN MUTANT DE --- RHIZOBIUM 

MELILOTI INCAPABLE D'UTILISER LE FRUCTOSE 

L a  r e c h e r c h e  d e  m u t a n t s  m é t a b o l i q u e s  c h e z  R. m e l i l o t i  p r é s e n t e  d e u x  

avantages .  D'une pa r t ,  p a r  l e  biais  d e s  sou rces  d e  ca rbone  non ut i l isables pa r  l e  

mu tan t ,  on peu t  mesure r  l ' impor t ance  d e  ces subs t r a t s  pour l ' é tab l i ssement  d ' une  

symbiose e f f i c i en te .  D ' au t r e  pa r t ,  l a  n a t u r e  d e  l a  m u t a t i o n  rend c o m p t e  d e  

l ' impor tance  d e s  voies d 'ut i l isat ion d e  ces subs t r a t s  carbonés.  

11 nous a donc  semblé  in t é re s san t  d e  che rche r  un m u t a n t  incapable  d e  c r o î t r e  

sur  f ruc tose  c o m m e  seule  sou rce  d e  carbone.  

2.1. Isolement du mutant HDl 

L a  souche  d e  R. meliloti M5NI est précul t ivée  d a n s  10 ml  d e  milieu T Y  

jusqu ' à  l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  c r o i s s a n c e  e n  f i n  d e  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e .  A p r è s  

cent r i fugat ion ,  l e s  ce l lu les  son t  lavées  2 fo is  a v e c  du t ampon  t r i s -ma léa t e  50 mh1 

(pH 6 , l )  et resuspendues dans  10 ml  du m ê m e  tampon.  L a  N-méthyl-NI-nitro-N-nitroso- 

guanidine est addi t ionnée  à 200 pg/ml.  près 20 mn d ' incubation à 30°C, les  ce l lu l e s  

sont  l avées  2 fo i s  a u  TNP, r ep r i se s  dans  50 ml d e  milieu TY et incubées  18 h à 
30°C.  E n s u i t e ,  o n  i n o c u l e  l e  m i l i e u  R H 0 1  f r u c t o s é  e t  e n  d é b u t  d e  p h a s e  

exponent ie l le  = 0,3), l a  pénicilline e s t  a jou tée  à 2 000 Ulm].  près 20 h 

d ' incubation à 30°C, l e s  ce l lu les  viables (1 %) sont  repr i ses  par  cent r i fugat ion  et o n  

e f f e c t u e  d i f f é r e n t e s  di lut ions ( 1 0 ' ~  à 1 0 - ~ )  a v e c  du TNP. 50 pl  d e  ces d i f f é r e n t e s  

di lut ions sont  p ré l evés  et é t a l é s  sur  rnilieu TY gélosé.  près 4 à 5 jours, les  co lonies  

a p p a r u e s  s o n t  r é p l i q u é e s  s u r  R H B l  f r u c t o s é  g é l o s é  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  

LEDERBERG (1952) e n  u t i l i sant  d e s  velours s tér i les .  

2.2. Identification du mutant HDI 

L e s  colonies  se développant  sur  l a  bo î t e  m è r e  (TY) et non sur  R H B ~  f r u c t o s é  

sont  mi ses  e n  c u l t u r e  sur  mil ieu TY.  près cent r i fugat ion  et lavage  a v e c  du T N P ,  

les  ce l lu les  sont  r ep r i se s  dans  l e  milieu R et testées pour leur  ap t i t ude  à c r o î t r e  s u r  

milieu minimum RHBI addi t ionné  d e  d i f f é r e n t e s  sources  d e  carbone .  



2.3. ~ r o p r i é t é s  de  croissance du mutant HDI 

2.3.1. Conditions d e  croissance 

La  souche  pa ren ta l e  R. meliloti h15N 1 et l e  m u t a n t  HU1 s o n t  p récu l t i vés  

sur  mil ieu TY. Après  cent r i fugat ion ,  les  cel lules  sont  l avées  2 fois  a v e c  du TNP. 

Ensuite ,  on inocule 200 ml d e  milieu R H B l  addit ionné d e  l a  sou rce  d e  ca rbone  à 

0,2 96 (P/V). L a  l e c t u r e  d e  la dens i t é  opt ique  se fa i t  à 600 nm. 

2.3.2. Propriétés de  croissance 

Nous cons t a tons  d ' ap rè s  le  t ab l eau  6 que  le  m u t a n t  HDI c r o î t  à la  m ê m e  

vi tesse  q u e  la  souche  pa ren ta l e  sur  glucose, succ ina te ,  a rabinose  et glycérol .  En plus 

du  f ruc tose ,  le  mannitol ,  s o r b i ~ c l ,  mannose,  xylose ou  r ibose c o m m e  sources  d e  

c a r b o n e  n e  p e r m e t t e n t  pas une  cro issance  du mutant .  En p ré sence  d e  succ ina t e  et 

d e  f r u c t o s e  à 0 , l  96 (P/V) chacun,  R. meliloti M5N1 p r é s e n t e  une  c ro i s sance  

diauxique (HORNE2 et col]., 1984). P a r  con t r e ,  dans  les  m ê m e s  condit ions,  une s e u l e  

phase  d e  cro issance  est p ré sen te  c h e z  le  mu tan t  Hi31 a v e c  une inhibi t ion d e  l a  

c ro i s sance  (fig. 3) et une a u g m e n t a t i o n  du t e m p s  d e  géné ra t ion  (tab. 6 ) .  S u r  

s u c c i n a t e  et g lucose  à 0,l % chacun,  l e  mu tan t  MD1 t o u t  c o m m e  la s o u c h e  

p a r e n t a l e  p ré sen te  une  c ro i s sance  diauxique. La  c ro i s sance  du m u t a n t  HD1 su r  

s a c c h a r o s e  est f o r t e m e n t  inhibée  (fig. 4) a v e c  une augmen ta t ion  t r è s  marquée  du  

t e m p s  d e  généra t ion  ( tab.  6). 

2.4. Transport du fructose c h e z  R. meliloti M5N1 et HD1 

L'accumula t ion  du f r u c t o s e  par l e s  cel lules  d e  la  souche  p a r e n t a l e  e t  du  

m u t a n t  H D l  est e f f e c t u é e  se lon  la  technique  d é c r i t e  par  THEODOROPOULOS 

(1986). L a  f igure  5 m o n t r e  une f o r t e  a c t i v i t é  f ruc tose  perméas ique  c h e z  le  m u t a n t  

H D 1  et  l a  v i t e s s e  i n i t i a l e  d ' a c c u m u l a t i o n  du f r u c t o s e  c h e z  ce m u t a n t  ( 2 5  

nmoles/mn.mg d e  pro té ines)  est supér ieure  à ce l le  observée  c h e z  la  souche  p a r e n t a l e  

(10 nmoles/mn.mg d e  protéines).  D ' au t r e  par t ,  on observe  q u e  I ' accumula t ion  du  

f r u c t o s e  à 0,l mh'l est l i néa i r e  c h e z  R. meliloti M5N1 m ê m e  a p r è s  15 m n  

d ' incubation,  a lors  q u e  c h e z  le  m u t a n t  HD1 on ass is te  à une  d iminut ion  d e  la  v i t e s se  

d 'accumula t ion  a p r è s  5 rnn. 



Figure 3 - Croissance d e  R. meliloti M5N 1 (i ) et HDl  (x) sur RHBl additionné 
d e  fructose (o,Ï%) et & suicinate (0,l %). 

Temps ( h )  

Figure 4 - Croissance de  R. rneliloti M5Nl (+) et HDL ($ sur R H B l  additionné de 
saccharose (0,296). 



Temps de  généra t ion (h) 
Source  de  carbone 

M5N1 HDI 

Fruc tose  

Mannitol 

Sorbitol 

Mannose 

Ribose 

X ylose 

Glucose 

S a c c  harose 

L-arabinose 

Glycérol 

Succinate  

Succinate  + Fruc tose  

Succinate  + Glucose 

Tableau 6 - Croissance de - R. meli lot i  M5NI et HD1 sur  d i f fé ren tes  sources de 
carbone. 

Les  cel lu les  sont cul t ivées  sur milieu minimum RHBl addit ionné d e  
0,2 ou 0, l  % selon qu'il s 'agisse d 'une croissance s imple  ou mixte .  

a : pas  de  croissance 
b : l e s  2 t e m p s  de  génération lors de  l a  croissance diauxique 



Temps -( I - 1 

Figure 5 - Accumulation du fructose 0,I mM par l a  cellules de R. meliloti 
MSNl ( . et HO1 ( A ) préalablement cu l t ivées  s ~ ~ ~ l u c o s e .  
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2.5. Dosages enzymatiques des voies cataboliques 

Afin d e  dé t e rmine r  l a  loca l i sa t ion  d e  la  mu ta t ion  c h e z  l a  souche  H D l  et e n  

ve r tu  d e  la  p ré sence  d ' ac t iv i t é  f r u c t o s e  perméas ique ,  nous nous s o m m e s  proposés d e  

t e s t e r  l e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  d e s  voies c l e f s  d e  l a  dégradat ion  du f ruc tose  c h e z  

l e  m u t a n t  compara t ivemen t  à l a  souche  pa ren ta l e  ( tab.  7). 

L e s  2 souches  on t  été cu l t i vées  sur  milieu minimum RHBI addi t ionné  d e  

glucose à 1 %. 

Les  voies d e  dég rada t ion  du glucose et du f r u c t o s e  c h e z  R. meliloti son t  

c o m m u n e s  à p a r t i r  du g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e .  L e s  2 e n z y m e s  q u i  p e r m e t t e n t  

l 'ut i l isat ion du f r u c t o s e  e n  G-6-P son t  l a  f ruc tokinase  et la  G-6-P i somérase .  

L ' ac t iv i t é  f ruc tokinase  est p r é s e n t e  c h e z  le m u t a n t  H D I  à un t aux  plus f a ib l e  

m a i s  comparab le  à ce lu i  obse rvé  c h e z  l a  souche  sauvage.  L e  dosage  d e  l a  G-6-P 

i somérase  a pe rmis  d e  m o n t r e r  une  t r è s  faible a c t i v i t é  c h e z  l e  mu tan t  HD1 

(12 nmoles/mn.mg d e  pro té ines)  r e l a t i v e m e n t  à R. meliloti M5N1 (107 nmoles l  

mn.mg d e  protéines).  D ' au t r e s  e n z y m e s  sont  p ré sen te s  à d e s  t aux  plus faibles  c h e z  

l e  m u t a n t  H D l ,  n o t a m m e n t  l a  G-6-P déshydrogénase et l a  6-P-G déshydrogénase  

don t  les  pourcen tages  d ' a c t i v i t é  sont  d e  60  e t  38 c o m p a r a t i v e m e n t  à la  s o u c h e  

sauvage.  

C o m m e  pour  R. mel i lot i  M5N1,  l e  m u t a n t  HD1 p r é s e n t e  d e s  a c t i v i t é s  

phosphofructokinase et F-1,6-di-P a ldolase  faibles, indiquant  l ' absence  de  l a  voie  

EhSP. 

Enfin, l ' a c t iv i t é  combinée  de la 6-P-G déshydratase et de la 2-céto-3-d6soxy-6-P-G 

a l d o l a s e  est du  m ê m e  o r d r e  q u e  c e l l e  o b s e r v é e  c h e z  l a  s o u c h e  s a u v a g e .  

2.6. Accumulation du fructose par le  mutant HD1 

2.6.1. Etude préliminaire 

Dans  un p remie r  t e m p s ,  nous avons  réa l i sé  l a  c ro i s sance  d e  R. meliloti 

M5NI et H D l  sur  rnilieu RHBl  e n  p ré sence  d e  l a  sou rce  d e  ca rbone  permissive (Glc,  

Gal ,  Su, A r a  ou Gly) et du f r u c t o s e  à 0,5 96 chacun.  L e s  d i f f é ren t s  milieux o n t  été 
inoculés p a r  108 cel lules/rnl  (DO = 0,l) .  L e  tab leau  8 r e p r é s e n t e  les  D O  f ina les  d e s  

d i f f é r e n t e s  cu l tu re s  a p r è s  48 h d ' incubation.  



Enzyme 

Act iv i t é  spécifique 
(nmoles/mn.mg prot.) 

M5N1 HDI  

F ructokinase 

Glucose-6-phosphate déshydrogénase 

G lucose-6-p hosphate isomérase 

Gluconate-6-phosphate déshydatase 
et 2 céto-3-désox y gluconate-6-p hosphate 
aldolase 

P hosphof ructokinase 

Fruc tose  1,6-diphosphate aldolase 

Hexose biphosphatase 

Tableau 7 - Activités spécifiques des enzymes de dégradation du fructose chez 
R. rneliloti M5N1 et H D ~ ~ .  - 
a : l e s  e x t r a i t s  de  cellules l ibres sont obtenus à par t i r  des  cu l tu res  

sur milieu minimum RHBl glucosé à 1 %. 



La croissance du mutan t  HDI sur arabinose, succinate  ou glycérol 

comme seule de  carbone est comparable  à cel le  d e  la souche sauvage M5NI. 

Cependant, lorsque le f r u c t o s e  est combiné à ces subst ra ts  permissifs, nous assistons 

à une f o r t e  inhibition d e  la croissance du mutant HDI (tab. 8). 

DO finalea 
Source d e  carbone 

M5N1 HDI 

Fruc tose  5 3  0,lO 

Glucose 0,76 0,78 

Glucose + Fruc tose  1,45 0,70 

Galactose 1,27 1,16 

Galactose  + Fructose  1,64 0,57 

Arabinose 0,65 0,59 

Arabinose + Fructose  1,28 0,22 

Succinate  0,70 0,73 

Succinate  + Fructose  1,58 0,48 

Glycérol 0,65 0,72 

Glycérol + Fructose  1,09 0,18 

Tableau 8 - Croissance de R. meli loti  MIN1 6t HDI e n  présence de sources de 
carbone p e r m i s s x e s  et d e  f ructose  . 
a : l e s  D O  f i n a l e s  s o n t  d é t e r m i n é e s  a p r è s  4 8  h d ' i n c u b a t i o n  
b : l e s  cellules sont préalablement c!iltivées sur  milieu TY, lavées  

et reprises dans le milieu minimum RHBl additionné d e  la 
source  d e  carbone indiquée à 0,5 ou 1 % selon qu'il s 'agisse 
d'une cu l tu re  mixte  ou simple 



2.6.2. Accumulation du f ructose  e n  présence de sources  de carbone 

permissives 

Pour m e t t r e  e n  évidence ce phénomène d'accumulation du f ruc tose  et de 

ses dérivés chez le mutan t  HDI, nous avons réalisé l a  croissance du m u t a n t  sur 

milieu minimum RHBl addit ionné d e  sources de  carbone permissives t e l l e s  q u e  le 

succinate,  le glycérol ou I 'arabinose à 0,l % (PIV). Le  f ruc tose  à 1 %, con tenan t  le 

1 4 ~ - f r u c t o s e  (1 pCi1100 pmoles), e s t  additionné e n  début de  phase exponentielle. Le 

suivi d e  la DO en  fonction du t emps  d'incubation révèle une inhibition n e t t e  d e  la 

croissance chez  le mutan t  HD1 (lig. 6) .  

Le tableau 9 montre  q u e  le f ructose  et le  F-6-P sont  les produits  

d 'accumulation lors de  l 'utilisation du f ructose  par la souche HDl .  C e c i  rend 

compte ,  d'une par t  d e  l 'absence de  la  voie EMP -sinon le F-6-P se ra i t  t ransformé- 

et, d 'aut re  part  de  la localisation de  la mutation au niveau d e  la C-6-P isomérase. 

Source  d e  nmoles/mg de prot. 
Souche carbone 

Clycérol  6 7 6 8  
M5N1 L-arabinose 3 7 150 

Succinate  9 0 118 

Clycérol  4613 1178 
H D l  1-arabinose 335 1035 

Succinate  1174 98 5 

Tableau 9 - Accumulation du f ruc tose  et du F-6-P par & rneli lat i  M5N1 et H D ~ ~ .  

a : le  i ruc tose  à 1 96 (1 pCi/100 pmoles) e s t  a jou té  aux cellules en 
c r o i s s a n c e  s u r  R H B l  a d d i t i o n n é  d e  l a  s o u r c e  d e  c a r b o n e  
indiquée en  début  de phase exponentielle. Le f ruc tose  et le 
F-6-P s o n t  d é t e r m i n é s  pa r  c h r o m a t o g r a p h i e  a p r è s  20 h 
d 'accumulation 
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Figure 6 - Effet du fructose sur la croissance de R. ~ l i b t i  M M 1  et HDI. La 
flèche indique le moment d'a< lion d u f r u c t o v  41 9() ua t%ltWes 
suivantes : 
(a) : M5Nl/RHBl Ara 0,l % (+1  

HDI/RHBI Ara 0,l 96 (0) 
(b) : M5NljRHBl Su 0.1 % (e) 

HDIJRHBL SU o,l % (A) 
(c) : M5Nl/RHBl Clyc 0,l % (0) 

H D L ~ R H B I  clyc o,i % (+) 



2.6.3. Inhibition de la fructokinase par le F-6-P 

Au vu de  l'utilisation du fructose par le  mutant  HDI, on devrait 

s'attendre à une accumulation du F-6-P uniquement, e n  vertu des blocages de la 

voie EMP et d e  la  G-6-P isomérase. Or, comme on l'a vd précédemment (2.6.2.). le 

fructose s'accumule aussi. 

Nous avons donc envisagé de  doser, in vitro, l 'activité fructokinase dans 

les extraits de  cellules e n  présence de concentrations croissantes de F-6-P. Comme 

le  montre la figure 7, l e  F-6-P inhibe fortement l 'activité fructokinase et le 

fructose s'accumule dans ces conditions. 

2.7. Propriétés symbiotiques 

Y'Dans le  but d'élucider l'importance de l'apport de  la source de  carbone chez 

eliloti pour l'établissement d'une symbiose efficiente, nous avons testé les 

é t é s  symbiotiques du mutant HDI (tab. 10). L'activité nitrogénasique est la 

même pour le mutant HDI que pour la souche parentale et de ce fa i t  l a  per te  

d'activité G-6-P isom6rase n'a pas d'effet sur la symbiose et la  capaci té  de 

R. meliloti à utiliser des  sources d e  carbone non permissives telles que le  fructose, 

mannitol, sorbitol, mannose, xylose ou ribose, n'est pas  essentielle pour la nodulation 

ni pour la fixation d e  l'azote. Notons que lors de l'isolement des souches à part i r  

des  nodules, le mutant inoculé a bien conservé son carac tè re  initial. 

Souche Nodulation Activité nitr~gérilissc 
nmoles C2Hç/pknte*h 

M5N l + 29 

HDI + 29 

Tableau 10 - Propriétés symbiotiques de R, meliioti M5N1 et du mutant  HDl. 



Figure  7 - Inhibition de la f ructokinase  : M5N 1, HD 1. 
Les  e x t r a i t s  d e  cellules libres sont préparés à partir  d e  cul tures  sur 
RH01 addit ionné d e  f ructose  et de glucose à 0,5 % chacun. L e  mélange 
réactionnel (1 ml) con t ien t  : 
300 pmoles  tampon Tris-HC1 pH 7 

5  moles ATP 
1 mg NADP 
5 pmoles MgCI2 
1 pmole ruc tose  
1 p c i  ! 4 ~ - f r u c t o s e  

0,4 mg e x t r a i t  
La  réact ion est a r r ê t é e  après  25 mn d'incubation par 0,5 ml d 'acide 
tr ichloroacétique (TCA) à 50 %. 
Après centr i fugat ion,  le surnageant est neutra l isé  par le  tampon Tris 
1 M, évaporé  à sec puis repris dans 0,l ml d'eau distillée. 
L ' ac t iv i t é  f ructokinase  e s t  déterminée par la quan t i t é  d e  1 4 ~ - f r u c t o s e  
résiduelle. 
Les  ac t iv i t és  fructokinase non inhibées sont d e  0,83 et 0,79 pmoleslmg 
d e  p r o t é i n e s  r e s p e c t i v e m e n t  pour  l a  M5Nl  et H D 1  a p r è s  25 mn 
d'incubation. 



2.8. Discussion 

Par mutagénèse chimique à la nitrosoguanidine, nous avons isolé un mutant 

HDI de R. meliloti M5N1 qui présente une faible activité G-6-P isomérase. D'autres 

enzymes sont présentes chez le mutant H D l  à des taux plus fa ib les 

comparativement à la souche sauvage. 

La  nature de la mutation n'a pas été déterminée de façon adéquate. Nous 

pouvons envisager, d'après les différences d'activités enzymatiques trouvées entre 

les 2 souches, que la mutation a touché un gène de régulation contrôlant les 

ac t i v i tés  G-6-P isomérase, fructokinase, G-6-P déshydrogénase et  6-P-G 

déshydrogénase. D'autre part, nous n'avons pas pu isoler de révertants à partir du 

mutant HDl. Ceci suggère que la mutation a affecté outre le gène de structure de 

la G-6-P isomérase, un autre site. 

Cette seconde hypothèse paraît plus raisonnable dans le sens où le mutant 

H D l  présente des propriétés de croissance similaires à celles observées chez le 

mutant G-6-P isomérase- (URI) de R. meliloti L5-30 préalablement étudié par 

ARIAS e t  coll. (1979). Ces auteurs mentionnent, à côté de la très faible activi té 

G-6-P isomérase, des taux moins importants des activités glucokinase et G-6-P 

déshydrogénase chez le mutant URI  relativement à la  souche sauvage L5-30. 

Le mutant HD1, comparé au mutant UK1, présente un autre aspect de 

régulation lors de l'utilisation du fructose par ces 2 souches. En effet, le mutant 

H D l  accumule à l'intérieur des cellules du fructose et du F-6-P, alors que la souche 

UR1 accumule uniquement le F-6-P. 

Nous avons alors envisagé l'hypothèse d'une inhibition de la fructokinase par 

le  F-6-P, responsable de l 'accumulat ion du fructose chez le mutant HD1. 



L e  dosage d e  l a  f ruc tokinase ,  i n  v i t ro ,  dans  l ' ex t r a i t  ce l lu la i re  du  mutan t  H D I  

e n  p ré sence  d e  c o n c e n t r a t i o n s  progressives d e  F-6-P, a pe rmis  d e  mon t re r  une  

inhibition n e t t e  d e  cette ac t iv i t é .  

L a  r ep résen ta t ion  d e  l ' a c t iv i t é  f ruc tok inase  résiduel le  e n  fonct ion  d e  l a  

concen t r a t ion  e n  F-6-P suppose une  inhibition d e  t y p e  al lostér ique.  Cette é t u d e  p e u t  

être envisagée  moyennan t  la  pur i f ica t ion  d e  l a  fructokinase.  

L a  p r é s e n c e  d ' a c t i v i t é  f r u c t o k i n a s e  c y t o p l a s m i q u e  a i n s i  q u e  l a  f o r t e  

accumula t ion  du f r u c t o s e  à l ' in té r ieur  d e s  ce l lu les  du m u t a n t  HDI s o n t  en  f a v e u r  

d'un t r anspor t  ac t i f  du f r u c t o s e  par  un s y s t è m e  non-PTS. 

L ' é t u d e  d e s  p rop r i é t é s  d e  croisbance du rnutant  HD1, c o m p a r a t i v e m e n t  à l a  

souche  sauvage,  nous p e r m e t  d e  d i r e  que  : 

- l ' absence  d e  c ro i s sance  d e  la  souche  HDI sur  mannitol  ou sorb i to l  indique 

q u e  ces subs t r a t s  s o n t  mé tabo l i s é s  via le  f ruc tose  r e spec t ivemen t  pour  le  manni to l  

et l e  sorbi tol  déshydrogénases ,  e n  acco rd  a v e c  MARTINEZ-DRETS et ARIAS (1970) ; 

- l e  mannose,  l e  xylose et le  ribose, dont  l e s  mé tabo l i smes  passent  v ia  l e  

F-6-P (ARIAS et coll., 1979 ; ARIAS et coll., 1982), n e  p e r m e t t e n t  p a s  l a  c ro i s sance  

du m u t a n t  HDI ; 

- l e  g l y c é r o l ,  I ' a r a b i n o s e  et i e  s u c c i n a t e ,  d o n t  l e s  m é t a b o l i s m e s  c h e z  

R. mel i lo t i  n e  re jo ignent  p a s  l e  f r u c t o s e  ou l e  F-6-P (ARIAS et VARTINEZ-DRETS, 

1976 ; DUNCAN et FRAENKEL,  1979 ; GARDIOL et coll., 1982), p e r m e t t e n t  u n e  

c ro i s sance  normale  du m u t a n t  H D l .  Cependan t ,  l 'addit ion d e  f r u c t o s e  à ces c u l t u r e s  

inhibe f o r t e m e n t  l eu r  c ro i s sance  et il s 'en su i t  une accumula t ion  n e t t e  du f r u c t o s e  

et du F-6-P. 

L e s  quan t i t é s  d e  f r u c t o s e  et d e  F-6-P, accumulées  c h e z  le  m u t a n t  HDI d a n s  

ces condit ions,  son t  10 à 20 fo i s  supér ieures  à ce l l e s  ob tenues  c h e z  la s o u c h e  

sauvage. 

BOCK et NEIDHART (1966) puis FRAENKEL (1968) a s soc ien t  l e  phénomène 

d'inhibition d e  la  c ro i s sance  pa r  les  sucres ,  dont  le  mé tabo l i sme  est bloqué, à 
I ' accumula t ion  d e s  i n t e r m é d i a i r e s  métabol iques  au  niveau du blocage. 

L 'ensemble  d e  ces r é s u l t a t s  combinés  à ceux  dé j à  publiés  c h e z  R. mel i lo t i  et 

aussi  le  f a i t  q u e  ni l a  souche  sauvage  ni le  mu tan t  H D l  n 'ut i l isent  l a  voie EÎvlP, 

nous conduisent  à é t a b l i r  l e s  voies  possibles d e  dégradat ion  d e s  s u b s t r a t s  c a r b o n é s  

c h e z  R. mel i lo t i  k15N1 (fig. 6). 



Manni to l  
So rb i t o l  

I Xylose  

+ 
KDPG 

f 
P y r u v a t e  4-- .t----- Glycéro l  

* 
C y c l e  des A T C  4- 1-Arabinose  

Figure 8 - Voies possibles d'utilisation des substrats carbonés chez R. meliloti. 



III. - ISOLEMENT E T  C A R A C T E R I S A T I O N  D'UN M U T A N T  D E  RHIZOBIUM 

MELILOTI INCAPABLE D'UTILISER LE SUCCINATE 

Des é tudes  r é c e n t e s  o n t  mont ré  que  les ac ides  dicarboxyliques e n  C sont 4 
t ranspor tés  et métabolisés par les  bactéroides d e  Rhizobium, con t ra i rement  aux 

sucres  dont le t ranspor t  et l 'oxydation on t  lieu passivement. 

L 'é tude de  mutants ,  a f f e c t é s  au  niveau du t ranspor t  ou du métabol isme des  

ac ides  dicarboxyliques e n  C4 ,  s ' avè re  donc in téressante  pour élucider le rôle que 

peuvent jouer ces  subs t ra t s  e n  t a n t  que support énergét ique pour l ' é tabl issement  

d'une symbiose efficiente.  

3.1. Isole'ment du m u t a n t  D C I  

Pour la sé lec t ion d'un m u t a n t  incapable d'utiliser l e  succinate,  nous nous 

sommes basés sur les propr ié tés  d e  croissance de  R. mel i lo t i  M5NI. C e t t e  souche, 

cult ivée sur milieu RHBl addit ionné de  glucose et de  succ ina te  à 0, l  % (P/V) 

chacun,  présente  une croissance diauxique (fig. 9a) où la p r e m i è r e  phase correspond 

à l ' u t i l i s a t i o n  du s u c c i n a t e ,  l e  g l u c o s e  é t a n t  d é g r a d é  d a n s  l a  s e c o n d e  p h a s e  

( H O R N E 2  et col]., 1984). En plus, à 0,l % (P/V) e n  glucose,  la croissance e s t  

l imi tée  (fig. 9b). 

Après mutagénèse  c h i m i q u e  à l a  N-méthyl-Nt-nitro-N-nitrosoguanidine et  

e n r i c h i s s e m e n t  à l a  p é n i c i l l i n e  ( m ê m e  p r o c é d u r e  q u e  2.1.) s u r  mi l i eu  R H B l  

additionné d e  succinate  à 1 %, les  cellules viables (<  0,5 96)  sont r éco l t ées  par 

centrifugation et é t a l é e s  a p r è s  dilution D IO-^ et 1 0 - ~ )  sur  milieu RHBl gélosé  

additionné de  glucose e t  de  succinate  à 0,I et 0,5 96 (P/V) respect ivement .  

 près 4 à 5 jours, les p e t i t e s  et micro-colonies (0,5 à 1 m m  d e  diamètre)  son t  

reprises dans  le milieu TY et t e s t é e s  pour leur ap t i tude  à c r o î t r e  sur succinate  seul  

comme source  de  carbone.  

Le mutan t  D C I  se présen te  sur le milieu de  sé lec t ion sous forme d'une 

colonie de 0,5 à 1 mm de d iamèt re ,  après  4 jours d'incubation à 30°C, alors q u e  les 

colonies de  la souche sauvage on t  un d iamèt re  de  2 à 2,5 mm. 
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Figure 9 - Croissance de  R. meliloti sur RHBI en présence de la) succinate e t  
glucose à 0,l 967hacun et (b) glucose à 0.1 % (*) ou glucose à 0.2 % 
(XI. 



3.2. ~ r o p r i é t é s  d e  c r o i s s a n c e  du m u t a n t  D C I  

L e  t a b l e a u  1 1  r é s u m e  l e s  p r o p r i é t é s  d e  c r o i s s a n c e  d u  i n u t a n t  D C I  

c o m p a r a t i v e m e n t  à l a  souche  sauvage.  L e s  v i tesses  d e  c ro i s sance  s o n t  du m ê m e  

o r d r e  d e  grandeur  pour les  2 souches  cu l t i vées  sur  glucose,  f ruc tose ,  L-arabinose, 

L-glu tamate ,  a c é t a t e  ou pyruvate .  En plus du succ ina te ,  ni l e  f u r n a r a t e  ni le m a l a t e  

n e  p e r m e t t e n t  une c ro i s sance  d u  m u t a n t  DCI .  

F lNAN et coll.  (1981) o n t  m o n t r é  c h e z  R. leguminosarum q u e  ces 3 a c i d e s  

dicarboxyliques possèdent  le m ê m e  s y s t è m e  d e  t r a n s p o r t  et le  f a i t  q u e  le m u t a n t  

DC1 n 'ut i l ise  aucun  d e s  3 a c i d e s  dicarboxyliques suggè re  un s y s t è m e  d e  t r a n s p o r t  

déf ic ien t .  

\: 
Temps  de  géné ra t ion  (h) 

S o u r c e  d e  c a r b o n e  

M5Nl D C l  

Glucose  

F r u c t o s e  

Arabinose  

G l u t a m a t e  

P y r u v a t e  

S u c c i n a t e  

F u r n a r a t e  

Ma la t e  

Tableau  I l  - Cro i s sance  de R. me l i lo t i  M5NI et D C I  s u r  d i f f é r e n t e s  sou rces  d e  - 
carbone.  

Les ce l lu l e s  sont  cu l t i vées  sur  milieu minimum RH01 addi t ionné  d e  
ia  sou rce  d e  c a r b o n e  à 0,2 96. 

a : p a s  d e  c ro i s sance  



3.3. Transpor t  du  succ ina te  

La f igure  10 montre  l 'accumulation du succinate par l e s  cellules de  R. meli- 

lo t i  h15NI et DCI cul t ivées  sur R H B l  glucosé. 

Les vitesses init iales d 'accumulation sont respect ivement  de  20 et 6 nmolesl  

mn.mg protéines. 

s près 60  mn d'incubation, l 'activité succinate perméasique e s t  de  6,5 nmoles/  

mn.mg protéines, ce qui suggère que la mutation a lieu au niveau du sys tème  de 

t ranspor t  du succinate. 

3.4. Spécif ic i té  du sys tème  perméasique c h e z  R. meli loti  M5N1 

3 . 4 .  Action des  analogues structuraux 

La spécif ic i té  du t ranspor t  du succinate est examinée en  présence de 

divers analogues. A cet e f f e t ,  les cellules de R. meli loti  k15N1, préalablement  

cult ivées sur R H B l  addit ionné d e  succinate,  sont pré-incubées a v e c  les compét i teurs  

à 20 mhf, 30 s e c  avant  l'addition du succinate 0,l mM. 

L e  tableau 12 regroupe les résul ta ts  obtenus après  5 mn d'incorporation 

du succinate  et sont expr imés e n  pourcentage d 'activité résiduelle re la t ivement  à un 

témoin sans inhibiteur. 

L'inhibition la  plus impor tan te  e s t  observée a v e c  le fumara te  et le 

maiate ,  qui e n  plus d e  leur analogie s t ructura le  avec  le succinate ,  sont utilisés par 

R. meliloti contra i rement  aux a u t r e s  compéti teurs (maleate ,  dihydroxyfumarate,  

oxala te  et citrate) .  Notons que  c h e z  le mutant DCl ,  préalablement  cult ivé sur 

RHBl  glucosé, tous les analogues testés n'ont pas  d 'action sur le t ranspor t  du 

succinate. P a r  ailleurs, e n  présence d e  succinate à 20 mi4, nous retrouvons 175 % 

d 'act iv i té  résiduelle (tab. 12). C e c i  suggère que l ' incorporation du succinate c h e z  le 

mutan t  a lieu passivement. 
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Figure 10 - Accumulation du succinate 0 , l  mM par les  cellules d e  RI meliloti M5N1 
( ) et DC1 ( A ) préalablement cultivées sur RHBÏ additionné d e  
glucose- 



L I L L E  0 

Pourcen tage  d ' ac t iv i t é  
Inhibi teur  (20 mM) 

h15N 1 DCI 

Témoin  1 O o a  1 Oob 

S u c c i n a t e  40 175 

F u m a r a t e  11 9 5 

Mala t e  3 1 9 3 

Dihydroxyfumara t e  3 1 9 8 

 aléat te 17 97 

C i t r a t e  95 95 

O x a l a t e  7 9 9 8 

Tableau 12 - Action des analogues structuraux sur l e  transport du succinate chez 
R. meliloti M5N 1 et DCI. - 

L e s  ce l lu les  d e  R. meliloti M5,Nl et DCI sont  c u l t i v é e s  r e s p e c t i v e m e n t  
sur  milieu minimum RHBl addi t ionné  d e  s u c c i n a t e  et g lucose  à 0,2 %. 

a : 100 96 d ' a c t i v i t é  cor respond à 85 nmoles/mn.mg d e  p ro t é ines  
b : 100 96 d ' a c t i v i t é  correspond à 13 nmo1esfmn.mg d e  p ro t é ines  



3.4.2. N a t u r e  de l'inhibition d u  t r a n s p o r t  d u  s u c c i n a t e  par l e  f u m a r a t e  

L e  f u m a r a t e  p r é s e n t e  une  f o r t e  a f f in i t é  pour  la p e r m é a s e  a u  succ ina te .  

Nous avons  a lors  env i sagé  d e  d é t e r m i n e r  la n a t u r e  d e  l ' inhibition d e  I ' accumula t ion  

du succ ina t e  c h e z  R. mel i lo t i  h45N1, p réa l ab lemen t  cu l t i vé  s u r  RHBl  succ ina t e ,  pa r  

l e  f u m a r a t e  à 10 et 20 PM. 

Les  c iné t iques  d ' accumula t ion  du succ ina t e  (fig. I I )  o b t e n u e s  suggè ren t  

u n e  inhibition compé t i t i ve .  En e f f e t ,  le  Vmax (79 nmoles/mn.mg proté ines)  r e s t e  

inchangé  et la  va leur  d e  la c o n s t a n t e  d'inhibition (KI) est compr i se  e n t r e  3 e t  6 PM. 

L a  c o n s t a n t e  d ' a f f in i t é  (Km ) é t a n t  d e  2,86 PM. 

L e s  va l eu r s  d e  KI et Km son t  du m ê m e  o r d r e  d e  grandeur ,  ce qui  

suggère  que  le f u m a r a t e  et le  succ ina t e  son t  t r anspor t é s  à d e s  v i t e s ses  comparab le s .  

3.4.3. E t u d e  de l a  n a t u r e  d u  s y s t è m e  d e  t r a n s p o r t  

L a  n a t u r e  i n d u c t i b l e  o u  c o n s t i t u t i v e  d u  s y s t è m e  d e  t r a n s p o r t  du  

s u c c i n a t e  e s t  é t u d i é e  e n  m e s u r a n t  les  v i t e s ses  in i t ia les  d ' accumula t ion  du s u c c i n a t e  

pa r  les  ce l lu les  d e  R. me l i lo t i  M 5 N  1 préa l ab lemen t  cu l t i vées  sur  d ive r ses  sou rces  d e  

carbone.  

Les  a c t i v i t é s  les  plus é l e v é e s  son t  ob tenues  lorsque  l'un ou l ' au t r e  d e s  3 

a c i d e s  d i c a r b o x y l i q u e s  est l e  s u b s t r a t  d e  c r o i s s a n c e  ( t a b .  13). T o u t e f o i s ,  l e s  

va r i a t ions  d e  la v i t e s se  d ' accumula t ion  mesurées  sont  p lu tô t  e n  f aveur  d 'un s y s t è m e  

d e  t r anspor t  cons t i t u t i f ,  s i  on  les c o m p a r e  aux va r i a t ions  é l evées ,  r e p o r t é e s  p a r  

d ' a u t r e s  au teurs .  

S o u r c e  d e  c a r b o n e  V i e s s e  in i t ia le  d ' accumula t ion  
(nmoles/mn.mg prot.) 

Glucose  20 

Arabinose 28 

S u c c i n a t e  7 5 

F u m a r a t e  70  

Tableau  13 - R é g u l a t i o n  d u  t r a n s p o r t  d u  s u c c i n a t e  c h e z  R. m e l i l o t i  M5N1. - 
Les  ce l lu l e s  s o n t  cu l t i vées  sur  milieu minimum RHBI addi t ionné  de  
la s o u r c e  de  c a r b o n e  indiquée. 
Lesl,fctivités s o n t  d é t e r m i n é e s  après 1 mn  d ' incubation e n  p ré sence  
d? c-SUC~!~??F T. ' T Ci?'. 





3.5. Action des inhibiteurs métaboliques 

L'introduction d'inhibiteurs métaboliques lors de  l 'accumulation du succinate  

rend compte  de  la n a t u r e  du t ranspor t  par le biais des besoins énergét iques  des  

c e l l u l e s  à r é a l i s e r  ce p r o c e s s u s ,  et, d ' a u t r e  p a r t  du m o d e  d ' é n e r g i s a t i o n .  

A cet e f fe t ,  l e s  cellules d e  R. meli loti  M5Nl sont pré-incubées 30 sec en  

présence d e  l'inhibiteur à différentes  concentrations avant  l'addition du succinate  à 
0 , l  mM. L e s  r é s u l t a t s  son t  e x p r i m é s  e n  p o u r c e n t a g e  d ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  

re la t ivement  à un témoin sans inhibiteur après  5 mn d'accumulation du subst ra t  (fig. 

12). 

L ' a r s é n i a t e  à 20  mM n ' a  pas  d ' a c t i o n  s u r  l e  t r a n s p o r t  du s u c c i n a t e .  

L'accumulation du succinate  est fo r tement  in hibée en présence d e  découplants 

énergét iques  te ls  que l e  2,4 dinitrophénol (DNP) et I 'azide de sodium (NaN3) 

respect ivement  à 4 et 10 mM. 

C e s  résultats  suggèrent q u e  le transport  du succinate c h e z  R. meli loti  M5N1 

est réalisé par un mécanisme act i f  nécessitant  I 'énergisation de la  membrane 

cytoplasmique. L'action du fluorure de sodium sur l e  t ranspor t  du succinate  est 

di f féremment  ressentie par R. meli loti  M5N1 et DC1 (fig. 12). En effet, le f luorure 

d e  sodium joue plutôt l e  rôle d 'ac t ivateur  du système de t ranspor t  ac t i f  chez  la  

souche sauvage, alors que l 'accumulation passive du succinate  e s t  légèrement  

inhibée par le NaF c h e z  le mutan t  DCl .  

3.6. Isolement d e  r é v e r t a n t s  et propriétés symbiotiques 

L 'é ta lement  de  suspensions cellulaires du mutant  DCl  su r  boîtes contenant  le  

milieu R H 3  additionné de  succinate  à 1 96, f a i t  apparaî t re  des  réver tan t s  à une 1 
f réquence de  l'ordre de  L e  fumara te  e t  le malate  pe rmet ten t  la  croissance 

d e  c e s  s o u c h e s .  Deux  r é v e r t a n t s  o n t  été c h o i s i s  pour l ' é t u d e  d e s  p r o p r i é t é s  

symbiotiques. 

Le  tableau 14 représente  le dosage de  l ' ac t iv i té  nitrogénasique c h e z  le mutan t  

D C l ,  chez  la  souche sauvage M5N1 et chez  les 2 réver tan t s  DC2 et DC3. L e  

mutan t  DC1 présente  une ac t iv i t é  t r ès  faible et les nodules issus de  l ' inoculation 

d e s  plantules d e  Luzerne par D C l  sont blanchâtres comparés aux nodules rosâ t res  

observés lors de l'inoculation par la  souche sauvage. Les réver tan t s  DC2 e t  DC3 

présentent  une act iv i té  nitrogénasique comparable à cel le  de la  souche sauvage (tab.  

14). 
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La haute  f réquence  de  réversion ainsi que  l 'aptitude d e s  souches réver tan tes  à 
utiliser le f u m a r a t e  et le  m a l a t e  suggèrent une simple mutation c h e z  la souche 

DCI. C e t t e  mutation sera i t  responsable à la  fois de  l a  déf ic ience a u  niveau du 

transport  des  acides  dicarboxyliques et de  la pe r te  d e  l a  capac i t é  de  fixation 

d'azote. 

Souche Nodulation Activité nitrogénase 
nmoles C2H4/plante.h 

M5Nl + 

D C I  + 

DC2 + 

DC3 + 

Tableau 14 - Propr ié tés  symbiotiques d e  R. meliloti M5N1, du  mutan t  D C l  et des - 
r é v e r t a n t s  DC2 et DC3. 

a : l e s  ac t iv i tés  obtenues sont corrigées par rapport  à un témoin 
non inoculé' 

3.7. Ult ras t ruc tu re  d e s  nodules 

L'examen macroscopique des  racines des  plantules d e  Luzerne inoculées par 

les souches d e  R. meli loti  M5N1 et DCI montre, dans l e  premier cas,  q u e  les 

nodules sont rosât res  et caractér is t iques  d'une symbiose e f f i c ien te  a lo r s  que dans  le 

c a s  du mutan t  DCI ,  les nodules sont blanchâtres et dépourvus de  Iéghémoglobine. 

Des coupes nodulaires on t  été examinées  en microscopie électronique (pl. 1). 

Nous remarquons à cet effet que : 

- les bactéroides présents  dans les cellules hôtes des nodules induits par la souche 

M5N1 s o n t  p l u s  v a c u o l é s  q u e  c e u x  du m u t a n t  D C I  ( p h o t o s  A et B) ; 

- le rét iculum endoplasmique granulaire e s t  présent dans diverses régions du cyto- 

plasme des  cellules végéta les  in fec tées  par le mutant  DC1 (photos D et F )  ; 

- la membrane d e  séquest ra t ion est largement décollée de  la paroi c h e z  les 

bactéroides du mutan t  DC1 (photo F). 



PLANCHE 1 

Ul t rastructure  des batriroides de R.meZiZoti H5M1 (A,C,E) e t  OC 1 

(B,D, F) 

: RCfi~uLum endopLasmique granulaire 

-+ : Membrane de séquestration 

N : Noyau 

v : Vacuole 



3.8. Discussion 

Deux vole ts  se dégagent  de  c e t t e  é tude  : d'une par t ,  l ' isolement et la 

caractér isa t ion du mutan t  DCI  ; ensuite, l 'étude du t ranspor t  du succinate  c h e z  

R. meliloti. 

3.8.1. Transpor t  du succinate  chez - R. meli loti  

Le  t ranspor t  du succinate  chez R. meliloti M5NI peut ê t r e  considéré 

comme é t a n t  constitutif.  En e f f e t ,  les vitesses initiales d 'accumulation du succinate,  

l o r s q u e  l e s  c e l l u l e s  s o n t  p r é a l a b l e m e n t  c u l t i v é e s  s u r  l 'un  d e s  3 a c i d e s  

dicarboxyliques, sont  3 à 4 fois  supérieures à cel les  observées lorsque l e  glucose est 

le subst ra t  de  croissance. GLENN et coll. (1980) trouvent,  c h e z  R. leguminosarum 

W'U235, des  rapports d 'ac t iv i té  inférieurs à 3 et suggèrent un système d e  t ranspor t  

consti tutif .  FINAN et coll. (1981) mentionnent, chez  la souche GF 160 d e  R. legumi- 

nosarum, des rappor ts  de  l 'ordre de  25 et concluent que le  sys tème  d e  transport  du 

succinate e s t  de na tu re  inductible. 

Les  é t u d e s  c inét iques  d e  transport  chez R. meli lo t i  M5Nl ont mont ré  

que la perméase  au succinate  fonctionne comme une e n z y m e  Michaelienne avec  une 

t r è s  fo r te  af f in i té  pour le  subst ra t  (Km = 2,86 PM). 

Le f u m a r a t e  inhibe compét i t ivement  le t ranspor t  du succinate.  La 

constante  d'inhibition est du m ê m e  ordre de  grandeur que la cons tan te  d'affinité, ce 

qui suggère un t ranspor t  commun de  ces deux acides dicarboxyliques. 

C h e z  R. l e g u m i n o s a r u m ,  l e  f u m a r a t e  e t  l e  m a l a t e  i n h i b e n t  

compét i t ivement  le t ranspor t  du succinate (FINAN et coll., 1981) et l es  valeurs des  

constantes  cinétiques sont  comparables  à cel les  obtenues c h e z  R. meliloti  M5N1. 

Le t ranspor t  du succinate,  chez  R. meliloti M5N 1, e s t  réalisé par un 

m é c a n i s m e  a c t i f  d é p e n d a n t  d e  I ' é n e r g i s a t i o n  d e  l a  m e m b r a n e  e n  v e r t u  du 

comportement  des  d i f fé ren t s  inhibiteurs métaboliques. Nous remarquons à cet e f f e t  

que : 

- l 'arséniate,  inhibiteur d e  la synthèse dlATP, n'a pas  d 'ac t ion sur le transport .  

SMART et coll. (1984) suggèrent  que le manque d'inhibition par l ' a rsénia te  se ra i t  

dû à l ' i m p o s s i b i l i t é  d e  ce c o m p o s é  à p é n é t r e r  d a n s  l e  c y t o p i a s m e  ; 

- le fluorure d e  sodium, inhibiteur d e  la synthèse du PEP, ac t ive  le  t ranspor t  du 

succinate chez  R. mel i lo t i  MSNl. THEODOROPOULOS et coll. (1985) obtiennent 

une légère act ivat ion du t ranspor t  du glucose par le NaF c h e z  la m ê m e  souche ; 



- l 'accumulation du succinate  c h e z  R. meliloti  e s t  f o r t e m e n t  inhibée en présence 

de découplants énergét iques  t e l s  que I'azide de sodium ou le 2,4 dinitrophénol. 

Des résul ta ts  similaires o n t  été repor tés  chez R. leguminosarwn (GLENN et 

coll., 1980 ; FINAN et coll., 1981), c h e z  R. cowpea (SAROSO et coll., 1984 ; 

SAN FRANCISCO et JACOBSON, 1985) e t  chez  R. japonicum (MCALLISTER 

et LEPO, 1983 ; SAN FRANCISCO et JACOBSON, 1985). 

3.8.2. Isolement et ca rac té r i sa t ion  du mutan t  D C I  

P a r  mutagénèse  chimique à la  nitrosoguanidine et enrichissement à la 

pénicilline, nous avons isolé un mutant  de  R. meliloti M5N1 incapable d e  c ro î t re  sur 

succinate,  f u m a r a t e  et m a l a t e  c o m m e  sources de carbone. 

RONSON et  co l l .  (1981)  puis  FINAN et co l l .  (1981)  o n t  m o n t r é  

r e s p e c t i v e m e n t ,  c h e z  R. t r i f o l i i  e t  R. l e g u m i n o s a r u m ,  q u e  c e s  3 a c i d e s  

dicarboxyliques uti l isent  le m ê m e  système de transport. 

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

R. m e l i l o t i  e s t  d é f i c i e n t  a u  n i v e a u  du t r a n s p o r t  du  s u c c i n a t e  et l a  f a i b l e  

incorporation a lieu par diffusion faci l i tée .  En effet, tous l e s  analogues s t ructuraux 

t e s t é s  n'ont pas  d'action sur le  transport  du succinate c h e z  le mutan t  DCI,  a lors  

que le succinate augmente  sa propre accumulation par augmentat ion du gradient de 

concentration. 

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

métabolismes chez  R. meliloti  ont  lieu via le cycle des  acides tr icarboxyliques 

(GARDIOL e t  coll. ,  1982  ; DUNCAN e t  F R A E N K E L ,  1979),  p e r m e t t e n t  u n e  

croissance du mutant  DCI.  C e c i  suggère que le cycle  ATC e s t  fonctionnel c h e z  la 

souche mutante.  

Les  essais d e  fixation d 'azote  ont  révélé une symbiose ineff ic iente  lors 

d e  I ' inocu la t ion  d e s  p l a n t u l e s  d e  L u z e r n e  par  l e  m u t a n t  D C l .  D e s  r é s u l t a t s  

similaires ont été repor tés  c h e z  di f férentes  espèces d e  Rhizobium (GLENN et 

BREW IN, 1981 ; RONSON et coll., 1981 ; FINAN et coll., 1983 ; ARWAS et coll., 

1985 ; BOTTON e t  coll., 1986). 

Les  réver tants ,  isolés sur succinate,  retrouvent la capac i t é  d e  c ro î t re  en 

présence de f u m a r a t e  ou d e  mala te  et présentent une ac t iv i t é  nirrogénasique 

comparable à celle observée c h e z  la souche sauvage M 5N 1. 



En plus, l a  h a u t e  f r é q u e n c e  d e  révers ion  (8.10-6 
) indique qu'une s imple  

muta t ion  e s t  à l 'or igine d e  la p e r t e  à l a  fo i s  d e  l ' ac t iv i té  s u c c i n a t e  pe rméas ique  et 

du pouvoir d e s  bac t é ro ides  à r édu i r e  l ' a z o t e  atmosphérique.  

L ' examen  u l t r a s t r u c t u r a l  d e s  nodules f o r m é s  par  l e  m u t a n t  DC1 m o n t r e  

une  d i f férencia t ion  d e s  b a c t é r o i d e s  comparab le  à ce l l e  o b s e r v é e  c h e z  la souche  

sauvage  M5N1. C e c i  suggè re  q u e  l e  t r anspor t  d e s  ac ides  d icarboxyl iques  a l ieu lors  

d e s  é t a p e s  f ina les  d e  l a  m a t u r a t i o n  d e s  b a c t é r i e s  e n  bac téro ides .  Toutefois ,  nous 

avons  r e m a r q u é  d e s  d i f f é r e n c e s  d ' o rd re  s t ruc tu ra l  e n t r e  l e s  2 t y p e s  d e  nodules,  

n o t a m m e n t  : 

- l e  déco l l emen t  plus i m p o r t a n t  d e  l a  membrane  d e  séques t r a t ion  e n t o u r a n t  les  

bac t é ro ides  du m u t a n t  DCI .  

Nous associons  ce phénomène  a u  f a i t  que  l e s  bac t é ro ldes  du m u t a n t  D C I  ne  

produisent  p a s  ou peu  la  porphyrine e n  ver tu  d e  l a  mu ta t ion  a u  niveau du s y s t è m e  

d e  t r anspor t  du succ ina te .  C e  de rn ie r  é t a n t  le  précurseur  d e  la  biosynthèse d e  

l 'hème (AVISSAR et NADLER, 1978). Nous savons, pa r  a i l leurs ,  q u e  l a  Iéghémo- 

globine est s i t u é e  e n t r e  l a  m e m b r a n e  d e  séques t ra t ion  et la  pa ro i  des  b a c t é -  

ro ides  ; 

- l a  p ré sence  d e  r é t i cu lum endoplasmique granula i re  d a n s  d iverses  rég ions  du 

cy top la sme  d e s  ce l lu l e s  hô te s  i n f e c t é e s  par  le  m u t a n t  DCl. 

G A R D 1 0 1  et coll. (1987) observent ,  dans  les  nodules indui t s  pa r  l e  m u t a n t  succ i -  

n a t e  déshydrogénase-  d e  R. meliloti 15-30, l a  p ré sence  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  d e s  

ce l lu les  h ô t e s  d e  b a c t é r i e s  dégéné rées ,  du ré t icu lum endoplasmique  granula i re ,  

d e s  lysosomes  et d e s  g ranu le s  assoc iées  aux bac téro ides .  Ils a s soc ien t  ces 

processus  à une  dégéné rescence  p r é m a t u r é e  et suggè ren t  q u e  la d i f f é renc ia t ion  

d e s  bac t é ro ldes  d e  ce m u t a n t  fix- est bloquée a u  s t a d e  su ivan t  l a  l i bé ra t ion  d e s  

b a c t é r i e s  par  l e  cordon d ' infec t ion  ; 

- l a  v a c u o l i s a t i o n  p l u s  i m p o r t a n t e  d e s  b a c t é r o i d e s  d e  l a  s o u c h e  M5N1.  

G A R D 1 0 1  et coll.  (1987) t r o u v e n t  é g a l e m e n t  une  vacuola t ion  plus i m p o r t a n t e  d e s  

bac t é ro ides  d e  l a  souche  sauvage  1 5 - 3 0  c o m p a r é e  à c e l l e  du m u t a n t  s u c c i n a t e  

déshydrogénase-. 

L 'ensemble  d e  ces r é s u l t a t s  suggère  q u e  le  t r a n s p o r t  a c t i f  d e s  a c i d e s  

dicarboxyliques e n  C a  est e s sen t i e l  pour l ' é tab l i ssement  d 'une  symbiose  e f f i c i en te .  



Outre, la participation des acides dicarboxyliques en tant que support 

énergétique de l'activité nitrogénasique, ces substrats peuvent être les précurseurs 

de la synthèse de l'hème de la Iéghémoglobine. II n'est donc pas étonnant que seuls 

les mutants déficients au niveau du transport ou du métabolisme des intermédiaires 

du cycle des ATC donnent des nodules inefficients. En effet, méme si d'autres 

substrats sont susceptibles d'être transportés et métabolisés par les bactéroides de 

ces mutants, la régulation de l'activité nitrogénasique ne pourra avoir lieu par 

manque de Iéghémoglobine. 

Cette protéine joue une double rôle, d'une part elle assure le transport 

de l'oxygène du cytosol des cellules hôtes aux bactéroides qui sont fortement 

dépendants du métabolisme oxydatif pour la production d'énergie et, d'autre part, 

elle protège la nitrogénase de l'inactivation par l'oxygène. 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

e t  

P E R S P E C T I V E S  



Lors  d 'une symbiose Rhizobium-Légumineuse e f f i c i en te ,  l e s  produi t s  d e  l a  

photosynthèse  cons t i t uen t  d e s  sou rces  d 'énerg ie  po ten t i e l l e  pour l a  réduct ion  d e  

l ' a zo te  a tmosphé r ique  par  l e s  bactéroides.  

L e s  a c i d e s  organiques  s o n t  les  subs t r a t s  les  plus e f f i c a c e s  pour l a  s t imula t ion  

d e  l a  resp i ra t ion  d e s  bac t é ro ides  in vitro. Pour t an t ,  d a n s  l e  nodule, les  a c i d e s  

organiques  son t  p r é s e n t s  à une  concen t r a t ion  beaucoup plus fa ib le  q u e  l e  g lucose  et 

l e  f ruc tose ,  issus d e  l ' a c t iv i t é  invertasique.  

Dans  cette optique,  nous nous s o m m e s  in téressé  à l ' é t u d e  d e  l 'ut i l isat ion d e s  

s u b s t r a t s  é n e r g é t i q u e s  f o u r n i s  p a r  l e s  c e l l u l e s  h ô t e s  a u x  b a c t é r o i d e s  p o u r  l a  

réa l i sa t ion  d 'une symbiose e f f i c i en te .  

Pour  ce la ,  nous avons  isolé 2 m u t a n t s  métabol iques  d e  R. meliloti M5N1 qu i  

p r é s e n t e n t  l e s  pa r t i cu l a r i t é s  su ivan te s  : 

- l e  m u t a n t  H D I  est incapable  d e  c r o î t r e  sur  f ruc tose ,  mannitol ,  sorb i to l ,  mannose,  

xylose ou r ibose ; 

- le  m u t a n t  D C I  est incapable  d e  c r o î t r e  sur  succ ina te ,  m a l a t e  ou f u m a r a t e .  

L ' é t u d e  du m u t a n t  H D I  a pe rmis  d e  mon t re r  que  : 

- l a  m u t a t i o n  est loca l i sée  a u  niveau d e  l a  glucose-6-phosphate i somérase  ; 

- l e  f r u c t o s e  et l e  F-6-P s o n t  les  produi t s  d 'accumula t ion  c h e z  le  m u t a n t  HD1 et 

l e  dosage  d e  l a  f ruc tokinase ,  e n  présence  d e  concen t r a t ions  progress ives  e n  

F-6-P, indique q u e  nous avons  à f a i r e  à une  inhibition a l los tér ique  d e  l a  f r u c t o -  

k inase  par  l e  F-6-P ; 

- t o u s  l e s  s u b s t r a t s  mé tabo l i s é s  via le  f ruc tose  ou l e  F-6-P n e  p e r m e t t e n t  p a s  l a  

c ro i s sance  du m u t a n t  HD1 ; 

- l 'addit ion du f r u c t o s e  aux ce l lu les  du m u t a n t  H D l  cu l t i vées  e n  présence  d e  

s u b s t r a t s  permiss i fs  (glycérol ,  a rabinose  ou succ ina te)  provoque u n e  inhibi t ion 

d e  l a  c r o i s s a n c e  a v e c  u n e  a c c u m u l a t i o n  n e t t e  du  f r u c t o s e  et du F -6 -P .  

C e t t e  inhibi t ion a été c o r r é l é e  au  blocage du mé tabo l i sme  a u  niveau d e s  F-6-P ; 

- l a  f o r t e  accumula t ion  du f r u c t o s e  à l ' in té r ieur  d e s  ce l lu l e s  du m u t a n t  HD1 est 

e n  f a v e u r  d ' u n  t r a n s p o r t  a c t i f  du  f r u c t o s e  p a r  un  s y s t è m e  non-PTS  ; 

- l e  m u t a n t  1-131 est capab le  d ' induire l a  fo rma t ion  d e  nodules e f f ic ien ts .  C e c i  

suggè re  q u e  les  subs t r a t s  non permiss i fs  t e l s  que  les  hexi to ls  (manni to l ,  sorbi tol) ,  

l e s  hexoses ( f ruc tose ,  mannose)  ou l e s  pentoses  (xylose, ribose) n e  c o n s t i t u e n t  

pas  d e s  sou rces  d 'énerg ie  pour l ' a c t iv i t é  ni trogénasique.  



L e  mutant  DC1, déficient  au niveau du transport  du succinate,  est incapable 

d e  cult iver sur l'un ou i 'aut re  des 3 acides dicarboxyliques du cyc le  des ATC. 

Les  tests de  fixation d 'azote  ont montré  l 'absence d'une telle ac t iv i t é  c h e z  la 

souche DC1. 

En plus, la capac i t é  d e s  réver tants  DC2 et UC3 à cro î t re  sur ces 3 a c i d e s  

dicarboxyliques ainsi qu'à réduire  l 'azote atmosphérique suppose que ces 3 subs t ra t s  

utilisent le  même système d e  t ranspor t  et rend compte  de  l ' intérêt  d'un te l  s y s t è m e  

pour la réalisation d'une symbiose efficiente.  

L'analyse des  coupes nodulaires a perrnis de  montrer  une différenciation 

comparable des bactéroides du mutant  DCI par rapport  à l a  souche sauvage MSNI. 

~ é a n m o i n s ,  I'inefficience des nodules induits par la souche DCI et illustrée par 

I 'apigmentation de  ces nodules, pourrait  ê t r e  due au manque d e  succinate,  principal 

inducteur d e  la biosynthèse d e  l 'hème de  la Iéghémoglobine. 

Les  bactéroides  de ces nodules présentent un dégagement  t r è s  marqué d e  la  

membrane d e  séquestration englobant I'hémoprotéine. 

La  réalisation d'une symbiose R. meliloti-Luzerne ac t ive  est donc dépendante 

du fonctionnement du système de  t ranspor t  du succinate. C e c i  nous a a m e n é  à 

étudier  la  nature d e  ce t ranspor t  et sa régulation c h e z  les  cellules libres d e  

R. meli loti  M5Nl. Nous remarquons à cet e f f e t  que : 

- vu les faibles variat ions dans  les vitesses initiales d 'accumulation du succinate  

par les  cellules de  R. meli loti  M5N1, préalablement cult ivées sur d iverses  

sources carbonées,  le  t ranspor t  du succinate peut ê t r e  considéré comme é t a n t  

consti tutif  ; 

- l'inhibition de l 'accumulation du succinate  par les  découplants énergét iques  

(azide, DNP) suggère  un t ranspor t  actif  du succinate  par énergisation d e  l a  

membrane ; 

- le succinate,  le fumara te  et le mala te  utilisent le  m ê m e  système d e  transport .  

Ceci  a pu ê t r e  mont ré  par l e  f a i t  que  : 

. la  perméase  a u  succinate est inhibée compét i t ivement  par le f u m a r a t e  et l e s  

c o n s t a n t e s  d ' a f f i n i t é  e t  d ' inh ib i t ion  s o n t  du  m ê m e  o r d r e  d e  g r a n d e u r ,  

. le mutant  DC1 déficient  au niveau du transport  du succinate  e s t  incapable 

de cult iver sur fumarate  ou malate ,  

. les réver tan t s  DC2 e t  DC3 re t rouvent  la capac i t é  d e  c ro î t re  sur le f u m a r a t e  

et le  malate. 



En conclusion, l 'étude d e  mutan t s  métaboliques a permis d 'affirmer le  rôle 

des  acides dicarboxyliques e n  t a n t  que  support énergétique d e  la fixation azotée .  

Les hexoses, les pentoses ou les hexitols ne part icipent pas  à cette régulation 

symbiotique. 

A cet ensemble déjà réalisé, nous pouvons envisager d e s  prolongements dont 

les orientations principales sont les suivantes : 

- Les  connaissances actuel les  d e  l'utilisation des  subst ra ts  carbonés  par les bacté-  

roides sont encore t r è s  insuffisantes, en raison de  la d i f f icul té  d'obtention du 

matériel  biologique. Dans des  conditions de faible pression part iel le e n  oxygène, 

les  cellules libres d e  Rhizobium sont  plutôt proches de  l ' é t a t  symbiotique. Il 

sera i t  donc in téressant  d'envisager l 'étude du transport  et du métabolisme des  

subst ra ts  énergét iques  et leur régulation par les cellules libres d e  R. mel i lo t i  

placées e n  conditions de  microaérobiose. 

Un des aspec t s  du métabolisme a été t ra i t é  par AVISSAR et NADLER (1978). 

Ils trouvent,  chez  l es  cellules libres d e  R. japonicum placées  dans des  conditions 

d e  pression part iel le e n  O limitée,  une production 10 fois  plus importante  d e  2 
l 'hème, par rapport  à la  production obtenue par les cellules libres e n  aérobiose. 

- Chez les  cellules libres, le succinate  es t  à l 'origine d e  plusieurs régulations, 

notamment  : 

. chez  R. rneliloti M5N1, la glucose perméase  et la f ructose  perméase sont  

répr imées  en présence de  succinate  (HORNE2 et coll., 1984) ; 

. les cellules de R. meli loti  201 1, cult ivées en  présence de  succinate et d e  

lactose,  rése entent une croissance diauxique et l 'ac t iv i té  B-galactosidase 

e s t  r é p r i m é e  d u r a n t  l a  p r e m i è r e  phase  c o r r e s p o n d a n t  à l ' u t i l i s a t i o n  du 

succinate  (UCKER et SIGNER, 1978) ; 

. c h e z  R. l e g u m i n o s a r u m ,  e n  c r o i s s a n c e  s u r  s u c c i n a t e ,  l ' a c t i v i t é  g l u c o s e  

perméase  est répr imée (HUDMAN et GLENN, 1980) ; 

. chez  R. meli loti  L5-30, en  croissance sur succinate seul, l 'accumulation du 

mannose est répr imée  (ARIAS et coll., 1982) ; d 'au t re  part ,  GARDIOL et 

coll. (1987) observent dans c e s  conditions une déformation de  ces cellules. Ils 

trouvent qu'en présence d e  succinate,  la consommation de  l'oxygène est t r è s  

é l e v é e  et  la  m i c r o a é r o b i o s e  r é s u l t a n t e  e n g e n d r e  un p l é i o m o r p h i s m e  d e s  

cellules. 



La présence de  succinate  dans le  milieu de  croissance est à l 'origine d e  la 

suppression des  ac t iv i t és  mentionnées ci-dessus ainsi que d e  la déformation des  

cellules. 

C e s  caractér is t iques  sont  rencontrées  chez les bactéroides d e  Rhizobium, 

notamment  le pléiomorphisme (HORNE2 et coll., 1974) et l 'absence d 'ac t iv i té  

perméasique (HUDMAN et GLENN, 1980). 

Dans cette perspective,  on pourrait envisager l 'étude du rapport  utilisation du 

succinate  e t  consoinmation d e  l'oxygène et é tendre  la régulation par le  succinate  à 
d 'autres  act iv i tés  enzymat iques  chez les  cellules libres de R. meliloti M5N 1. 



A N N E X E  I 

TRANSPORT DES SUBSTRATS CARBONES CHEZ LES BACTERIES 

L ' a c q u i s i t i o n  d e  n u t r i m e n t s  e s t  u n e  f o n c t i o n  p r i m o r d i a l e  pour  t o u s  l e s  

organismes vivants. L'aspect  majeur de  ce processus réside dans  le t ranspor t  d e  ces 

nutr iments  du milieu extér ieur  ve rs  le cytoplasme. La membrane cytoplasmique s e r t  

d e  barrière cellulaire, non seulement  pour l'incorporation sélective d e s  nutr iments  

désirés mais  aussi pour l 'excrétion de  ce r ta ins  produits. 

Cinq mécanismes de  t ranspor t  des  subst ra ts  carbonés sont connus chez  les  

bactér ies  (fig. 13). C e s  sys tèmes peuvent ê t r e  classés suivant la source  d 'énergie 

couplée a u  processus d e  transport. L a  diffusion faci l i tée  est un processus non couplé 

à l 'apport énergét ique et le subst ra t  diffuse à t ravers  la membrane jusqu'à a t t e indre  

l'équilibre en t re  la  concentra t ion à l ' intérieur des cellules et la concentra t ion à 
l 'extérieur des cellules. Le  t ranspor t  du glycérol a lieu selon ce mécanisme. 

L e s  autres  sys tèmes  de t ranspor t  sont ac t i f s  et l 'accumulation d e s  subst ra ts  a 

lieu con t re  un gradient  de  concentration.  

1- - LA DIFFUSION FACILITEE 

Le glycérol est le  seul subst ra t  carboné qui soit t ranspor té  par diffusion 

faci l i tée  c h e z  les bactéries.  C h e z  E. coli,  la capture  du glycérol s ' e f fec tue  par une 

protéine membranaire dépendante d e  l 'activité glycérolkinase (HAY ASHI et L I N ,  

1965). En e f fe t ,  les  mutan t s  glycérolkinase- sont incapables d 'accumuler le glycérol  

a l o r s  q u e  l e s  m u t a n t s  g l y c é r o l - p h o s p h a t e  d é s h y d r o g é n a s e -  a y a n t  l ' a c t i v i t é  

glycérolkinase accumulent  le glycérolphosphate. Le K m  d e  la glycérolkinase pour son 

subst ra t  et celui des  cellules pour le glycérol sont du m ê m e  ordre  de  grandeur. C e c i  

indique que  la  c a p t u r e  du glycérol est réalisée par l 'action de la glycérolkinase. 

Les  gènes codan t  pour la proté ine  de  transport  du glycérol et la glycérolkinase 

sont  t r ès  proches (BERkIAN-KURZ et RICHEY, 1971 ; BACHMANN et coll., 1976) 

a lors  que  ies gènes codant  pour les  au t res  enzymes de dégradation sont localisés dans  

d ' a u t r e s  r é g i o n s  du  c h r o m o s o m e  d e  E. c o l i  (COZZARELLI  e t  coll . ,  1968) .  
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Figure 13 - ~ é c a n i s m a  de transport des substrats carbonés chez E. 'coli (d'après 
DlLiS et coil., 1980). 



II. - LE TRANSPORT ACT" 

L e  transport  actif  des  subst ra ts  carbonés chez  les  bactér ies  est réalisé par des  

perméases  spécifiques. C e s  enzymes  subissent des  modifications conformationnelles 

qui pe rmet ten t  l ' incorporation des subst ra ts  dans le cytoplasme. On  distingue 3 

systèmes d e  transport  actif .  

Les systèmes à protéine périplasmique 

Chez  les bactér ies  à Gram négatif, ces systèmes sont sensibles au c h o c  

osmotique (NEU et HEPPEL, 1965). 11 s 'ensuit une per te  d e  l 'activité perméasique 

par libération de  la protéine périplasmique. 

C e s  sys tèmes d e  t ranspor t  font appel à des protéines de liaison (Binding 

Proteins) ayan t  des  s i t e s  d 'af f in i té  pour le  subst ra t  t ranspor té  (fig. 14). Ils son t  

énergisés par I'ATP ou par un composé énergétique dont l a  synthèse dépend de  

1' ATP. 

Les systèmes à transporteur mobile 

C e s  systèmes fon t  appel à une seule protéine responsable à l a  fois d e  la 

reconnaissance et de  la translocation des substrats. C e s  derniers sont accumulés dans  

le cytoplasme à t r avers  une membrane énergisée par un gradient de protons. 

2.2.1. La lactose perméase 

C e t t e  protéine fonctionne di f féremment  e n  fonction de la disponibilité d e  

l 'énergie dans la cellule. Ainsi, e n  absence d'énergie, on ass is te  à un transport  passif 

du substrat. 

Dans des  conditions énergétiques favorables, résultant  de  la  format ion 

d'un gradient de  pH à t ravers  la membrane (HAROLD, 1972 ; KABACK, 1976), le 

subst ra t  s 'accumule (fig. 15). L a  protonation d e  la perméase  change sa conformat ion 

et la rend plus active.  

Le  sys tème de t ranspor t  continue à fonctionner g râce  à I'efflux actif  d e s  

protons (fig. 15). 

L e  t ranspor t  des subst ra ts  par ce système peut ê t r e  inhibé par 3 t y p e s  

d'inhibiteurs : 
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Figure 14 - Les systèmes à protéine périplasmique. Exemple de &méthyl-galactoside 
p e r m k  (d'après ANDREWS et LINN, 1976 modifié). 
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Figure 15 - La lactose perméase. 



- par un substrat  compéti t if ,  qui  agi t  e n  occupant le  s i t e  d e  fixation du subst ra t  ; 

- par un découplant énergétique,  qui dissipe l 'énergie c r é é e  par le flux de  protons ; 

- par  d e s  a g e n t s  c h i m i q u e s  c o m p l e x a n t s  t e l s  q u e  l e  N - é t h y l m a l é i m i d e  (NEM) 

qui agit  d i rec tement  sur la perméase  au lac tose  en  bloquant les  fonctions -SH 

libres. 

2.2.2. La mélibiose perméase 

C e  sys tème  a été décr i t  pour la première fois chez  S. typhimurium 

(STOCKS et ROSEMAN, 1971). Il d i f fère  de  la lactose perméase  par le f a i t  qu'il 

dépend de  la  présence d'ions ~ a +  ou ~ i +  lors  de l 'accumulation d e  thiométhylgalactoside 

(TMG). Chez  E. coli, cette accumulat ion fo r tement  inhibée par le  NEM et le  CCCP,  

indique d'une part  q u e  la perméase  possède à son s i t e  actif  des  groupements -SH et 

d 'autre  pa r t  que le t ranspor t  est énergisé par un gradient d e  protons (LOPILATO et 

coll., 1978). 

BURSTEIN e t  KEPES (1985) ont  montré,  chez  E. coli,  que  le sys tème  

mélibiose perméase  est dépendant du pH alors que celui  du lac tose  présente  un 

spec t re  plus large. 

L e  gradient de  pH joue donc un rôle t r ès  impor tan t  a u  niveau d e  la 

créat ion du gradient d'ions ~ a +  nécessaire au t ranspor t  du TMG. 

Le  sys tème  ATPasique fournit  l 'essentiel de  l 'énergie pour I'efflux des  

protons (VAN THIENEN et coll., 1978). La sor t ie  des protons est à l 'origine de 

I 'accumulation et de  I'efflux d e s  ions ~ a + .  

Le t ranspor t  d e s  sucres par ce sys tème  f a i t  intervenir plusieurs enzymes (fig. 

16) qui  c a t a l y s e n t  l e  t r a n s f e r t  du p h o s p h a t e ,  à p a r t i r  d ' u n e  m o l é c u l e  de  

phosphoénolpyruvate, a u  sucre. Seules l e s  enzymes E II et E III du sys tème PTS sont 

spécifiques d e  chaque substrat. 

Le tableau 15 représente  la  distribution du système PTS c h e z  les bactéries. Le 

sys tème  PTS est rencontré  généra lement  chez les bactér ies  anaérobies à condition 

q u e  le sucre  accumulé soi t  métabolisé par  la voie EMP qui fournit  2 molécules de 

PEP par molécule d'hexose utilisée. 

Par  contre ,  c h e z  les bactér ies  aérobies, la voie ED est prédominante et 

l 'énergie générée  sous fo rme  d 'ATP ou d e  gradient d e  protons assure le  t ranspor t  des 

sucres. 
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Figure 16 - L e  système hexose-PTS chez -- E. coli et typhimurium (d'après DLLS 
et coll., 1980)- 



Genres Réaction Gram Substrats 

R hodopseudomonas 

R hodospirillum 

T hiocapsa 

Thiocystis 

Ancalomicrobium 

Spirochaeta 

Pseudomonas 

Alcaligenes 

Beneckea 

Escherichia 

Klebsiella 

P hotobacteriurn 

Salmonella 

Ser ra t ia  

F usobacterium 

M e g  asp  haer a 

Staphylococcus 

Streptococcus 

Bacillus 

Clostridium 

Brochotrix 

Lactobacillus 

A r t h o b a c t e r  

My coplasma 

fructose 

fructose 

fructose 

fructose 

général 

mannitol 

fructose 

fructose 

général 

général 

général 

général 

général 

général 

fructose 

glucose, fructose 

général 

général 

général 

fructose,  mannitol 

général 

général 

fructose, rhamnose 

général 

Tableau 15 - Dis t r i bu t ion  du  s y s t è m e  d e  t r a n s p o r t  PTS c h e z  l e s  P r o c a r y o t e s  
(d'après DILLS et coll., 1980). 



L'action des  inhibiteurs métaboliques sur le transport d e s  sucres par le  sys tème  

PTS est différente de  c e l l e  décr i te  pour l e s  autres sys tèmes  de transport. L e s  

découplants énergétiques stimulent l'accumulation des  substrats (HAGUENAUER e t  

KEPES, 1971 ; REIDEK e t  coll., 1979) alors que l e  fluorure limite ce transport 

(HAGUENAUER e t  KEPES, 1972). 



A N N E X E  I I  

PRINCIPALES VOIES DE DECRADATION DES HEXOSES 

ET DES H W  ITOLS CHEZ LES BACTERI ES 

La dégradation des  hexoses et des  hexitols suit des  voies diverses selon les 

microorganismes en  cause. Les  f igures  17, 18 et 19 représentent  les principales voies 

d'utilisation de ces substrats. 

1- - LA VOIE ENTNER-DOUDOROFF 

Les  enzymes ca rac té r i san t  cette voie sont la 6-phosphogluconate déshydratase  

et la 2 céto-3-désox y-6-p hosphate aldolase. L e  rendement énergétique d e  cette voie 

e s t  t r è s  faible, puisqu'une seule  mole d'ATP e s t  récupérée  par mole de  subs t ra t  

consommé. La voie ED e s t  rencontrée  généralement chez  les  bac té r ies  aé rob ies  

s t r i c tes  te l les  que Azotobacter, Micrococcus et Mycobacterium qui génèren t  l ' énergie  

sous fo rme  d'ATP ou d e  gradient électrochimique de  protons. 

C e s  formes d 'énergie sont utilisées pour act iver  le t ranspor t  des hexoses et des  

hexitols par un sys tème  non-PTS. 

II. - LA VOIE EMBDEN-MEYERHOFF PARNAS OU VOIE GLYCOLYTIQUE 

Les  enzymes c l e f s  de cette voie sont la phosphofructokinase et la f ruc tose  

1,6-disphosphate aldolase. 

La dégradation des  subs t ra t s  par cette voie fournit  2 moles d e  PEP et le 

développement d'un sys tème d e  transport  PTS e s t  mieux adapté  dans  ce cas .  

La  voie EhlP est rencontrée  chez  la plupart des bactér ies  anaérobies et c h e z  

ce r ta ines  anaérobies facul ta t ives .  



hexokinase 

glucose-6-phosphate 
déshydrogénase 

glucose 

A D P  

NADPH H+ 

glucono 6 lactone 6 phosphate 

gluconolactonase 

6 phosphogluconate f ‘ s  

1 
\ " "., ' -  -P..-.' 

phosphog luconate 
déhydratase 

2 céto 3 désoxy 6 phosphogluconate 
n 

6 phospho 2 c é t o  3 déoxygluconate aldolase 

/ 
glycéraldéhyde 3 phosphate \ 

Figure 17 - ~é tabo l i s rne  du glucose par la voie d'Entner-Doudoroff (ED) ou voie du 
KDPG. 



glucose 

glucose 6 - phosphate 

glucose phosphate isomérase I 
fructose 6 - phosphate 

I 

fructose 1-6 diphosphate 

ph&pho+$nol-pyruvate 
hydratase 



III. - LA VOIE DES PENTOSES PHOSPHATES OU VOIE DICKENS-HORECKER 

L'enzyme clef d e  cette voie est la gluconate-6-phosphate déshydrogénase à 
N A D P  q u i  p e r m e t  la d é c a r b o x y l a t i o n  o x y d a t i v e  du g l u c o n a t e - 6 - p h o s p h a t e  en  

C e  dernier subit une sér ie  d'inter-conversions cata lysées  par la t ranscétolase  

et la  transaldolase. 

Pour chaque mole de triose-phosphate, trois moles d e  CO2 et 6 moles  de 

NADPH2 sont obtenues. 

Du point de vue énergétique,  l'oxydation des  moles de  NADPH2 fourni t  36 

moles dlATP, et le bilan final sera i t  d e  35 moles d'ATP par mole  de subs t ra t  

consommé. 

Le cyc le  des pentoses phosphates est suivi par un grand nombre d 'espèces  de 

bactér ies  (Acetobacter, Pseudomonas, E. coli). I l  est ca rac té r i sé  par la production de 

NADPH nécessaire aux biosynthèses. 2  



glucose 

k ATp 

glucose 6 phosphate+ 

glucose 6 phosphate 
deshydrogénase l-1. 

D glucono 6 lactone 6 phosphate 
I 

gluconolactonase 1 
6 phosphogluconate+ 

phosphogluconate 
déshydrogénase 

+ 
ribulose 5 phosphate 

ribulose phosphate ribose phosphate 
3 épirnérase isornérase 
D-xylulose 5 D-ribose 5 phosphate 

triose phosphate isornéras& 
dihydroxyacétone glycéraldéhyde 3 phosphate sédoheptulose 7 

phosphate 

fructose 1-6 diphosphate fructose 6 phosphate érythrose 4 phosphate xylulose 5 

4 1  x phosphate 

fructose 6 phosphate glucose 6 phosphate fructose 6 phosphate 3 phosphogly- 
céraldéhyde 

4 1  

' EMB 
glucose 6 phosphate glucose 6 phosphate 

i 
pyruvate 

Figure 19 - Métabolisme du glucose par la voie de Dickens Horecker (DH) 
ou voie des pentoses 

1 : fructose 1-6 diphosphate aldolase ; 2 : transaldolase ; 3 : hexose diphosphatase ; 
4 : glucose phosphate isornérase ; 5 : transcétolase. 
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Le présent t ravai l  déc r i t  l ' isolement et la caractér isa t ion d e  2 m u t a n t s  

métaboliques de  R. meliloti,  e n  vue d e  montrer l ' importance de  l 'utilisation des 

subst ra ts  carbonés par les bactéroides lors de la symbiose. 

Après la présentation du genre  Rhizobium et de  la symbiose, une é t u d e  e s t  

présentée concernant  les t ravaux préalablement entrepr is  sur le transport  et le 

métabolisme des  subst ra ts  carbonés  et leur régulation chez  les cellules libres et les 

bactéroides de  Rhizobium. 

L'examen du métabolisme énergétique des hexoses chez  R. meliloti M5Nl 

mont re  : 

- l a  prédominance de  l a  voie Entner-Doudoroff ; 
- la  présence de la voie des pentoses phosphates, conformément  à t o u t e s  

les  espèces  de Rhizobium à croissance rapide ; 
- l 'absence d e  la voie Embden-h'leyerhoff-Parnas. 

C e s  résul ta ts  on t  été conf i rmés lors de l ' isolement et d e  la  caractér isa t ion du 

mutan t  glucose-6-phosphate isomérase-. En e f fe t ,  les  faibles ac t iv i t é s  des e n z y m e s  

c le f s  de  la voie EUP ne permet ten t  pas  l 'utilisation par le mutan t  HDI du f r u c t o s e  

ou des subst ra ts  métabolisés via ce dernier te ls  que  le mannitol ou le sorbitol. 

Les  substats,  rejoignant le F-6-P t e l s  que le mannose, le xylose ou le ribose, 

ne  pe rmet ten t  pas la croissance du mutan t  HD1. 

Les  mêmes  taux de croissance sont  obtenus pour le mutan t  HD1 et la souche 

s a u v a g e  M5N1 c u l t i v é s  su r  a r a b i n o s e ,  q u i  e m p r u n t e  u n e  v o i e  d e  d é g r a d a t i o n  

di f férente  de  celle des  pentoses. 

Les mécanismes biochimiques, régulant l 'utilisation du f ructose  par le m u t a n t  

HDI, ont permis  de montrer  que : 
- l 'addition du f ructose  aux cellules du mutan t  HDI, cul t ivées  en présence 

d e  s o u r c e s  d e  c a r b o n e  per in i s s ives ,  p r o v o q u e  u n e  inh ib i t ion  d e  l a  

croissance ; 



- l e  f r u c t o s e  et le  F-6-P s o n t  l e s  produits  d 'accumula t ion  à l ' intér ieur  

d e s  ce l lu les  ; 
- l e  F-6-P inhibe la f ruc tok inase  et provoque l ' accumula t ion  du f ruc tose .  

C e t t e  accumula t ion  indique, e n  acco rd  a v e c  d ' au t r e s  au teu r s ,  q u e  l e  

t r a n s p o r t  du f ruc tose  c h e z  R. me l i lo t i  est ac t i f  p a r  un s y s t è m e  non-PTS. 

L a  c a p a c i t é  du rnutant  HDI  à induire la fo rma t ion  d e  nodules  e f f i c i e n t s  

suggère  q u e  l e s  s u b s t r a t s  non permiss i fs  p r é c i t é s  ne  pa r t i c ipen t  pas à l a  réduct ion  

d e  l ' a zo te  pa r  les  bac téro ides .  

L ' i s o l e m e n t  et l a  c a r a c t é r i s a t i o n  du  m u t a n t  s u c c i n a t e  p e r m é a s e -  d e  

R. me l i lo t i  a pe rmis  d e  mieux appréhende r  cette régula t ion  symbiotique.  L e  m u t a n t  

DC1, incapable  d e  c r o î t r e  sur  succ ina t e ,  f u m a r a t e  ou m a l a t e ,  donne  des  nodules 

i n e f f i c i e n t s .  C e s  n o d u l e s  s o n t  d é p o u r v u s  d e  I é g h é m o g l o b i n e  et l ' a n a l y s e  

u l t r a s t ruc tu ra l e  r évè le  un déco l l emen t  d e  l a  membrane  d e  séques t r a t ion  en tou ran t  l e  

bac téro ide .  

L e s  r é v e r t a n t s  DC2 et DC3,  isolés sur  succ ina te ,  r e t rouven t  l a  c a p a c i t é  d e  

c r o î t r e  sur  f u m a r a t e  ou mala te .  C e c i  suggère  un t r anspor t  c o m m u n  d e  ces 3 a c i d e s  

dicarboxyliques. 

L a  h a u t e  f r é q u e n c e  d e  révers ion  ainsi  que  l a  c a p a c i t é  des  souches  DC2 et 

D C 3  à induire la  f o r m a t i o n  d e  nodules e f f i c i en t s ,  suggèrent  qu 'une  s imple  muta t ion  

est à l 'origine à l a  fo i s  d e  la  p e r t e  d ' ac t iv i t é  perméas ique  et d e  l a  c a p a c i t é  d e s  

bac t é ro ides  à r édu i r e  I ' a zo te  a tmosphér ique .  

L a  n a t u r e  du t r a n s p o r t  du s u c c i n a t e  et sa régulat ion o n t  été é t u d i é e s  c h e z  l e s  

ce l lu les  l ibres  d e  R. me l i lo t i  V5N1. Ainsi, l a  mesure  d e  l ' e f f e t  d e s  inhib i teurs  

métabol iques  a pe rmis  d e  m o n t r e r  q u e  l e  t ranspor t  du s u c c i n a t e  est act if  p a r  

énerg isa t ion  d e  la  m e m b r a n e  plasmique. 

L a  p e r m é a s e  a u  succ ina t e  se c o m p o r t e  c o m m e  une e n z y m e  Michaelienne, a v e c  

une f o r t e  a f f i n i t é  pour l e  subs t ra t .  

L e  f u m a r a t e  i n h i b e  c o m p é t i t i v e m e n t  l ' a c c u m u l a t i o n  du s u c c i n a t e  et l e s  

c o n s t a n t e s  d ' a f f in i t é  et d'inhibition son t  du m ê m e  o rd re  d e  grandeur.  C e  r é s u l t a t  

c o n f i r m e  l ' idée q u e  les  3 a c i d e s  dicarboxyliques e m p r u n t e n t  l e  m ê m e  sys t ème  d e  

t r anspor t  c h e z  R. meli iot i .  



L'ensemble des  résultats permet, d'une part, de  proposer les voies possibles d e  

dégradation des substrats carbonés c h e z  R. meliloti et, d'autre part, d e  préciser le  

rôle d e  chacun d'eux dans les  mécanismes de réduction de l 'azote atmosphérique par 

les  bactéroides. 


