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A B R E V I A T I O N S 

A c . i a c é t a t p 

C i carboni« 

C e I 1 . E ee l I u l e s , e e l l u i a i r e 

Ci : C u r i e 

(1 Ci = 2,2 x 10I=* désintégrations / min) 

DD : densité optique mesurée sur une distance de 

10 mm 

For. : formiate 

HaasB : hydrogenase 

PEP : phosphoénolpyruvate 

PHB : pol y-(î-hydroxybutyrate 

POPOP Î î,4-bis-(5-phényl-2-axazoIyl)-benzol 

PPO : 2,5-diphényl-oxBZol 

Prot. : protéine 

Pyr. : pyruvate 

RuBP : D-ribulose 1,5 biephosphate 

RuBPCase : D-ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase 



R E S U M E 

Ce travail consiste en une étude physiologique des 

possibilités d'adaptation nutritionnelle de 

l'hydrogénobactérie Aquagpiri llum autotrophicum. ainsi 

que des régulations que cela implique au niveau de 

certaines enzymes. Cette adaptation s'effectue par la 

mi se en jeu conjointe des métabolismes organohétérotrophe 

et 1ithoautotrophe (mixotrophie) selon des modalités 

vari ées. 

Cette hydrogénobactérie a été isolée d'un petit lac 

eutrophe, Le Loci at (St-Blaise, NeuenStel ) (Aragno et 

Schlegel, I97B a ) . 

Une étude physiologique réalisée avant ce travail 

<Aragno et Schlegel 197S b ) , a révélé que chez cet 

organisme* chimiolithoautotrophe facultatif, s'affirme 

une "prédominance" du métabolisme organohétérotrophe 

(enzymes de la vaie d'Entner-Doudoroff constitutives), 

par rapport au métaboli sme 1i thoautotrophe <1es 

activités-clé de la 1ithoautotraphie n'apparaissent qu'en 

présence d'H», 0 a et CO3*) - Cependant, les fonctions de la 

1ithoautotrophie et celles de 1'organohétérotrophie ne 

s'exercent pas sans interactions réciproques. Certains 

substrats organiques, par exemple, influencent la vitesse 

d'induction de 1'H2ASe. 

Ces résultats, ainsi que les différences observées 

dans les régulations des enzymes de la 1ithoautotrophie 

chez Aauaspiri1 lum autotrophicum et chez Alcaliqenes. 

eutrpphus (nydrogénobactérie très étudiée), nous ont 

incité a poursuivre l'étude des interactions entre les 

métabolismes organohétérotrophe et Iithoautotrophe chez 

Aquaspiri1lum autotrophicum. Nous noua sommes penchée en 

particulier sur les régulations qui affectent les 

activités-clé de la 1ithoautotrophie. 

Ce travail repose principalement sur ttnc approche 

consistant a soumettre l'organisme étudié a des 



transitions, en culture continue. 

Il s'avère en premier lieu ou'Aquaspiri11 um 

autotroph!cum n'est capable d'une croissance mixotrophe 

impliquant l'utilisation simultanée d'un substrat 

organique, de l'H» et du'CQa (en présence d'0a>, que 

lorsque le substrat organique est en concentration 

limitante dans le milieu. Le métabolisme 

organohétérotrophe agit en effet comme rêpresseur des 

fonctions-clé de la 1ithoautotrophie, et ceci 

proportionnellement a son taux de fonctionnement. L'H3ase 

est toutefois moins sensible que la RuBPCase a cette 

régulation. Par conséquent, dans certaines conditions 

transitoires qui permettent la synthèse d'H3ase et non de 

RuBPCase, la bactérie met en oeuvre un type particulier 

de métabolisme mixotrophe» od une partie de l'énergie est 

issue de l'Ha, tout le carbone provenant du substrat 

organique. Nous avons nommé ce type de métabolisme 

"1ithohétérotrophe". Cet apport supplémentaire d'énergie 

à partir de 1'H3 permet a la bactérie d'assimiler une 

proportion plus impartante de substrat organique, et donc 

d'améliorer son rendement de croissance par rapport à ce 

substrat. Oe telles conditions sont réunies par exemple 

en culture batch, en présence de substrat organique et 

d'Ha iavec ou sans C O 3 ) , ou bien dans les premières 

heures qui suivent l'adjonction d*H9 a une culture 

continue limitée en substrat organique. 

On peut constater que les "choix" métaboliques de la 

bactérie sont correiés a des régulations variées et 

subtiles, qui s'exercent an particulier sur l'Haase et la 

RuBPCase, et dont voici une brève enumeration. 

Premièrement, nous pouvon« assumer,'avec une très 

faible probabilité de nous tromper, que 1'Haase est 

inductible par l'Ha, la présence de ce gaz s*avérant 

nécessaire a l'apparition de son activité. 

Le CO 3 accélère la synthèse de l'H3ase. De plus, la 

quantité d'Haaße synthétisée est plus importante en 

présence de ce gaz qu'en eon absence. Il est toutefois 

difficile de savoir si le COa est nécessaire ou non a 
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l'apparition de l'H^ase, puisque l'oxydation des composés 

organiques en produit (infine si l'an ne fournit pas de 

substrat organique a la bactérie, celle-ci est 

susceptible d'effectuer une respiration endogène). En 

culture continue, l'apport de CO 9 a une population en 

équilibre, limitée en carbone et non en énergie (H* en 

G K C * B ) , provoque une augmentation du niveau de l'activité 

spécifique de 1'Hg.ase, parallèlement à un accroissement 

de la biomasse qui résulte de cet apport. Ce phénomène 

tient probablement à une demande accrue en énergie et en 

pouvoir réducteur due A l'activité du cycle de Calvin. 

D'autre part, le fonctionnement du métabolisme 

organohétérotrophe réprime 1'H3ase, ainsi que la 

RuBPCase. Nous avons montré que cette régulation affecte 

la synthèse de l'Haase et non l'activité hydrogène-

oxydase. 

Ouant a la RuBPCase, son activité apparaît chaque fois 

que les conditions suivantes sont réunies: besoin de 

carbone d'une part, énergie disponible d'autre part. 

C'est pourquoi cette activité ne devient décelable dans 

nos cultures que quelques heures après celle de l'H^ase. 

La RuBPCase est présente également dans des cellules ee 

développant sur le formiate <avec air) <ce substrat est 

métabolisé via le cycle de Calvin). Dans ces conditions, 

1'H2ASe n'est pas induitef l'énergie provient 

certainement de l'hydrogène prélevé du formiate par une 

formi ate-déshydrogéna5e. Ces résultats i ndi quent que 1 es 

synthèses de l'Haase et de la RuBPCase ne sont pas 

soumises à un déterminisme commun au niveau génétique 

(Operon commun par e«empi»). Les conditions d'apparition 

de la RuBPCase sont réunies en culture continue limitée 

par le substrat organique, en présence d'un excès d'H^. 

Bien qu'un apport de CQ 3 n'ait alors pas lieu, il est 

difficile de savoir si ce gaz est nécessaire a l'appari­

tion de l'enzyme, car l'oxydation du substrat en 1 ibère. 

Dans ces conditions, nous avons montré que les 

cellules fixent effectivement le C09< Or", «i l'on compare 

les coûts énergétiques de l'assimilation de pyruvate par 
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la néoglucogenèse ou bien par oxydation de ce substrat et 

refixation autotrophs du C0 a résultant de cette 

oxydation, on constate que 1© premier mécanisme est 

nettement plus économique que le second. Nous ne savons 

pas dans quelles proportions la bactérie utilise Les deux 

mécanismes. 

En culture continue limitée par l'acétate, en présence 

d'un excès d'Ha, le niveau de RuBPCase est presque trois 

fais plus élevé que dans les mimes conditions avec le 

pyruvate. Lorsque, une fois l'équilibre atteint, du COa 

est fourni a la culture, ce niveau s'abaisse jusqu'à la 

valeur qu'il a dans toutes les conditions étudiées avec 

le pyruvate. La RuBPCase semble donc soumise a une 

régulation par le C0 a en présence d'acétate'et non en 

présence de pyruvate. 

Nous avons abordé un aspect plue spécifiquement 

écologique par la mise en compétition, en culture 

continue, du type sauvage d'ftguaspiri1lum autotrophicum 

avec un mutant de cette bactérie dépourvu de la capacité 

d'oxyder 1'H3. En conditions hétérotrophée (limitation 

par le pyruvate), les deux populations se maintiennent 

côte a cSte. Lorsque nous fournissons de l'Ha en excès À 

cette culture, le type sauvage obtient un léger avantage 

par rapport au mutant. Sous l'effet de l'apport de CO3, 

le type sauvage élimine le mutant* puisque la limitation 

par le carbone est levée pour lui. 

Références: 
Aragno M. et Schlegel H.G. 

I97G a, Int. J. Syst. Bacteriol. 2St H 2 - U 6 
Aquasoiri1lum autotrophicum. a neu species of 
hydrogen—ox idixing, facultatively autotrophic 
bacteria. 

Aragno M. et Schlegel H. G. 
1978 b, Arch. Microbiol. 116: 221-229 
Physiological characterization of the hydrogen 
bacterium Aquasoirillum autotrophicum. 
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I. I N T R O D U C T I O N 

I.1. Les hydrooénobactéries. 

L G terme "hydrogénobactéries" définit un groupe 

physiologique, et non une unité taxonomique. 

Ce groupe est caractérisé par la capacité de tirer son 

énergie de l'hydrogène moléculaire, l'accepteur des 

électrons étant l'oxygène, ainsi que par l'aptitude a 

-fixer le gaz carbonique de manière autotrophs. Ces 

organismes peuvent donc réaliser une croissance 

chi miaiithoautotrophe. 

Excepté les genres thermophiïes Calderobacterlum 

(Kryukov et al. 19B3) et Hvdroqenobacter (Kawasumi et 

al. 1980, 19B4; Krîetjansson et al. 19BS; Bonjour et 

Aragno 1937, en préparation), toutes les 

hydrogénobactéries isolées jusqu'à présent sont 

1ithoautotrophes facultatives. El les peuvent donc 

également se développer aux dépens d'un substrat 

organique, réalisant ainsi une croissance purement 

hétérotrophe tout a fait similaire è celle que l'on 

observe chez d'autres bactéries hétérotrophe» aérobies. 

De nombreuses revues sont parues sur ce groupe de 

bactéries (Repaske 1966( Schlegel 1966; Kelly 1971; 

Schlegel et Eberhardt 1972; Schlegel 1976; Zavarzin et 

Nozhevnikova 1977; Zavarzin 197B; Aragno et Schlegel 

19BIf Bowien et Schlegel 19S1). 
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Les hydrogénobactéries regroupent entre autres des 

Al cali genes, des spirilles (dont Aauaspjri H u m 

autotroph!cum), des membres des genres Pseudomonas. 

Xanthobacter. et Hydrooenobacter. ainsi que des bactéries 

Gram-positives appartenant aux genres Baci 1 lus et 

Nocardia. 

Les bactéries capables de se développer avec du 

monOHyde de carbone comme seule source d'énergie et de 

carbone (en présence d*oxygène) , peuvent également 

croître au dépens d'Ha et de C0 a. On les inclut par 

conséquent dans le groupe des hydrogénobactéries. Ces 

organismes, nommés carboxydobactôries, regroupent entre 

autres certains Pseudomonas et Alcaliqenep. 

Certaines hydrogénobactéries se sont avérées capables 

d'oxyder le thiasulfate (Friedrich et Mitrenga 1981). Ces 

auteurs ont également démontré que Faracoccus 

denitrificans réalise non seulement une oxydation de ce 

substrat, mais aussi une croissance a ses dépens. Une 

telle croissance a été étudiée plus récemment chez une 

bactérie du genre ^vdroaenobacter (Bonjour et Aragno 

19B6). 

On a découvert, chez des bactéries connues depuis 

longtemps comme fixatrices d'azote, l'aptitude à se 

développer en tant qu'hydrogénobactéries. Le genre 

Rhizobium en fournit un exemple (Hanus et al. 1979| Lepo 

et al. 19B0). 

Inversement, Xanthobacter autotroph!eus (Gogotov et 
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Schlegel 19741, Alcaliqenes latus (Malik et._a.l_., 19Bi), 

Pseudomonas saccharophila (Barraquio et al• 1986) et 

certaines Pseudomonas pseudoflava (Jenni et al. 1937, 

sous presse), décrites d'abord comme hydrogénobactéries, 

se sont avérées capables de fixer 1'N3, propriété 

qu'elles partagent avec de nombreuses autres 

hydrogénobactéries. 

La micro—-orphologie des hydrogénobactéries ne révèle 

aucune adaptation morphologique a Ia 1ithoautotrophie 

(Aragno et al. 1977; Malther-Mauruschat et al. 1977), 

contrairement a ce qui a été observé chez d'autres 

bactéries Iithoautotrophes (comme par exemple le système 

de membranes intracytoplasmiques chez certaines bactéries 

nitrifiantes, ou les carbaxysomes au sein du genre 

ThiobacUlus). 

1.2. Systèmes enstymatiques impliqués dans la 

1ithoautotrophie. 

Les hydrogénobactéries, lorsqu'elles se développent en 

présence de CO- comme seule source de carbone, 

synthétisent leur matériel ceI lui aire en réalisant la 

réduction assimilative du CO-. par le cycle de Calvin. Le 

genre Hydropenobacter• cependant, constitue une exception 

en assimilant 1» CO- par le cycle de Krebs lnv»r-é (Shtba 

et._a.l_


et al. 1985). 

L'activation de l'H» procure à ces organismes le 

pouvoir réducteur et l'énergie nécessaires a la fixation 

du CO3. 

Deux types d'enzymes peuvent remplir cette fonction: 

-les hydrogénases membrana!res 

-les hydrogénases cytoplasmiques (ou Ha-déshydrogénases, 

ou H3INAD- oxydoréductases) <Schneider et Schlegel 1977>. 

Ces enzymes exercent des rôles physiologiques différents. 

L'enzyme membrana!re canalise les électrons dans la 

chaîne respiratoire, jusqu'à 1*0a- L'accepteur des 

électrons (peut-être une quinone ou le cytochrome C) qui 

proviennent de l'Haase membranaire, a un potentiel redox 

supérieur a celui du NAD*. Par conséquent, chez les 

organismes pourvus uniquement d'une H3ase membranaire, un 

f1ux i nversé d'électrons, processus consommateur 

d'énergie, est donc nécessaire pour réduire le NAD*. 

L'H^ase soluble réduit directement le NAD*. Son rSle 

concerne principalement la régénération du NADH utilisé 

par le cycle de Calvin. Cependant, elle peut aussi 

fournir des électrons a la chaîne respiratoire, par 

l'intermédiaire du NAD. 

Certaines espèces, comme Alcal ioenes eutrophue et 

Aicqliflsnes ruhlandii. possèdent les deux sortes 

d'enzymes. Nocardia opaco et Nocardia autotrophica. quant 

a elles, ne possèdent qu'une Haase soluble, alors que la 

majorité des hydrogénobactéries ne sont pourvues que 

d'une Haase membranaire. 
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1.3. La mixotrophie. 

Les organismes chimiciithoautotrophes facultatifs, qui 

comprennent la plupart des hydrogénobactéries 

(chap.I.1.), sont non seulement capables d'effectuer les 

métaboli smes 1i thoautotrophe et arganohétérotrophe 

séparément, mais aussi de mélanger ces deux types 

trophiques selon des modalités très variées. A cette 

propriété s'applique le terne de "mixotrophie" qui, 

étymologiquement, signifie "se nourrir de façon 

mélangée". 

Ce terme fut introduit par Pfeffer en 1897 <in 

Rittenberg 1972) pour décrire la physiologie dans 

laquelle des composés organiques sont soit stimulants 

soit nécessaires a la croissance photosynthétique de 

certaines plantes inférieures. En 1967, Pringsheim (in 

Rittenberg I972) l'utilisa pour désigner- la physiologie 

du groupe Beqqiatoa. dont la croissance autotrophe est 

stimulée de façon importante par des composés organiques 

spéci fi ques. Actuellement, les auteurs qui étudient les 

organismes chimiolithoautotrophes facultatifs s'en 

servent pour qualifier, d'une manière générale, Ia 

possibilité de combiner l'utilisation de sources 

d'électrons et/ou de carbone inorganiques avec 

l'utilisation de substrats organiques (Matin 197Bf BoMien 

et Schlegel 1981( Kuenen et al. 1983). Récemment, Bonjour 

et «ragno (1986) ont qualifié de mixolithotrophe le mode 

de nutrition d'un Hydrogenobacter. capable de tirer ses 
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électrons simultanément de deux sources inorganiques 

(l'Ha et le thiasulfate). 

Cependant, hi storiquement, on constate que 1 a noti on 

de mixotrophie n'a pas toujours bénéficié d'un caractère 

d'évidence. En effet, en 1890, Winogradsky, qui le 

premier démontra la chimiolithotrophie par ses études des 

bactéries nitrifiantes, tira de ces marnes travaux le 

concept d'inorgoxydant. Cette notion supposait que les 

bactéries chimiolithoautotrophes non seulement n'avaient 

pas besoin de substances organiques pour leur 

développement, étant incapables de les assimiler, nais 

étaient entravées par ces substances. Le CO 3 constituait 

par conséquent la seule source de carbone utilisable par 

ces organismes (Winogradsky, cité par Rittenberg 1969) . 

Appliquant ce concept d'une manière catégorique aux 

bactéries chimiolithotrophes, Winogradsky fermai t en 

quelque sorte la parte a la mixotrophie (on peut 

assimiler la notion d'inorgoxydant a celle de 

1ithoautotrophe obligatoire). 

La découverte des hydrogénobactéries en 1906 par 

Kaserer ne suffit pas a modifier ces idées. En effet, on 

considéra généralement que les physiologies autotrophe et 

hétérotrophe des organismes 1ithoautotrophes facultatifs 

ne pouvaient pas fonctionner simultanément (Woods et 

Lascelles 1954). On se contenta de distinguer entre 

"autotrophics obligatoires" et "autotrophes facultatifs". 

Cependant, en 19É.9, s'appuyant sur 1 es données 

expérimentales qui s'étaient accumulées, Rittenberg mit 
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en lumière le -fait que les deux aspects de la physiologie 

(génération d'énergie et assimilation du carbone) 

n'étaient pas aussi dépendants l'un de l'autre qu'on 

l'avait d'abord prétendu et pouvaient se présenter dans 

toutes les combinaisons possibles (Rittenberg 1969). 11 

combattit l'idée d'autotrophic obligatoire, préférant 

parler de chimiolithotrophie obligatoire. Pour lui, en 

effet, 1 * autotrophie obligatoire (qui suppose un 

développement dépendant de 1 a présence de COa> n'avait 

aucun sens ecologi que (Rittenberg 1972). Même si les 

idées de Rittenberg peuvent fitre révisées en partie a la 

lumière de nouvelles découvertes *, cet auteur a eu le 

mérite de réhabiliter la notion de mixotrophie. Toutes 

ces hésitations quant a l'attribution d'une réalité aux 

modes de nutrition mixotrophes chez les bactéries, sont 

probablement imputables a l'approche expérimentale 

adoptée- En effet, accoutumés a observer des phénomènes 

de diauxie en culture batch, c'est-a-dire en présence de 

concentrations élevées de substrats, les chercheurs ont 

sauvent prétendu que l'utilisation conjointe de certains 

substrats n'était pas possible. Pourtant, en 1967 déjà, 

Mateles et al. (1967) démontrèrent l'utilisation 

simultanée de fructose et de glucose par Escherichia coli 

1 Par exemple, les organismes qu'il nomme 
chimiolithotrophes obligatoires et auxquels il dénie une 
carbone-autotrophie obligatoire semblent en fait autant 
dépendants de la présence de CO 9 que de calle d'une 
source inorganique d'électrons (Matin 1978)|des bactérie« 
chimiolithaautotrophes obligatoires ont été isolée* de 
milieux géothermiques (Kryukav »t al., 19B3* Kawasumi «t 
al. 1980, 1984( Kristjansson et ,al. 198S| Bonjour et 
Aragno 19871. 
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et Pseudomonas f1uorescens en culture continue à des taux 

de dilution bas, c'est-à-dire à des concentrations très 

faibles de ces substrats, alors qu'en culture batch ou 

bien A des taux de dilutions plus élevés, les deux 

substrats n'étaient pas métabolisés simultanément. De 

nombreux cas semblables sont connus (Matin 19Bl). Il 

semble en effet logique que ce phénomène soit répandu, 

puisque les concentrations des substrats dans les 

environnements naturels sont généralement limitantes. 

Au vu de ce qui précède, il s'avère que la nation de 

«ixotraphie n'A cessé d'évoluer en fonction des 

découvertes effectuées, et qu'elle est susceptible 

d'évoluer encore; elle sera en effet probablement 

appliquée a un nombre de types trophiques toujours plus 

élevé, au fur et A mesure de leur découverte; le cas 

d'Hvdrooenobacter déjà cité noua en fournit un exemple 

(Bonjour et Aragno 1986). 

Il découle de ces observations qu'une définition 

universelle de la mixotrophie ne peut pas dépasser en 

précision ce que nous donne 1 *étymologie (cf. ci-dessus). 

Cependant, il est clair que dire d'une bactérie qu'elle 

est auxotrophe en se limitant a cette acception générale, 

équivaut a peu près a ne rien dire (nous serions surprise 

d'apprendre que, dans ce sens—Ia1 II existe une bactérie 

non mixotrophe!). 

Par contre, il appartient a chacun de définir, en 

rapport avec l'organisme qu'il étudie et les conditions 
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expérimentales qu'i1 Appi loue, ce qu' i 1 veut dire quand 

il parle de mixotrophie. 

Quant a nous, étudiant au cours de ce travail les 

interactions entre les métabol i soies chimiol i thoautotrophe 

et chimiaorganohétérotroph* chez un organismi! 

chimiolithoautotrophe facultatif, nous estimons que la 

définition citée plus haut <"possibi1ité de combiner 

l'utilisation de sources d'énergie et/ou de carbone 

inorganiques avec l'utilisation de substrate organiques") 

s'applique à notre cas, moyennant quelques nuances qui 

apparaîtront au fur et a mesure des résultats obtenus, 

s'i mposant d'elies-m?mes. 

1.4 Aspect écologique. 

Les hydrogénabactéries ont été isolées de nombreux 

habitats (sols, eaux, sédiments) (Aragno et Schlegel 

1981). De ce fait, on les a longtemps tenues pour 

principales responsables de la consommation aérobie de 

1'H3 dans les milieux naturels (Kuznetsov 1959; Schlegel 

1974( Schweizer et Aragno 1975j Aragno et Schlegel 1981). 

Cependant, il s'est avéré que leurs capacités 

chimiolithotrophes ne peuvent pas rendre compte de 

l'utilisation de 1*H» aux concentrations où il est 

présent le plus souvent dans les environnements naturels. 
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En effet, l'atmosphère ne contient que des traces de ce 

gaz. D'autre part, sa solubilità dans l'eau est très 

faible, de sorte que 1'H3 atmosphérique se trouve en 

équilibre avec une concentration aqueuse de moins de O 1S 

nfl. La phase aqueuse des sols contient environ 10 nl/1 

d'Ha, ce qui correspond a 0,4 nH. Conrad et Seiler (1979Ì 

ont montré que la décomposition rapide de l'Ha 

atmosphérique par le sol ne peut pas être attribuée aux 

hydrogénobactéries connues. Des conclusions semblables 

ont été obtenues par Conrad et al. (1983 a ) , a l'issue 

d'une étude effectuée sur le Loci at, petit lac eutrophe 

situé dans les environs de NeuchStel. Cette étude montre 

qu'il n'est pas toujours possible d'établir une 

corrélation entre le nombre d'hydrogénobactéries et la 

concentration d'Ha. De plus, les hydrogénobactéries 

connues sont presque toujours attachées à des particules 

de taille supérieure à 3 pm, alors que les activités 

consommatrices d'H3 sont liées a des particules dont la 

grandeur se situe entre 0,2 et 3 un. Pourtant, les 

concentrations d'Ha dans ce lac peuvent surpasser de IO a 

400 fois celles de la phase aqueuue des sols. 

En fait, les constanlne d'affinité (Km) mesurées pour 

la décomposition de l'Ha dans des échantillons de sols 

(Conrad et alf 1963 e> et d'eau (Conrad et »l, 19B3 a ) , 

se situent entre S et 80 nM, alors que les Km des 

hydrogénobactéries connues sont généralement supérieurs a 

1 pli. De plus, Conrad et al. (1983 b> ont montré que ces 

bactéries sont incapables de fixer l'HB en~dessous d'un 

certain seuil de concentration ni tué entre 1 et 10 nM, 



valeur qui n'est dépassée qu'occasionnellement dans le 

Loci at. Par conséquent, 1 * acti vit* consommatrice d'HB 

dans ce lac doit ©tre attribuée a des microorganismes 

inconnus, ou bien, comme l'hypothèse en a été émise au 

sujet des sols (Conrad et al. 19B3), a des hydrogénases 

abiotiques liées a des particules (Conrad et al. 1983 a ) . 

L'origine de ces hydrogénases reste toutefois 

énigmati que. 

La question se pose également du mode de vie des 

hydrogénobactéries connues dans les milieux naturels. 

Dans de nombreux cas, leur croissance est probablement 

avant tout héteratrophe» pui sque (a part quelques 

spécialistes) elles sont 1ithoautotrophes facultatives. 

D'autre part, il existe des habitats dans lesquels de 

grandes quantités d'H» sont libérées. 

- Les events des sites géothermiques, dont les ga* 

souterrains profonds contiennent souvent une forte 

proportion d'H» (Li 1 ley et al. 19B2) en fournissent un 

exemple. Dans ces milieux, 1'Ha semble provenir d'une 

pyrolyse de l'eau lors de la réduction de roches 

ferrugineuses a hautes températures, mais une origine 

biologique ne peut pas être exclue (Baross et al. 1982). 

De tels sites ont été étudiés (Schink et al. 1983; Conrad 

et al. 19BS), et quelques souches d'hydrogénotaactéries en 

ont été isolées (Mc Gee et al . 1967; Goto et al. 197B| 

Saveleva et al. 1982; Kryukov et al. 1983; Schink et al. 

1983; Bonjour et Aragno 19B4; Kanasunù et al• 1984; 

Kristjansson et al. 198S). 
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- L'hypothèse d'une syntrophie entre dee 

hydrogénobactéries et dee cyanobactéries fixatrices 

d'azote a également été omise (Bi shop et Jones 1976; 

Ben-Amot2 1979; Hallenbeck et Benemann 1979i Adams et alT 

19Gl; Bothe et Eisbrenner 1981). Dans les parties 

éclairées des lacs (Conrad et al. 1963 a; Schink et 

Zeikus 1984), un transfert direct pourrait s'établir 

entre ces organismes et les hydrogénobactéries, groupés 

en amas, ce qui permettrait d'éviter la dilution de 1'H3 

dans le milieu, et ainsi de contourner les problèmes 

d'affinité et de seuil mentionnés plus haut. Il est 

concevable que les cyanobactéries tirent un bénéfice de 

la consommation d'Ha et d'Ûa par les hydrogénobactéries, 

l*0a étant inhibiteur de l'activité de la nitrogénase. 

Dans les sols, une telle relation pourrait s'établir 

entre des fixateurs d'azote et des hydrogénobactéries. La 

plupart des microorganisme* fixateurs d'azote du sol 

possèdent cependant une activité consommatrice d'Ha 

élevée. Pourtant, il a été montré que les nodules de 

légumineuses émettent des quantités non négligeables d'H3 

(Schubert et Evans 1976; Evans et Barber 1977>. Plus de 

la moitié des souches connues de Bradvrhiajobium iappriicum 

sont dépourvues d'activité consommatrice d'Ha (Uratsu et 

al f, 1982). De récente« études suggèrent que des 

hydrogénobactéries- peuvent se développer a proximité de 

nodules constitués par B. ,japqn|çum (La Favre et Focht 

1983). 

- Les interfaces entre milieu anoxique et milieu oxygéné 

peuvent aussi constituer une niche écologique pour les 
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hydrogénobactéri es. Les bactéries fermentatives 1ibèrent 

en effet de 1'H3 dans les milieu« anaerobies. Dans les 

environnements strictement anaerobies, comme les 

sédiments de lac, 1"H3 produit est immédiatement recyclé 

a 1/intérieur mPrae de ce biotope, de sorte que de très 

-faibles quantités de ce gaz s'échappent dans les zones 

aérobies adjacentes (Conrad et al• 1983 a ) , contrairement 

à l'hypothèse émise par différents auteurs (Kuznetsov 

1939; Schweizer et Aragno 1975, par exemple). 

Cependant, dans certaines situations temporaires, des 

concentrations élevées d*Ha sont libérées a partir de 

sites anaerobi es, dans des environnements aérobies 

adjacents. C'est le cas, par exemple, de sols 

périodiquement immergés, ou bien de tas d'ordures déposés 

dans des conditions où la diffusion d'O» est restreinte 

(Gandolla et al. 1902; Gandolla et Grabner 1903; Glauser 

et al. 198o>. Dans de telles conditions, une séquence 

d'événements a lieu, débutant avec l'élimination de 1'O3, 

ce qui permet une phase fermentative pendant laquelle 3OX 

des gaz émis sont de 1'H3. Les conditions qui régnent 

pendant cette période transitoire permettent le 

développement d'hydrogénobactéries (Dugnani et al. 19H6>. 

Ensuite seulement, la production de gaz diminue, le 

méthane remplaçant 1pHa. 

Pour conclure, an peut dire que les milieux naturels 

n'offrent aux hydrogénobaetéries la possibilité 

d'exprimer leurs capacités lithotrophes que dans des 

conditions spatialement et/ou temporairement limitées. 
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1.5. Historique du problème et faut du travail. 

flquaspiri1ium autotroph! cum a été isolée du Loci at 

(voir chap. 1.4.) (Aragno et Schlegel 1978 a ) . C'est une 

hydrogénobactérie en forme de spirille, Gram—negati ve, 

mobile grSce à sa flagellation bipolaire, mésophile, 

neutrophile. Chimialithoautatrophe facultatif, cet 

organisme réalise, un métabolisme strictement 

respiratoire, 1'oxygène servant d'accepteur final des 

électrons. Cette bactérie ne possède qu'une hydrogénase 

membrana!re et fixe le CQ 3 par le cycle de Calvin. Bien 

qu'utilisant de nombreux acides organiques, aminoacidee, 

et sucres acides, elle ne metabolise ni les sucres ni les 

alcools. 

Contrairement aux enzymes servant a la dégradation du 

gluconate (voie d'Entnei—Doudoroff >, qui sont 

consti tutives, les activités 1i thoautotrophes. elles, 

n'ont pas été décelées dans les cellules hétérotrophes 

(Aragno et Schlegel 1978 b>. Les activités d'oxydation de 

l'Ha et d'assimilation du CQ 3 apparaissent par contre 

dans des cellules précultivées de façon hétérotrophe et 

mises en présence d'un mélange de gaz constitué d'Ha, 

d'Oa et de CO3. 

Cependant, les fonctions de la 1ithoautotrophie et 

celles de 1'organohétérotrophie ne s'exercent pas sans 

interactions réciproques. En effet, si l'Ha ne réprime 

pas la croissance hétérotrophe, certains substrats 

organiques, par contre, influencent la vitesse 
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d'induction de l*H2ase (Aragna et' Schlegel 197B b ) . Une 

étude plus détaillée sur ce point (a paraître) démontre 

que la plupart des substrats testés stimulent la synthèse 

de cette enzyme. De plus, une expérience de culture 

continue limitée par l'azote, montre que l'activité 

cellulaire d'oxydation de 1 'Hg, dépend de la concentration 

de substrat organique fournie a la culture. Nous avons 

repris cette expérience de façon plus complète dans ce 

travail (voir chap. III.2.2.). 

Ces données, ainsi que les différences observées dans 

les régulations des enzymes de la 1ithoautotrophie chez 

Aguaspirillum autotroph!cum et Alcaligenes eutrophus (la 

plus étudiée des hydrogénobactéries), nous ont incité a 

poursuivre l'étude de la mixotrophie et des interactions 

entre les métabolismes 1ithoautotrophe et 

organohétérotrophe chez flquaspiri1lum autotrophicum. 

D'autres questions se posaient également) 

—Les enzymes—clé de la 1 ithoautotrophie (H^ase et 

RuBPCase) étaient-el1 es toujours induites ensemble, ou 

bien pouvaient-elles apparaître 1'une sans l'autre? 

— Dans les conditions où elles étaient formées les deux, 

leur apparition se faisait—elle simultanément ou 

séquentiellement? 

- Dans une perspective écologique, on pouvait se demander 

quel serait, par exemple le comportement d'une population 

constituée d'un mutant d'fl. autotroph!cum ayant perdu 

l'une ou l'autre des fonctions de la 1ithoautotrophie, et 
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du type sauvage, et dans quel les condì tions la 

1ithoautotrophie devenait un réel avantage competitif, si 

avantage il y avait. 

Pour la plupart de ces études, la culture continue 

nous a paru une méthode de choix, puisqu'elle permet de 

maintenir pendant de longues périodes des conditions 

précises (états stationnaires comportant une biomasse 

constante se développant a un taux de croissance 

constant), de ne faire varier qu'un paramétre a la fois, 

et de travailler avec des concentrations limitantes de 

substrat. 
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II. M A T E R I E L E T M E T H O D E S 

II.1. Organismes. 

Aguaspirillum autotrophicum SA 32 (souche typei 

NEU 2012 « DSM 732 = ATCC 2998t) (Aragno et Schlegel, 

197B a ) . 

Aguasoirillum autotrophicum NM 4 (souche mutée, ayant 

perdu la capacité d'oxyder l'Ha: NE(J 2206) (non publié, 

Droz, travail de licence, Université de NeuchStel>. 

II.2. Cultures. 

11.2.1. Milieux. 

Nous utilisons le milieu minéral de base décrit par 

Schlegel et al. (1961) et par Aragno et Schlegel (1991). 

Pour des cultures autotrophics, nous lui ajoutons 0,05X 

(P/V) de NaHCO». La concentration de NH-Cl s'élève â 

37,4 n»M (2 g/1 ) , sauf dans le cas de cultures continues 

limitées par l'azote, où elle est de 2 fflM (0,107 g/1). 
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11.2.2. Précultures. 

Habituellement, nous effectuons deux précultures 

successives, la première dans un -flacon de 100 ml 

contenant 20 ml de milieu, la seconde dans un erlenmeyer 

de 500 ml, 1 1 ou 2 1 selon les cas, contenant 

respectivement 100, 250, ou 500 ml de milieu. Nous 

incubons ces précultures a 27 **C en les agitant. Les 

précultures autatrophes de petit volume sont placées dans 

un récipient pour culture anaérobie (Oxoïd) rempli avec 

857. H a, 10% COa* 57. O 3 ou un dessicateur contenant le 

fflëme mélange de gaz. Nous faisans circuler stérilement 

(filtres "in-line" Gelman n° 4210 a l'entrée et à la 

sortie) ce mime mélange de gaz directement dans les 

précultures autotrophes de plus grand volume. 

II.2.3. Appareillage et conditions de culture. 

La fig. 12 fournit une représentation schématique de 

tout l'appareillage, monté pour la culture continue. 

Nous effectuons nos cultures dans un fermentour 

Biostat S (Braun, Melsungen, RFA). 

Nous choisissons le volume de préculture A introduire 
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dans le fermenteur, de manière à obtenir une DO initiale 

d'environ 0,2-0,3. 

Nous préparons les mélanges de gaz au moyen de ' 

détendeurs et de débit-mètres de précision (D) 

(détendeurs "l'air liquide" GA 2 et BS 30O/3; débit-

métrés type 8740, Brooks Instruments, Emerson electric 

Co, Veenendaal Netherlands). 

Nous maintenons le pH entre 6,8 et 7,2 grSce à un 

régulateur de pH incorporé a l'appareil. 

Nous régulons la pO a dans la culture entre 2,SX et 5% 

de saturation, grSce a un système mis au point par 

Bernard Jenni, et dont voici le principes l'enregistreur 

du fermenteur suit en permanence la valeur de la pression 

d'Oa qui règne dans la culture. Nous captons alors ce 

signal a 1'aide d'un microordinateur "MuI ti tec HPF-IB" 

équipé d'une interface ADC ("analog to digital 

converter"). L'ordinateur commande (via une boîte a 

relais) un moteur agissant sur la vanne du débit—mètre 

qui contrôle le débit d'Oa fourni a la culture. Ce 

système offre l'avantage d'une action continue, n'étant 

pas basé, comme ceux qui sont commercialisés, sur le 

principe du "tout ou rien". 

Toutes les entrées et sorties de gaz ou communications 

avec l'air ambiant sont munies de filtres "in-line" 

Getman (n° 4210) (f). 

Nous disposons de 3 récipients de culture (A), de 

respectivement 12 1, & 1 et 2 1; pour la culture 
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continue, nous les utilisons avec les volumes de travail 

de respectivement 6,8 I1 3,3 1 et 0,84 1. 

Le réservoir de milieu (B) et le récipient où se 

déverse le trop-plein (C) sont des bouteilles en verrB de 

20 1. 

Nous stérilisons la grande cuve et la cuve moyenne, 

ainsi que les récipients de 20 1, vides, a 120 "C pendant 

1 h. La petite cuve est "autoclavée" pleine, 30 min a 

120 -C. 

Le «itieu est stérilisé par filtration (Sterilfilter 

Typ 140, filtres amiante Seitz diamètre 140 mm), au 

AOMent de son introduction dans la cuve et dans le 

réservoir, grâce au dispositif représenté sur la fig. 13. 

Nous avons choisi pour nos cultures continues un taux 

de dilution valant la moitié du taux de croissance 

autotrophe. Ce choix permettai t d'éviter tout lessivage 

de Ia culture. 

Le taux de croissance autotrophe valant 0,173 h-*, le 

taux de dilution fut fixé a 0,037 h*». N'ayant 

malheureusement pas eu le temps d'étudier les différents 

comportements de la bactérie en fonction de taux de 

di lution variés, nous avons travai lié continuel lernent 

avec ce ntSme taux de dilution, afin d'obtenir des 

résultats comparables tout au long de ce travail. 

Pour réaliser une culture continue a un taux de 

dilution de 0,087 h - i, la pompe a membrane (m), qui sert 

a amener le milieu de réserve dans le récipient de 

culture, travaille a un débit de 591 ml/h si le volume de 
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culture est de 6,8 1, a un débit de 284 ml/h si le volume 

est de 3«3 1, et a un débit de 73 ml/h s'il eet de 

0,84 1. » 

Dans le premier cas, La culture consomme 14 1 de 

mi 1ieu en 24 h. 

II.2.4. Collecte et traitement des échantillons. 

Tout au long de nos cultures, nous prélevons des 

échanti1 Ions <généralement 100 ml ) a interval les 

réguliers, au moyen d'un collecteur de -fractions mis au 

point spécialement par Bernard Jenni. Cet appareil, nommé 

Jenni tec-111, a été décrit par cet auteur (Jenni, 

198&). Nous l'avons incorporé au schéma de la fig. 12, 

qui en montre clairement le principe (E). Une boucle de 

dérivation nous permet de collecter des cellules dont 

l'état physiologique est celui de la culture. IMe 

électrovanne (e), placée sous le contrSle d'un relais 

temporisé <r>, détermine soit le retour a la cuve, sait 

la sortie en direction du collecteur (c). Les intervalles 

entre les collectes et la durée des prélèvements peuvent 

être -fixés entre 2 et 799 min. Nous réglons le volume 

1 Le débit de la pompe, f, est donné part 
f = B * V 
où Dt taux de dilution 

V: volume de culture. 
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d'échantillon collecté en jouant avec la durée du 

prélèvement et la vitesse de la pompe perietal tique <p) 

(Master*le» modèle 7521-00 avec tita "Quick Load" modèle 

7020-40). La température a laquelle reposent les 

échantillons entre le moment où ils sont collectés et 

celui où nous les traitons, peut être maintenue constante 

a une valeur de notre choix, entre -20 DC et +20 0C. Nous 

l'avons toujours fixée entre 0 et S "C. 

Une fois collectés, les échantillons sont centrifugés 

(12000 x g, 10 min); les surnageants sont stockés a 

-20 0 C en prévision des mesures de concentrations de 

substrats résiduels. Nous lavons les culots de cellules 

avec du tampon phosphate de potassium SO mM pH 7, puis 

les resuspendans dans 4 ml du minte tampon* Nous divisons 

ces 4 ml en deux portions, l'une de 3 ml en vue du test 

d'incorporation de NaH 1 4CO 3 (activité de la RuBPCase), 

l'autre de 1 ml en vue du test de réduction du bleu de 

méthylène en présence d*Ha (activité de l'Haase). Nous 

stockons ces suspensions au congélateur (-20 0 C ) . 

Pendant les expériences, nous effectuons régulièrement 

des tests de pureté (deux fois par jour) sur agar 

nutritif ("Nutrient Broth", Difca). 
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11 - 3- Etude dg Ia croissance. 

II.3.1. Variations da la biomasse au pours du temps. 

Nous estimons la biomasse par mesure de la DO (densité 

optique) a 136 nm. Une DO de 1 correspond a 244 <ng de 

cellules (poids sec) par litre de culture autotrophs 

d'flquaspiri 1 lum autotrophicum, en phase exponentielle de 

croissance (Aragno et Schlegel, 1978 b ) . 

Cette grandeur peut @tre influencée par divers 

facteurs <par exemple la teneur des celIules en PHB). 

Néanmoins, elle constitue une approximation suffisamment 

précise pour notre étude, et elle est d'un accès rapide 

et facile. Nous effectuons cette mesure sur les 

échantillons prélevés, avant de leur faire subir un 

quelconque traitement, si ce n'est une dilution dés que 

leur DO excède 0,3. 

11.3.2. Poids sec. 

Nous utilisons des membranes Millipore (HAWP, de 

diamètre 25 mm, grandeur de pores 0,45 p«> prélavée« a 

l'eau bidistillée et séchées jusqu'à poids constant. 

Après filtration de 20 ml de suspension cellulaire, nous 

lavons les membranes a l'eau bidistillée, puis les 

séchons jusqu'à poids constant, à 40 DC sous vide. 
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11.3.3. Nombre de cellules par unité de volume de 

culture. 

A partir des échantillons a analyser, nous a*feetuons 

une série de suspensions-dilutions. Dans une boîte de 

Petri, nous mélangeons un volume connu de certaines 

suspensions-dilutions avec le milieu a 1 * agar (agar Oxoïd 

n* 1) maintenu en surfusion (45-50 0 C ) . 

Les suspensions-dilutions, les quantités mises en 

culture et le type de milieu utilisés dépendent des 

conditions. 

Par exemple, pour des échantillons dont la 00 était 

d'environ O1B* nous avons obtenu entre 200 et 300 

colonies par boîte de Petri, en inoculant 1 ml de 

suspensi on—di 1 ut i on 1O-*'. Général ement, nous i nocul ons 3 

boîtes de Petri par suspension—dilution. 

Nous avons admis arbitrairement que la viabilité des 

cellules ne varie pas selon les conditions de culture. 

11.A. Activité de l'H^ase. 

Nous mesurons la réduction du bleu de méthylène en 

présence d*H3, par des cellules entières, selon la 

aéthode de Schink (1977), légèrement modifiée. 
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Dane des tubes en polypropylene (mini-fioles â 

scintillation), noue préparons le mélange suivants 

Tampon phosphate 50 mM pH 7,0 7S0 pi 

Bleu de méthylène 1,67 mM B3 pi 

Glucose 4 mM 16 pi 

Glucose oxydase 6 mg/ml *"» 33 pi* 

Cat al ace 2 mg/ml '•»» 33 pi«* 

HaO bidistillée <85-x) pi 

1000 pi 

x: volume de suspension cellulaire utilisé pour le test 

(a) Fluka 49180, EC 1.1.3.4. 

(b) Serva 26900, EC 1.11.1.6. 

* 36 U 

** 4490 U 

Nous saturons ce mélange en y faisant circuler de 1'H* 

(de l'N» pour les témoins) pendant 10 min. 

A l'aide d'une seringue, nous ajoutons « pi da 

suspension cellulaire (40 pi d'une suspension dont la DO 

est d'environ 20), puis introduisons immédiatement le 

mélange dans la cuve du spectrophotornétre <Bausch and 

Lomb, Spectronic 80) en utilisant un système d'aspiration 

automatique. Toutes les opérations sont effectuées a 

27 "C; la cuve du spectrophotométre est également 

thermorégulée. 

La réaction est enregistrée, a S70 nm, simultanément a 
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eon déroulement; les graphes obtenus nous servent À 

calculer tes activités spécifiques (H), à l'aide de la 

formule suivante: 

H = V <dE / dt) kt k* / 13, 1 v c (pi H» / h mg,,,-«) 

Vi volume réactionnel total (ml) 

v: volume de suspension cellulaire utilisé pour 

le test (ml) 

13,Ii coefficient d'extinction du bleu de méthylène 

a 570 nm (cm3 / umole) 

Ei extinction 

tî temps (min) 

ci concentration en protéines (mg / ml) 

Ic1: 60 (min) 

k»: 22,4 (1 / mole) 

Pour chaque échantillon, nous effectuons deux mesures 

en présence d'Ha et pour certains échantillons, une 

mesure en présence d'Na. La plupart des échantillons ne 

réduisent pas le bleu de méthylène en présence d'Nx. 

Cependant, dans certaines conditions physiologiques, une 

telle réduction se produit, et nous en déduisons la 

valeur du résultat obtenu en présence d'Ha. 

Nous avons testé la repraductibilité de cette méthode 

de la manière suivante! d'une culture autotrophe, nous 

avons récolté des cellules. Avant de les congeler, nous 
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avons divisé la quantité prélevée en 10 tractions. Noue 

avons ensuite mesuré l'activité de réduction du bleu de 

méthylène en présence d*H»t ainsi que la teneur en 

protéines, dans chaque -fraction séparément. 

Nous avons obtenu une activité spécifique moyenne 

de 347 i 41 pi H 2 / h « mg^nti cette marge d'erreur 

étant donnée par » (écart-type vrai). 

Dans certains cas, nous mesurons l'activité de l'Haase 

au moyen de la méthode manometri que décrite par Aragno et 

Schlegel (19Bl). L'oxygène sert alors d'accepteur des 

électrons (activité hydrogène—oxydase). 

Lorsque nous suivons une induction de l'Haase, nous le 

faisons également par cette méthode manometri que. 

II.5. Activité de la RuBPCase. 

Nous mesurons l'incorporation de ,ACOi dans des 

composés stables à l'acide, en présence de RuBP, par des 

cellules perméabi1isées au toluène, selon la méthode 

d'Andersen (1979), modi fi ée. 
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a) "Tampon carpoxyl«se": 

Tri B-HCl 20 mil pH 7, B 

NaHCOs 50 mM 

M Q C l a 10 mil 

EDTA 1 mM 

b> RuBPt 

Nous achetons ce produit B O U S forme de D-ribulo*« 1,5-

bisphosphate de barium <RuBP<Ba)s) (Sigma Chemicals Co., 

St Louis, MO, USA (cat. R 8125). Nous procédons de la 

maniere suivante pour le transformer en D-ribuloae 1,5-

bisphosphate de sodium (RuBP(Na)4) (méthode communiquée 

par le Dr. Schürmann)i 

- Dissoudre 25 mg de RuBP(Ba)3 dans 2,5 ml d'HCl 0,05 N. 

- Ajouter la quantité nécessaire de Na3SO* (env. 12 mg) 

pour remplacer tout le Ba par du Na. Il se -forme alors un 

précipité de BaSO*. 

- Centrifuger U O min; 3000 K g ) . 

- Ajouter une pointe de spatule de Na2SO* au surnageant 

pour vérifier que tout le Ba est précipité. 

- Ajouter quelques gouttes de NaOH dilué a la solution de 

RuBP(Na)4 pour l'amener a un pH d'environ 6. 

Test eozymatjquei 

- Dans un tube en polypropylene de 10 ml, centrifuger une 

suspension cellulaire contenant environ IO a 20 mg de 

protéines (par exemple 2 ml d'une suspension de 00 50). 
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- Resuspendre le culot dans 300 pi de "tampon 

carboxylase". 

- Ajouter entre 1 et S pi d'une solution 1 mg/ml d'ADNase 

si les cellules s'agglomèrent. 

- Ajouter 50 pi de toluène. Mélanger (Vortex). 

- Préincuber 20 min a 25 0 C pour activer l'enzyme (agiter 

quelques fois pendant cette préincubation). Après en 

avoir utilisé la quantité nécessaire pour effectuer la 

réaction (cf. ci-dessous), garder cette suspension 

"toluinisée" au frigo en prévision du dosage des 

protéines. 

- Dans un tube Eppendorf, préparer le mélange suivant! 

T r i S - H C l 

MgCIa 

NaHCO3 

R u B P ( N a ) 4 

HaQ b i d i s t i 

c a . 

l i é e 

1 , 5 M 

100 mM 

4 5 0 mM 

. 10 mM 

pH 7, ,a 12 p i 

12 p i 

10 p i 

30 p i 

2 6 p i 

Cane 

c a 

. f i n a l e 

150 mM 

1 0 fliM 

37 ,5 mM 

. 2 ,5 iM 

NaH**C0s 100 mM 

200 pCi/ml 10 pi 6,3 mM 

- Transférer les mélanges réactionnels a 25 "C. 

- Pour faire démarrer la réaction, ajouter 20 pi de 

suspension celluiai re "toluinisée". 

- Mélanger (Vartex) (le tube doit être fermer). 

- Laisser agir 2 min a 25 ™C. 

- Stopper la réaction en ajoutant 50 pi d'HCl 2 N, sous 

la hotte à tirage (du »-C0* est libéré!). 
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- Mélanger <Vortex). 

- Laisser reposer quelques minutes les tubes ouverts sous 

la hotte à tirage. 

- De chaque tube, prélever 100 pi et les répandre sur un 

•filtre en fibre de verm Whatman GF/C. 

- Laisser sécher les filtres sous une lampe (100 Watts), 

pendant plusieurs heures, sous la hotte a tirage. 

- Mettre les filtres dans des fioles a scintillation 

contenant 2 ml de liquide à scintillation (4 g de PPO, 

0,1 g de diméthyl-POPOP dans 1 1 de toluène). 

- Déterminer la radioactivité incorporée, à l'aide d'un 

compteur è scintillation. 

Pour chaque échantillon, nous effectuons la réaction 

deux fois. Chaque série de mesures comprend deux témoins, 

l'un sans RuBP, l'autre sans suspension cellulaire. 

Avec les mélanges radioactifs, nous travaillons sur 

une surface recouverte de papier plastifié (Benchkote), 

sous la hotte a tirage. 
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Nous calculons l'activité spécifique de la RuBPCase 

(C) de la manière suivantei 

C - Jcpm V» k / V» V» c A t 

(pAoles 1 4CO 3 / min x mg D r a t) 

Acpm; cpm de l'échantillon (moyenne dec deux réactions) -

cpm des témoins (moyenne des deux témoins de la 

série) 

Vi t volume du mélange réactionnel (pi) 

V 3 i volume étalé sur le filtre <pl> 

V s : volume de suspension cellulaire utilisé pour le 

test (pi) 

k i 10O0 (ul) 

c i concentration en protéines (mg/ml) 

A t radioactivité spécifique du NaH»*C0» (cpm / untole) 

cette valeur est déterminée expérimentalement au 

moyen d'une série de dilutions du NaH 1 4CO 3 dont 

nous mesurons les cpm dans des conditions proches 

du test. 

t i durée de la réaction (min) 

Pour estimer la reproductibi1ité de la méthode , nous 

avons effectué le mSme test statistique que pour l'H»ase. 

Nous avons obtenu une activité spécifique de 

0,053 ± 0,005 uffolee **COa / min x mgpr.Bk| cette marge 

d'erreur étant donnée par w (écart—type vrai). 
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Nous avons effectué le test avec des quantités 

croissantes d'une suspension cellulaire dont l'activité 

spécifique était voisine de celle de nos échantillons. 

afin de vérifier que, dans les conditions du test, nous 

mesurons des activités enzymatiques proportionnelles aux 

quantités d'enzyme présentes. 

11.6.. Fixation de **CP» par des cellules fraîches. 

- Après avoir récolté les cellules par centrifugation, 

les resuspendre rapidement avec la quantité de surnageant 

nécessaire pour obtenir une suspension d'environ 0,5 g de 

cellules par ml. 

- Dans un flacon en verre contenant une barre magnétique. 

introduire IB ml de surnageant. 

- Ajouter 1 ml de suspension cellulaire. 

- Fermer à l'aide d'un bouchon a Jupe rabattable dans 

lequel est enfoncée une aiguille de seringue (sortie de 

gaz) . 

- Afin de réactiver tes cellules, faire barbotter le 

mélange de gaz appropriéi 9SX H-*, 5X O» pour des cellules 

1ithohétérotrophes, ÎOOX air pour des cellules 

hétérotrophes. 

- Après avoir supprimé l'arrivée de gaz, ajouter 1 ml de 

solution de NaH*^CQ3 (solution composée de O,9 ml H9O + 

0,1 ml NaM1^CO3 100 ml-l) 200 pCi/ml. La concentration 

finale dans le mélange réactionnel est donc d» O,5 mM| 

1 MCi/ml). 
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- Après 5, 10, 15, 20, 25, 30 sec de réaction, prélever 1 

ml de mélange réactionnel a l'aide d'une seringue de 1 ml 

(tubercul ine) équipée d'une aiguille (diamètre de 1 atto, 

longueur de 60 mm). 

- Ajouter le ml prélevé à 2 ml de methanol chaud (environ 

60 **C) additionné de 30 pi d'acide acétique concentré, 

dans une fiole a scintillation en verre. 

- Recouvrir les fioles avec du parafi Im; percer le 

parafi Im a plusieurs endroits à l'aide d'une aiguille de 

seringue. 

- Evaporer le contenu des fioles a 40 *»C sous vide dans 

une étuve (sortie de la pompe a l'extérieur). 

- Resuspendre la matière séchée dans 1 ml d'eau 

distillée, en laissant les fioles une nuit sous 

agitation. 

- Ajouter 5 ml de liquide a scintillation (Triton-X-lOO: 

toluène contenant 4 g/1 de PPQ et 0,1 g/1 de dimethyl -

PQPOP, I E I ) . Remettre les f ioles a agiter pendant 

quelques heures. 

- Mesurer la radioactivité incorporée, a l'aide d'un 

compteur a scintillation. 

II.7. Teneur en protéines. 

Nous utilisons la méthode du biuret, modifiée par 

Schmidt et al. (1963). L'albumine de serum de bovin (BSA) 

nous sert de standard. 
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II.G. Analyse des substrats résiduels dans les 

cultures. 

11.B.1. Ammoniaque. 

Nous nous servons pour cette mesure, d'une électrode 

prévue A cet effet (Ingold Ammonio Probe, Series 7500). 

Nous établissons une courbe étalon avec du NH»C1, selon 

le mode d'emploi de l'électrode. 

II.B.2. Pyruvate. 

Nous déterminons la concentration en pyruvate en 

mesurant l'oxydation enzymatique du NADH par la lactate 

deshydroqénase, a 340 nm. 

Mélange réactionnel: 

990-x ul Tris-HCl O,1 H pH 7,6 

8 pi NADH 15 mtl 

x pi échantilion 

Nous choisissons M de manière a ce que la 

concentration en pyruvate dans le mélange réactionnel 

soit comprise entre 10 et 1OO uM. <0n peut descendre 

jusqu'à 2 pM si nécessaire). 
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Après avoir mesuré 1'absorption (A1) de ce mélange, 

nous y ajoutons 1 pi de lactate deshydrogénase (environ 

9 U) <type 11; Sigma Chemicals Co., St Louie, MO1 USA; 

EC 1.1.1.27). 

Quand la valeur de l'absorption s'est stabilisée, nous 

en prenons note (Aa)* Nous établissons une courbe étalon 

en reportant A» - A 3 en fonction de concentrations 

standard de pyruvate. 

La limite de sensibilité de la méthode se situe 

environ a 3 ^M pyruvate. 

II-8.3. Acétate. 

Nous u t i l i s o n s , pour c e t t e mesure,- l e " k i t " de 

B o * h r i n a e r , nous c o n f o r m a n t aux s p é c i f i c a t i o n s de c e t t e 

f i ra te . 
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III. E X P E R I E N C E S E T R E S U L T A T S 

RemarQue préliminairei parmi les courbes que nous 

présentons et qui traduisent l'activité de l'H*ase au de 

la RuBPCase en fonction du temps, certaines montrent des 

oscillations qui dépassent en amplitude les marges 

d'erreur que nous donnent les tests de reproductibillté 

mentionnés aux chap. II.4. et II<5. L'enamen de ces 

courbes ne révèle aucune périodicité. Actuellement, nous 

ne sommes pas en mesure d'émettre une hypothèse au sujet 

de ces oscillations. 
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111.1. Utilisation de l'Ha et du CQ a par des cellules 

hétérotrophes. 

111. 1. 1. Effet pur IJ croi^ance. l'Haase et la Ru BPC a ae. 

d'une transition de conditions hétérotrophes a des 

conditions mixotrophes. 

Une première inanitre de réaliser une telle transition 

consiste a inoculer un milieu contenant du pyruvate l à 

la concentration de 6 mil et dont la phase gazeuse se 

compose de B5X H 3, SX O 3, 10Z COa, avec une préculture 

hétérotrophe d'Aduaspirj1lum autotrophicum (substrat 

organique: pyruvate)• Nous appelons "mixotrophes" de 

telles conditions, où du substrat organique, de 1'H3 et 

du CO 3 sont mis simultanément a disposition de la 

bactérie. 

Nous suivons alors, en culture batch, l'évolution de 

la population, ainsi que celle des activités de 1'H3ose 

et de la RuBPCase, comme le montre la fig. I. 

Dans ces conditions, ftquaspiri1)um autotrophicum 

réalise une croissance di auxtque, dont les deux phases de 

croissance sont séparées par un palier d'une quinzaine 

d'heures. La DO au palier est de 1,26- La DO de 

1'inoculum étant de 0,095, nous avons une production de 

biomasse équivalente a 1,17 DO. Qr1 nous savons par 

' Nous avons toujours utilisé du pyruvate de Na 
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d'autres expériences, que la production de biomasse en 

culture batch hétérotrophe avec b mfl de pyruvate est de 

0,97 DO en moyenne. Nous constatons donc, à l'issue de la 

première phase, un gain de biomasse de 0,20 00 par 

rapport a une croissance organohétérotrophe. 

Considérant les activités spécifiques des enzymes de 

la 1 ithoautotrophie, nous constatons que l*Hsase apparaît 

dés les premières heures de la culture, alors que la 

RuBPCase ne devient décelable qu'à la fin de la première 

phase de croissance, quand Ie substrat organique atteint 

des concentrations limitantes. Le gain par rapport au 

rendement hétérotrophe ne peut donc §tre attribué qu'A 

une assimilation accrue du substrat organique, rendue 

possible par l'apport supplémentaire d'énergie et 

d'équivalents réducteurs provenant de 1'H3 via l'H^ase. 

Nous qualifierons de 1ithohétérotrophe ce type de 

métabolisme dans lequel une partie de l'énergie est tirée 

de l'Ha, tout le carbone assimilé provenant d'un substrat 

organique. 

Remarquons encore l'aspect particulier de la courbe de 

synthèse de l'Haase. En effet, l'augmentation de la 

quantité d'enzyme ne semble pas avoir lieu en une seule 

fais, mais elle paraît transitoirement interrompue 

(palier). Il n'est pas exclu que ce profil traduise un 

phénomène de régulation en relation avec la quantité de 

substrat résiduel dans la culture (nous reprenons cette 

discussion au chap. IV). 

Pendant le temps que dure le palier (arrSt dans 

l'accroissement de la biomasse). Ia bactérie synthétise 
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la RuBPCaBB. Lorsque celle-ci a atteint environ 307. de 

son activité spécifique finale, une croissance autotrophe 

commence. Il faut plus de 15 heures a la RuBPCase pour 

atteindre ce niveau décisif. Cette lenteur s'explique par 

le fait que, n'ayant plus de carbone organique a 

disposition, la bactérie est contrainte de synthétiser la 

RuBPCase <et peut-8tre d'autres enzymes du cycle de 

Calvin) au dépens du COa qu'elle fixe. 

Quelques heures apré« le début de la croissance 

autotrophe (30 h après le début de l'expérience, voir 

fig. I), le niveau de l'H^ase augmente, pour se 

stabiliser a une nouvelle valeur, environ 3 fois 

supérieure a son premier niveau. On peut mettre en 

rapport cette augmentation d'activité avec une demande 

accrue d'énergie et de pouvoir réducteur, due a la 

fixation autotrophe du CO3. 

Pendant l'augmentation de l'activité spécifique des 

deux enzymes, le taux de croissance s'accroît lui auGsi. 

Il ne devient constant que lorsque ces deux enzymes se 

sont stabilisées ë leur niveau maximal. 

Dans les conditions fournies par cette expérience, la 

bactérie réalise transitoirement un métabolisme qui met 

en jeu deux sources d'énergie de façon conjointe, et que 

nous avons nommé Iithahétérotrophie. A aucun moment, 

l'Ha, le substrat organique et le CO 3 ne sont utilisés 

conjot ntement. 

Dans l'expérience suivante, nous avons tenté de créer 

les conditions par lesquelles une croissance (impliquant 
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1'utiItsatian simultanée d*H9, de substrat organique et 

de CQ9) puisse avoir lieu. 

111.1.2. Effets sur la croissance. l'Haase et la 

RuBPCase. d'une transition de conditions hétérotrophes a 

des conditions mixotrophes. en culture continue. 

Nous avons réalisé de telles conditions expérimentales 

en utilisant une culture continue limitée par le 

pyruvate. Au départ, le milieu comporte 6 mM de pyruvate, 

concentration également présente dans le réservoir. La 

phase gazeuse se compose de 85X N 9, 5X 0», 1OX CO,. 

Remarquons que ces conditions (présence constante de 

substrat organique en quantité limitante, et de CD 9 en 

excès) sont probablement plus proches des milieux 

naturels d'eau douce, que les conditions de l'expérience 

précédente (chap. III. 1.1). 

Nous inoculons la culture avec une préculture 

hétérotrophe d'flquaspirillum autotrophicum (substrat 

organique! pyruvate). Lorsque —comme on peut le voir sur 

la fig.2 - la population s'est stabilisée, nous 

remplaçons tout 1'N9 par de 1'H9. Environ 1 h après 

l'adjonction d'H>, l'H9ase apparaît. Environ 2 h après 

l'Haase, la RuBPCass» devient dosable. Quant a la 

croissance, elle reprend environ 3 h après la transition. 
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Cette expérience montre qu'en présence d'un apport 

constant de substrat organique en quantité limitante, les 

enzymes de la 1ithoautotrophie sont immédiatement 

induites après l'apparition d'Ha, et permettent une 

augmentation considérable du rendement de la croissance 

par rapport au substrat organique. 

D'autre part, la croissance reprend alors que la 

quantité de RuBPCase se situe entre 07. et 11V. de son 

niveau final. Cela nous suggère que la croissance se 

fait, au départ, sur le compte d'un métabolisme 

1ithohétérotrophe, comme dans la première phase de 

l'expérience précédente (chap. III. 1.1.). Une fi nati on de 

CO 3 n'intervient que par la suite. 

Finalement, l'augmentation de la population se fait 

grSce au metaboiisme 1ithoautotraphe, qui se "SUpCrPaSe" 

a l'utilisation du substrat organique. Dans cette phase, 

la mÎKotrophie est plus complète que lors de l'expérience 

précédente, puisqu'elle comprend non seulement une 

utilisation conjointe de deux sources d'énergie, mais 

encore de deux sources de carbone. 

Cette expérience montre que, malgré l'apport de CG-, 

avec la phase gazeuse depuis le début de la culture, 

c'est l'adjonction d'H» qui provoque l'apparition des 

activités d'oxydation de 1'H3 et de fixation du CQ3- Le 

CO 2 ajouté ne semble donc pas, par lui-mfme, Jouer de 

rôle décisif lors de la transition de conditions 

organohétérotrophes à des conditions mixotrophes. Nous 



42 

avons imaginé 1'expérience suivante Hig. 3) pour 

vérifier ce point, expérience qui nous permettait du même 

coup de mettre en évidence une éventuelle action d'un 

apport de CQ* sur la croissance hétérotraphe. 

Il s'agit également d'une culture continue limitée par 

le pyruvate, flu départ, la concentration de ce substrat 

dans la cuve et dans le réservoir est égale à 6 mh*. La 

phase gazeuse se compose de 95% N 3, 57. Oa- L* inoculum est 

une préculture hétérotrophe d'flquaspirillum autotrophicum 

<substrat organique: pyruvate). Lorsque la population 

s'est stabilisée, nous ajoutons du CO 2 dans la phase 

gazeuse, qui consiste dés lors en 65X N9, SX 0 a, 10% CO3. 

L'apport de CQ*Ï 

- ne change en rien le rendement de la croissance par 

rapport au pyruvate 

- ne provoque ni l'apparition de l'activité de l'Ha«se ni 

celle de l'activité de fixation du CG2. 

Environ 48 h après l'adjonction de CO», nous 

remplaçons 1'N3 par de l*Ha- Comme dans l'expérience 

précédente (fig. 2 ) , les activités de l*Haase et de Ia 

RuBPCase apparaissent, ce qui permet a la population de 

s* accroître. 

Cette expérience confirme donc nos suppositions, ainsi 

que les résultats obtenus précédemment au sujet de 

l'apparition des enzymes de la 1ithoautotrophi*. 
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Les expériences décrites ci-dessus (chap. III.1.1. et 

111.1.2.> noue apprennent ou'Anuaspiriitum autotrophicum 

est capable d'accroître son taux d'assimilation de 

carbone organique grSce a l'apport d'énergie et de 

pouvoir réducteur tirée de l'Ha. 

Dane l'expérience suivante, noue tentone de cerner 

plus étroi tement cette 1ithohétérotrophie. 

111.1.3. Effets sur la croissance. l'H»ase et la 

RußPCase. de deux transition^ }'une de conditions 

hétérotrophes a des condj ti ons 1ithohétérotrophes. 1 a 

seconde de conditions 1ithohétérotrophes a des conditions 

mi Katrophes. 

Nous ivonc défini un type de métabolisme 

1i thohétérotrophe (chap. III. 1.1.). Il convient néanmoins 

de distinguer entre un métabolisme de cette sorte et les 

conditions que nous appelons "1 i thohétérotrophes1* pour 

indiquer que nous fournissons, en plus d'un substrat 

organi que, de 1'H2 à la cul ture, sans toutefois lui 

procurer un apport de CO 3. Comme nous l'avons déjà dit 

(chap. III.1.1), nous parlerons de "conditions 

mixotrophes** pour désigner une culture à laquelle nous 

fournissons non seulement du substrat organique et de 

1'Ka1 mais également du Cüa. 
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L'expérience que nous décrivons dans ce chapitre 

consiste en une culture continue limitée par la pyruvate; 

la concentration de ce substrat dans la cuve au départ et 

dans le réservoir se monte à 6 mtl. La phase gazeuse se 

compose tout d'abord de 957. N 3, 5% Os. L'inoculum est une 

préculture bétérotrophe d'Aquaspirillum autotroph!cum 

<substrat organique: pyruvate). Lorsque 1'équilibre 

nétérotrophe est atteint (fig. 4 a ) , nous remplaçons l'N» 

par de 1'Hx. La population s'accroît et tend vers un 

nouvel équilibre. Quand nous estimons que la courbe est 

suffisamment proche de l'équilibre, nous fournissons du 

C0 V à Ia culture <phase gazeuse: 05¾ H*, 5X O3., 10X C O 9 ) , 

ce qui a pour effet un nouvel accroissement de la 

population. 

Dans l'heure qui suit la première transition, l'Haase 

apparaît) suivie 3 h plus tard par la RuBPCase. 

L'adjonction de CO* ne provoque pas de changement dans le 

niveau de cette enzyme, alors que l'activité spécifique 

de l'Haase triple pratiquement. 

Lors de cette expérience, nous avons estimé les 

rendements de croissance par rapport au pyruvate dans les 

phases hétérotrophe et Iithohétérotrophe, à partir des 

mesures de poids sec. Nous avons considéré le contenu des 

cellules en carbone comme étant constant et valant 5OX du 

poids sec dans les deux phases. Pour le rendement 

hétérotrophe <V hétérotrophe), nous avons prélevé deux 
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échantillons au coure des 3 h précédant l'adjonction 

d'H2- Pour 1 es rendements 1i thohétératrophes (V 

Iithonetérotraphe (lì et <21), noue avons analysé deux 

fois deux échantillons, 13-14 h, respectivement 23-24 h 

après l'adjonction d'H2. 

En culture continue, a l'équilibre, le rendement de la 

croissance par rapport au substrat limitant, 

Y (g cellules / mole substrat), est donné par: 

V = X Z S , (A) 

où X : biomasse iq celIules / 1, en poids sec) 

S* : concentration du substrat dans le réservoir (M) 

Pour l'équilibre hétérotrophe, nous avons: 

Y <= 0, 15 / 0,006 = 2S,000 g cellules / mole pyruvate 

Le PM de l'acide pyruvique valant 88, on obtient 

0,284 g cellules / g pyruvate 

La masse de carbone dans la molécule d'acide pyruvique 

s'élève a 36, ce qui représente 41X du PM. On obtient par 

conséquent 

0,693 g cellules / g carbone du pyruvate 

Et comme on admet que le carbone cellulaire représente 

SOX du poids sec, on obtient 

0,346 g carbon« cellulaire / g carbone du pyruvate 
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Pendant la phase 1ithohétérotrophe, nous nous trouvons 

dans le cas particulier où le substrat par rapport auquel 

nous voulons calculer le rendement, est consommé au fur 

et à mesure qu'il est fourni. Sa concentration résiduelle 

et sa vari ation sont par conséquent négligeables. Nous 

faisons donc les approximations suivantes: S s 0 et 

dS / dt s 0, ce qui nous dispense de faire intervenir ces 

grandeurs et rend le calcul du rendement possible. Nous 

tiendrons compte par contre du taux de croissance, qui 

n'est pas égal au taux de dilution, tant que l'équilibre 

n'est pas atteint. La formule utilisée est la suivante 

(Marco Pagni, communication personnelle): 

Y = ( M / D ) x ( X / B* > (B) 

où p : taux de croissance (h-1) 

D : taux de dilution (h-1) 

X : biomasse <g poids sec / 1) 

S» t concentration du substrat dans le réservoir (M) 

Nous avons donc, pour la première valeur de poids sec 

déterminée en conditions Iithohêtérotrophes 

(Y Iithohétérotrophe (l))t 

Y = (0,11 / 0,087) x (0,233 / 0,006) 

>= 49,100 g cellules / mole pyruvate 

d'où l'on tire, comme pour le rendement hétérotrophei 

0,558 g cellules / g pyruvate 

soit O,6Bl g carbon« callulalr* / g carbons du pyruvate 
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Les rendements, pour cette expérience, sont IeB 

euivantei 

y hétérotrophe 

V lithohétérotrophe (I) 

V lithohétérotrophe (2) 

g cel1./g pyr. 

0,28 

0,56 

0,56 

g Ccell./g C pyr. 

0,35 

0,à8 

0,69 

Ces chi f r e e montrent que, lare de sa croissance 

hétérotrophe, la bactérie assimile environ 1/3 du carbone 

provenant du pyruvate, 2/3 étant oxydés en vue de la 

production d'énergie et de pouvoir réducteur. L'apport 

d'Ha dans les conditions où un substrat organique est 

présent constamment mais en concentration limitante, 

procure A la bactérie 1'énergie.nécessaire pour doubler 

le rapport "substrat organique assimilé / substrat 

organique metabolise". 

Il s'avère en outre que les valeurs du rendement de la 

croissance par rapport au pyruvate calculées l'une 

13—14 h aprt« l'adjonction d'Ha, et l'autre 23-24 h «prés 

cette intervention, sont identi quei. Ce résultat soul ève 

le» questions suivante«! ce rendement attaint-il très 

rapidement une valeur maximal© ou au contraire 

progressivement ? y parvient-il d'une traite ou par 

étapes ? Par conséquent, nous avons cherché a 

visualiser l'évolution de ce rendement depuis l'équilibre 
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hétérotrophe jusqu'à l'adjonction de CO 3. 

C'est Marco Pagni qui a aimablement effectué le 

traitement informatique de ces données, en procédant tout 

d'abord a un lissage de Ia courbe d« croissance, puis au 

calcul du rendement selon ta formule ci-dessus, a partir 

de la première dérivée et de la valeur de la DO en 

fonction du temps. N'ayant pas pu mesurer le poids sec en 

chaque point, nous avons donc établi cette courbe à 

partir des valeurs de la DO (fig. 4 b ) . Nous avons 

toutefois constaté que le rapport DO / Psec varie, comme 

l'indiquent les valeurs sui vantesi 

Conditions Rapport DP / Psec 

hétérotrophes (équilibre) 5,3 

lithohétérotrophes (1) 6,7 

1ifchohêtérotrophes <2) 6,7 

Ce rapport est plus élevé en conditions 

lithohétérotrophes que pendant l'équilibre hétérotrophe. 

Cela traduit probablement une augmentation de réfringence 

plus importante en proportion que l'augmentation de 

biomasse. Nous ne savons pas si ce rapport DO / Psec 

augmente brusquement ou progressivement et par conséquent 

comment il influence la courbe du rendement. 

Cependant, une tendance s'exprime clairement! le 

rendement cesse d'augmenter environ 7 h après 

l'adjonction d'H», alors que l'Hatse vient d'atteindre 

son niveau d'équilibre et que la RuBPCase est a environ 
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7OX de ce niveau. A partir, de ce moment, il oscille 

autour d'une valeur d'équilibre. 

La présence de RuBPCase dans des conditions 

1ithohétérotraphes constitue à première vue un résultat 

surprenant, puisque nous ne -fournissons pas de CO 2 à la 

culture. 

Dans les premières heures de cette phase, il est clair 

que seule l'H^ase contribue à augmenter la quantité de 

pyruvate assimilé. En effet, cotte enzyme apparaît dans 

l'heure qui suit l'adjonction d'H», et l'accroissement de 

la population commence dans la troisième heure après 

cette transition, alors que ia quantité de RuBPCase est 

encore pratiquement nulle. (Nous avons déjà rencontré ce 

phénomène dans les expériences décrites aux chap. 

III.t. I. et III.I.2.). 

Que se passe—t—il ensuite, alors que la quantité de 

RuBPCase augmente jusqu'à atteindre le même niveau que 

dans les conditions où du CQ3, est fourni a la culture? 

Face a cette question, il ne faut pas perdre de vue le 

fait que, lorsqu'un substrat organique est métabolisé, 

une production de CQ» en résulte forcément. 

Comme nous l'avons signalé plus haut, l'apport de CO» 

ne provoque pas de réponse nette du niveau de RuBPCase. 

P»r contre, le niveau d'H»«se augmente quasiment du 

simple au triple. Ca phénomène tisnt probablement a une 

demande accrue en énergie et pouvoir réducteur par le 
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cycle de Calvin, tout comme dans l'expérience décrite au 

chap. III. 1.1. 

Ces resultate posent avant tout la question du 

•fonctionnement du cycle de Calvin dans les conditions 

1i thohétérotrophes. Par les expériences suivantes, nous 

avons cherché à savoir si les cellules, dans ces 

conditions, fixent effectivement le CO» ou non. 

III.1.4. Culture continue en conditions 

Iithohétérotrophes en vue d'un test de fixation du COa. 

et transition à des conditions mixotrophe». 

La nécessité-d'obtenir des cellules 1ithohétérotrophes 

en vue du test de fixation du COa (chap. III.1.5.> nous a 

fourni l'occasion d'effectuer la culture continue dont 

nous présentons les résultats a la fig. S. 

Le facteur limitant est le pyruvate, Sa concentration 

dans la cuve au départ et dan« le réservoir se monte a 6 

mil. La phase gazeuse se compose dés le début de 95X M», 

57. Ox. Mous inoculons la culture avec une préculture 

hétérotrophe d'flquaspirj1lum autotroph!cum (substrat 

organique) pyruvate). 

La croissance commence immédiatement. Après quelques 

heures, le taux de croissance tombe pratiquement a la 
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valeur du taux de dilution pendant 2 A 4 h selon IeB 

expériences, puis la population augmente A nouveau à un 

taux de croissance réduit. Ce brucque ralentissement de 

la croissance correspond A 1'épuisement du substrat 

organique. 

Au début de ce "plateau", l'H^ase n'est qu'à 27V. de la 

valeur de son premier équilibre; elle n'atteint cet 

équilibre qu'A la fin de ce "plateau"- Quant a la 

RuBPCase, elle n'est, au moment où la croissance reprend, 

qu'à 18X de sa valeur novenne en conditions 

1ithohétérotrophes et Auxotrophes avec le pyruvate comme 

substrat organique, en culture continue limitée par ce 

substrat <0,0Q jjmoles CO 3 / min x mg ,.,-ac>. 

L'apport de COa provoque, comme dans l'expérience 

décrite précédemment (chap. III.1.3.), un nouvel 

accroissement de la population, ainsi qu'une augmentation 

d'un -facteur approchant 3 du niveau de l'Haase. Nous ne 

constatons pas de réponse significative quant à la 

quantité de RuBPCase tors de cette transition. 

Notons que, dans la première phase de croissance, 

jusqu'au petit "palier", la bactérie ne réalise pas de 

gain supplémentaire par rapport A 1'organohétérotrophie, 

les niveaux des enzymes de la 1ithoautotrophie ne le 

permettant pas . 

Après le "palier", nous retrouvons une croissance 

semblable A celle que nous avons observée pendant la 

phase 1ithohôtérotrophe de l'expérience précédente (chap. 

III.1.3.). 
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Ce sont donc des cellules se développant dans de 

telles conditions que nous avons utilisées pour tester la 

présence au l'absence d'une fixation autotrophe de CO*. 

III.I.S. Fixation autotrophe de COa dans des conditions 

llthohétérotrophes. 

Nous avons procédé selon la méthode décrite au chap. 

11.6. En voici le principe brièvement résumé: nous 

récoltons des cellules se développant dans les conditions 

qui nous intéressent, les réactivons 20 min (avec le 

mélange de gaz utilisé pour la culture), puis injectons, 

au temps O, du NaH 1 4CO 3. Nous prélevons ensuite, a des 

temps différents, des aliquotes pour lesquelles nous 

arrêtons la réaction par mélange avec du methanol chaud 

acidifié. La radioactivité incorporée est alors 

détectable dans un compteur a scintillation. 

Nous présentons a la fig. 6 deux courbes typiques des 

résultats obtenus. 

On voit que l'incorporation a lieu tout au long de 

l'expérience <fig. Aa), bien qu'a une vitesse 

décroissante <fig. 6b). Cela indique que le NaH 1 4CO 3 

n'est pas saturant dans notre mélange réactionnel. 

D'autre part, nous n'avons pas rapporté les valeurs 

obtenues aux mg„,.a« dans le mélange. Ces résultats ne 

sont donc pas utilisables a un niv«au «trictement 
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quantitatif. Cependant, ile permettent de répandre a la 

question précise que nous nous posons, ce qu'illustre 

le tableau suivants 

Conditions de croissance 

Lithohétérotrophes, a 

Li thohétôratrophes, b 

Li thohétérotrophes, c 

Li thohétérotrophes, d 

Hétérotrophes (témoin) 

cpm / mint 

52340 

13730 

25B40 

141160 

B40 

a, b, cf d représentent des expériences différentes. 

t Pour les cellules lithohétératrapheB, nous citons la 

vitesse maximale observée. Pour les cellules 

hétérotrophes, nous considérons la valeur moyenne dans 

les 30 sec qui suivent l'adjonction de NaH 1 4CO 3. 

D'après ces résultats, les cellules 1ìthohétérotrophes 

incorporent entre 16 et 160 fois plus de NaH»*C0a que les 

témoins. 

Nous considérons avoir montré suffisamment clairement 

par ces résultats, qu'une fixation autotrophe de CO 3 a 

effectivement lieu dans des conditions 

1ithohétérotrophes. 
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Jusqu'à présent, nous nous sommes beaucoup préoccupée 

de la croissance en conditions 1ithohétérotrophes. 

L'expérience suivante concerne, elle, la transition de 

conditions 1ithohétérotrophes à des conditions 

mixotrophes. 

111.1.6. Comparaison des cinétiques d'induction de 

l'Haase en présence et en ibBtncg.de C0 a. 

Dans leurs travaux de 1976, Aragno et Schlegel ont 

toujours étudié les cinétiques d'induction de l'H»ase en 

présence de CO». Au vu des expériences décrites aux chap. 

III. 1.1., III.1.3. et III.1.4., 11 est intéressant de 

comparer, en Warburg, les cinétiques d'induction de cette 

enzyme en présence et en absence de COa. 

Comme le montre la -fig. 7, l'induction a lieu dans les 

deux conditions, mais la synthèse est nettement plus 

rapide avec CO* que sans CO 3. 

De plus, le niveau atteint sans CO 3 n'est que de 246 

|il Hi / h x ngPrsti alors qu'en présence de ce gaz, nous 

pouvons mesurer jusqu'à 1156 ul H» / h x mg„,-a«. Les 

conditions expérimentales ne permettent pas a cette 

induction d'atteindre un palier. 

Remarquons encore que la représentation parabolique 

adaptée par Aragno et Schlegel <1*?7B b) permet un bon 

alignement des valeurs également dans les conditions sans 

C0», avant l'apparition du palier. 

ibBtncg.de
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III.1.7. Effets sur la croissance. l'H»ase et la RuBPCase 

de deux transitions, l'une de conditions hétérotrophes A 

des coqditions 1ithohétérotrophes. la secondo de 

conditions 1 i thohé^érotrophes a des conditions 

rojKotrophes. en culture cpntinue. avec l'agitate comme 

substrat oroani Que. 

JU S Q U ' À présent, nous avons effectué toutes les 

expériences comportant un substrat organique en utilisant 

le pyruvate. Il était tentant de refaire au moins 

l'expérience décrite au chap. III.1.3. avec une autre 

source de carbone organique. L'acétate * noue a paru un 

substrat intéressant, car son assimilation emprunte des 

voies différentes de celle du pyruvate. D'habitude, cette 

assimilation est rendue possible par le cycle du 

glyoxylate, suite de réactions anaplerotiques contournant 

le cycle de Krebs. En effet, on ne connaît pas, chez les 

organismes aérobies, de mécanisme permettant de 

synthétiser de l'acide pyruvique ou du PEP directement 

depuis l'acide acétique. U semble donc que l'acide 

oxaloacétîque ne peut pas être régénéré par la 

carboxylation de l'acide pyruvique (ou du PEP) comme 

lorsque ce dernier sert de substrat. 

Les résultats de cette expérience apparaissent à la 

fig. B a. 

* Nous avons toujours utilisé l'acétate de Na. 
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La concentration en acétate dans la cuve au départ et 

dans le réservoir» est ajustée à 12 mM. La phase gazeuse 

consiste en 9SX N», 57. O2. Lorsque la population est 

parvenue a un équilibre, nous remplaçons l'N» par de 

l'HB, ce qui provoque un nouvel accroissement de la 

biomasse. Quand nous estimons que la culture GBt assez 

proche d'un nouvel équilibre, nous ajoutons du CO 2 à la 

phase gazeuse, ce qui a pour effet une troisième 

augmentation de population. 

L'H»ase se comporte de la même manière que lorsque le 

pyruvate sert de substrat organique. Son activité 

spécifique triple lors de la deuxième transition. 

La RuBPCase, par contre, montre pendant la phase 

lithohétérotraphe, une activité spécifique presque 3 fois 

supérieure a celle que nous avons observée dans toutes 

les conditions étudiées jusqu'ici. Lors de la transition 

vers la phase mixotrophe, cette activité tombe 

brusquement pour rejoindre le niveau observé au coure des 

autres expériences (environ 0,08 umoles **C0a / min x 

fflg,,rat). Comme pour l'expérience où le pyruvate sert de 

substrat organique, nous avons testé la capacité des 

cellules prélevées dan6 la phase Iithohétérotrophe a 

fixer le CO3. Le résultat est positif. L'essai que nous 

avons réalisé donne une valeur de IBOOO cpm / min, a 

comparer mvec les résultats présentés sur le tableau du 

chap. UI.1.S.). 
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Les rendements de croissance (Y) par rapport à 

l'acétate, estimés à partir des mesures de poids secs, 

sont du même ordre que ceux que nous obtenons avec le 

pyruvate. 

Dans le tableau ci-dessous, nous mentionnons les 

valeurs obtenues au cours de deux expériences, (a) et 

(bt. 

Pour la détermination du rendement hétératrophe, les 

cellules ont été prélevées environ 1 h avant l'adjonction 

de l'Ha. Pour la détermination des rendements 

lithohétérotrophes (1) et (2), nous avons effectué les 

prélèvements 24 h (pour les expériences (a) et <b) ) , 

respectivement 54 h (pour l'expérience (a)) et 45 h (pour 

l'expérience <b) > , après l'adjonction d'Ha. Le calcul des 

rendements se fait comme expliqué au chap. 1I1.1.3. 

V hétérotrophe 

Y lithohétérotrophe (D 

Y lithohétérotrophe (2) 

9 cel 1. /g atz 

(a) (b> 

0,22 0,29 

0,47 0,55 

0,SO 0,47 

g Ccell./g Cac 

(a> (b> 

0,27 0,37 

O,58 0,69 

0,63 0,5B 
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En conclusion, qu'il s'agisse du pyruvate ou de 

l'acétate, un tiers environ du substrat est assimilé en 

conditions hétérotrophes. Dans les deux cas, l'apport 

d'Ha permet a la bactérie dB daubler «retto assimilation. 

De ratine que pour l'expérience où le pyruvate servait 

de substrat organi que (chap. 111.1.3.), nous avons établi 

une courbe représentant l'évolution du rendement de la 

croissance en fonction du temps <*iq. Bb). La tendance 

qui se mani-feste est la ratine qu'en présence de pyruvate: 

le rendement augmente dès l'adjonction d'Ha, pour se 

stabiliser autour d'une valeur d'équilibre environ 10 h 

après la transition, alors que l'Haase a presque atteint 

son niveau d'équilibre et que la quantité de RuBPCase est 

à environ 7OX de sa valeur d'équilibre. 

En ce qui concerne les rapports "DO / poids sec" aux 

équilibres hétérotrophes et 1ithohétérotrophes, ils 

varient également dans le sens d'une augmentation lors du 

passage de conditions hétérotrophes à 1ithohétérotrophes, 

comme le montrent les valeurs suivantes: 

Conditions Rapports DO / Psec 

Hétérotrophes (équilibre) 6,2 

Lithahétérotrophes U ) 7,9 

Lithohétérotrophes (2) 7,7 
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La différence essentielle entre tes croissances sur 

l'un et sur l'autre substrat, réside dans là quantité de 

RuBPC«se durant la phase 1ithohétérotrophe, ainsi que 

dans Bcxi évolution lors du passage de conditions 

1ithohétérotrophes a mixotrophes. 
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III.2. Effets de l'apport ,de substrat organique sur„lea 

enzymes de la lithoautotrophie et sur la croissance 

autotrophe. 

III.2.1. Prémices. 

Rappelons deux résultats obtenus par Michel Aragno 

avant le début de ce travail. 

Is) L'adjonction de pyruvate (concentration finale: 

10 mM> à une culture en croissance exponentielle 

autotrophe <fïg. 11), a pour effets: 

- d'augmenter le taux de croissance 

- d'abaisser l'activité spécifique de l'Haase 

d'environ 45X 

4 h après l'adjonction de ce composé, le taux de 

croissance devient pratiquement nul. Puis, après quelques 

heures, la quanti ':é dTHaase et la vitesse de croissance 

recommencent à augmenter, presque simultanément. 

Cette expérience soulève la question suivante! 

pourquoi» une fois le substrat consommé, la croissance 

s'arrete-t-elle alors qu'il reste encore 557. de 

l'activité spécifique initiale de l*H9ase? Du reste, 

cette croissance rmprwnd alors que l'activité de l'enzyme 

est loin d'avoir rejoint son niveau maximal. 
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2°) L'adjonction de pyruvate a une culture continue 

autotrophe limitée par l'azote entraîne un abaissement de 

l'activité spécifique de l'H»ase: 

- d'environ 7SX quand la concentration de pyruvate dans 

le réservoir est de 9 mti 

- d'environ 25X quand elle est de 1,6 mM 

Ces deux résultats montrent que la bactérie régule son 

niveau d'H3ase en fonction de la quantité de substrat 

organique a disposition. Cependant, cette régulation ne 

permet pas, a elle seule, de rendre compte de l'arrêt de 

la croissance après l'épuisement du pyruvate dans 

l'expérience décrite sous 1°). 

C'est pourquoi nous avons cherché a savoir comment 

l'apport de substrat organique agit sur l'autre aspect du 

métabolisme 1ithoautotrophe, la fixation du CO 3. 

III.2.2. Effet de l'apport de quantités croissantes de 

pyruvate sur les enzymes de la Iithoautotrpphie. en 

culture continue. 

11 s'agit d'une culture continue limitée par l'azote 

(source d'azotée NH«C11. La phase gazeuse se compose de 

BSX H», 5X O 3, 1OX CO3. Cet apport de gaz est maintenu 

tout au long de l'expérience. 

Au départ, les conditions sont autotrophes. Puis nous 

effectuons plusieurs transitions a des conditions 
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mixotrophes avec différentes concentrations de pyruvate, 

sans repasser chaque -foie par des conditions autotraphes. 

Nous nous sommes intéressée exclusivement aux états 

d'équilibres, prélevant des échantillons 50 a 100 h après 

les transi tions* 

Pour des raisons techniques, nous avons dû réaliser 

cette expérience en deux fois (expériences (a) et (b))s 

l'expérience (a) comprend les phases autotrophe et 

mixotrophe avec 2 mM de pyruvate, l'expérience (b) les 

phases autotrophe, mixotrophe avec 5 mM de pyruvate, et 

mixotrophe avec 10 mM de pyruvate. 

Le tableau ci-contre réunit les résultats obtenus. 

Ces résultats montrent que l'azote limite la 

croissance dans toutes les conditions étudiées. Quant a 

1"aspect hétérotrophe de la croissance, il n'est plus 

limité avec IO mM de pyruvate. Puisque, en conditions non 

limitées par l'azote, 6 mM de pyruvate permettent 

d'atteindre une DO d'environ O,8, on pouvait s'attendre a 

ce que ce substrat soit en excès au-delà de cette 

concentration, lors de la croissance limitée par l'azote. 

Dans ces conditions où le pyruvate est présent en 

excès, la bactérie accumule du PHB, ce qui provoque une 

augmentation de biomasse. Il semble que la DO augmente 

dan* une proportion légèrement plus impartante (facteur 

1,44) que la masse de cellules / l (facteur 1,31). Le 

nombre de cellules / ml s'élève d'un facteur 2 quand on 

passe a des conditions non limitées en carbone 

organi que!? Nous n'avons a l'heure actuelle aucune 
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hypothèse concernant ce phénomène. 

Mais le résultat le plus important pour nous, concerne 

la variation des activités spécifiques de l'Haase et de 

la RuBPL'ace en fonction de la concentration de pyruvate 

présente dans le milieu de réserve. 

La fig. 9 montre clairement quei 

- les deux enzymes sont soumises a une régulation 

dépendante de la quantité de substrat dans le réservoir 

- La RuBPCase en est affectée plus fortement que l'Hzase. 

Ces résultats expliquent que, dans l'expérience 

décrite au chap. III.2.1. (saus chiffra I = M , la 

croissance s'arrête presque complètement après la 

consommation du substrat. En effet, le fonctionnement du 

métabolisme hétérotrophe a provoqué une baisse si 

importante de l'activité du cycle de Calvin, que lorsque 

le substrat organique est épuisé, il est nécessaire 

d'attendre que cette activité remonte au—delà d'un 

certain seuil pour que la croissance reprenne. 

La question se pose maintenant de savoir si les 

régulations observées ont lieu au niveau de la synthèse 

des enzymes ou de leur activité. En ce qui concerne 

l'H»ase, nous tentons d'y répondre par l'expérience 

sui vante. 
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I li.2.3. Effet du pyruvate sur l'activité hydroqène-

QKVdase. 

Pour réaliser ce test, nous prélevons des cellules 

pendant le premier équilibre mixotrophe (2 mM pyruvate) 

de l'expérience décrite ci-dessus, puis mesurons leur 

activité hydrogène-oxydase en fiole de Harburg. Après 40 

ou 50 min de mesure, nous ajoutons a la suspension de 

bactéries 0,2 ml de solution de pyruvate et mesurons a 

nouveau l'activité pendant 50 min. 

Le tableau suivant résume les résultats obtenus: 

Composition 

de la 

phase gazeuse 

(X) 

N„,a,,co, 
05, 5, 10 

H,T0a,C0B 

05, 5, IO 

H a, 0a, CO 3 

05, S, 10 

Ha, 0a» COa 
65, 5, 10 

H», 0a, COa 
95, 5, IO 

Conc. de pyr. 

(mM) 

IO 

O 

10 

20 

50 

Activi té 

avant adj. 

du pyr. 

(p]Ha/bxDO> 

0 t 

695 

739 

735 

760 

Activité 

après adj. 

du pyr. 

<MlHa/hxD0> 

1.0 * 

710 

7S2 

729 

789 

t Ces valeurs traduisent une activité parasite 

consommatrice de gaz que l'on ne peut bien entendu pas 
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exprimer en ^i H» / h x DQ, puisqu'il s'agi t d'un témoin 

•ù ]'Ha est remplacé par de l'N». 

Ces résultats montrent que le pyruvate n'exerce aucune 

action directe sur l'activité de l'H^ase. Noue pouvons 

donc conclure que cette régulation a lieu au niveau de la 

synthèse de l'enzyme. 
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III.3. Croissance d'flquaspjrlllum autotroph!cum avec, le 

formiate. 

La capacité d'utiliser les composés en C» est 

largement répandue cher les bactéries parmi différents 

groupes taxonoitti quee. Les microorganismes capables de 

croître avec les substrats en C» Ont développé plusieurs 

méthodes d'assimilation du carbonet cycle du ribulose 

monophosphate, voie de la serine, oxydation des composés 

monocarbonés en COa et fixation de ce CO 9 par le cycle de 

Calvin. 

Nous avons voulu savoir si la capacité d'assimiler le 

CO 3 via le cycle de Calvin conférait également A 

flquaspiri11um autotroph!cum la faculté d'utiliser le 

formiate comme seule source de carbone et d'énergie, et 

si oui. ce qu'il advenait alors de la capacité d'oxyder 

l'Ha. 

Nous avons effectué ce test en culture batch, en 

fermenteur (milieu minéral + formiate de Na 0,4X), en 

présence d'air, avec agitation, et avons constaté une 

croissance dont les paramétres sont les suivantsi 

Taux de c r o i s s a n c e 
<h~M 

0,07 

Y * 
( g c e l 1 . / g f o r . ) 

0 ,034 

V * 
( g C c e l l . / g C f o r . > 

0 ,065 

* Yi rendement de la croissance 
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Cette croissance est la plus lente qu'il nous a été 

donné d'observer jusqu'à présent (cf. ce travail, ainsi 

que Aragno et Schlegel, 1978 b>. Quant a la quantité de 

carbone cellulaire formée par g de carbone provenant du 

formiate, elle est environ 5 fois plus faible qu'avec le 

pyruvate au l'acétate en conditions hétérotrophes. 

A titre de comparaison, Alcaliqenes eutrophus forme 

0,051 gcell./gfor., soit 1,5 fois plus qu'ftquasoirillum 

autotroph!cum (Friedrich et al. 1979), alors que chez 

d'autres bactéries, cette assimilation est encore plus 

efficace (Paraccocus dénitrificansi 0,078 gcel1./gfor.; 

Thiobacillus fl2t 0,076 gcell./gfor.; Pseudomonas 

oxalatiçus Q)CJi 0,074 gcel 1. /gf or. > (travaux cités par 

Friedrich et al. 1979). 

Nous avons également étudié la présence ou l'absence 

des enzymes de la 1ithoautotrophie avec ce substrati 

Condi tions 

For./air 

For./95XHaf5X0a 

For./a5XH,,5X0a,10XCG» 

H3ase 

-

+-

••• 

RuBPCase 

+ 

-#-

••• 

La RuBPCase est présente dans toutes les conditions 

testées, ce qui indique que le C0 a provenant du formiate 

est fixé par le cycle de Calvin. En absence d'Hz, l'Haase 

n'est pas induite. 
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111.4. Comportement d'une population mixte comprenant 

le type sauvage d'rtquaspiri1lum autotrophjcum et un 

mutant ,hétérotrophe de cette bactérie, lors de deux 

transitions, l'une de,conditions hétérotrophes a des 

conditions 1ithohétérotrophes. la seconde de conditions 

1ithohétérotrophes à des conditions mixotrophes. en 

culture continue. 

Lors de son travail de licence, Eric Droz a isolé un 

mutant d'A qua spi ri H u m autotroph i cum ayant perdu la 

capacité de fixer 1'H3 (mutant Hup-) et donc incapable de 

se développer en conditions 1ithoautatrophes. Le 

métabolisme Organonétérotrophe. cependant, n'a 

apparemment pas été touché par 1 e trai tement mutagene; en 

effet, les taux et rendement de croissance sur pyruvate, 

ainsi que le taux de croissance sur succinate sont 

identiques A ceux du type sauvage. 

D'autre part, nous avons remarqué que ce mutant pousse 

bien sur le formiate (avec air), ce qui indique que les 

fonctions liées a la fixation autotrophe du CO* n'ont pas 

(ou peu) été altérées par la mutagenes©. 

Avant d'effectuer la culture mixte, nous avons testé 

l'aptitude de la souche mutante a la réversion spontanée, 

de la manière suivantei * partir d'une culture liquide 

(bouillon nutritif) de cette souche, nous avons réalisé 

une série de suspensions-dilutions dont nous avons 

inoculé des boîtes de Petri contenant du milieu minimum 

(incubation en conditions 1ithoautotrophes sous 
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Atmosphère composée de 85"/. H 3, 1OX CO3, 57. 0a> . Nous 

n'avons trouvé aucun révertant. 

Les conditions de la culture mixte sont les mêmes que 

celles de l'expérience décrites au chap. III.1.3. 

Toutefois, 1* inoculum se compose d'environ 507. de type 

sauvage et SOiC de mutant. 

Tout au long de l'expérience, nous prélevons des 

échantillons, au sein desquels nous cherchons a 

déterminer les proportions de type sauvage et de mutant. 

A cette fin, nous procédons, pour chaque échantillon, a 

une série de dilutions, a la mise en culture en milieux 

solides hétérotrophes (milieu minéral + 0,57. pyruvate) et 

autotrophe (milieu minéral + 85% Ha, 5X 0», 107. C0a>, 

puis au dénombrement sur l'un et l'autre milieu '. En 

effectuant les comptages, nous avons remarqué, sur la 

plupart des battes contenant du milieu autotrophe, que 

deux types de colonies s'y développaient. Une partie 

avait une taille normale, les autres se réduisaient a de 

petits points ("pin-points"). De plus, en rapportant le 

nombre total des colonies (normales + "pin-points") se 

développant sur milieu autotrophe au nombre des colonies 

présentes sur milieu hétérotrophe, nous obtenons dès la 

* Dans le but de différencier type sauvage et 
mutant, nous avons sélectionné, a partir du mutant 
hétérotrophe, une souche résistante A 1 mg / ml de 
streptomycine. Malheureusement, son taux de croissance 
sur pyruvate étant plus faible que celui de la souche 
sauvage, nous n'avons pas pu l'utiliser, et avons dû 
opter pour un double comptage (en conditions 
hétérotrophes d'une part, en conditions autotrophes 
d'autre part, comme décrit dans le texte). 
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phase hétérotrophe une proportion de B0-90X de bactéries 

se développant en condì ti ons 1i thoautotrophes. Par 

contre, en établissant le rapport du nombre des colonies 

normales au nombre des colonies heterotrophics, ou bien au 

nombre total de colonies (normales + "pin-points") 

présentes sur milieu autotrophs, nous arrivons à des 

valeurs »voisinant 507. d'autotrophes dans la première 

phase de notre culture, ce qui nous paraît tout a fait 

logi que. 

Comment interpréter ce phénomène? Il faut tout d'abord 

être attentif au fait que, ayant inclus 1'inoculum dans 

L'agar, Ia croissance autotrophe en est très ralentie, 

puisqu'elle dépend de gaz devant *di f fuser a travers le 

milieu solide. Nous avons donc émis l'hypothèse suivantei 

le mutant est capable de réaliser une croissance 

ol igotrophe, croissance que la longue période 

d'incubation a mis en évidence sous forme de ces colonies 

"pin-points". 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons 

resuspendu quelques'unes de ces minuscules colonies dans 

de l'eau physiologique stérile, étalé un peu do cette 

suspension sur de l'agar nutritif, puis rapi que plusieurs 

des colonies obtenues d'une part sur agar nutritif, 

d'autre part sur milieu autotrophe. Les bactéries -que 

nous avons identifiées comme étant bien flquaspjriIlum 

autotrophicum- se développent normalement sur agar 

nutritif, mais aucune croissance n'a lieu sur milieu 

autotrophe (une croissance oligotrophe n'a pas le temps 

de s'établir dans ce test, les bactéries ayant «té 
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inoculées A la surface de l'agar). 

La fig. IO illustre les résutats de la culture mixte. 

Noue avons choisi de présenter la courbe "V. d'autotrophes 

en fonction du temps" obtenue en calculant le rapport 

"nombre de colonies normales / nombre de colonies totales 

(normales + "pin-points")". Toutefois, si nous reportons 

le rapport "nombre de colonies normales / nombre de 

colonies hétérotrophes" en fonction du temps, nous 

obtenons une courbe de mSme allure, mais avec des valeurs 

légèrement inférieures (en moyenne 5X d'autotrophes en 

moins). 

L'allure de la courbe "00 en fonction du temps" est la 

même que celle de l'expérience où seul le type sauvage 

était présent (chap. 111.1.3.>. Pendant tes phases 

hétérotrophe et 1ithahétérotrophe, les DO se stabilisent 

aux mêmes valeurs dans Les deux expériences. 

Durant l'équilibre hétérotrophe, le pourcentage 

d'autotrophes se maintient à environ 45X; sous l'effet de 

l'adjonction d'Ha, cette proportion augmente pour se 

stabiliser a 6QX lors de l'équilibre 1ithohétérotrophe. A 

la suite du passage en conditions mixotrophes, la 

population autotrophs élimine le mutant. 

Nous devons toutefois émettre une réserve au sujet de 

ces résultats. En effet, le nombre de cellules n'est pas 

forcément un reflet de la biomasse, ce que montre de 

façon frappante la fig. IO. Nous y voyons que la courbe 

"nombre total de cellules en fonction du temps" (nombre 
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de cellules sur milieu hétérotrophe), ne suit pas la 

courbe "DO en fonction du temps", et ceci 

particulièrement dans les phases hétérotrophe et 

Lithohétérotrophe. Ces différences traduisent 

probablement des changements dans le volume des cellules 

au cours du temps. Comme rien ne laisse supposer que ces 

variations de taille affectent les deux populations de 

façon identique, nous ne pouvons considérer tes valeurs 

obtenues pour les proportions autotrophes / total que 

comme indicatives. 

Risquons cependant une interprétation des différence« 

entre les deux courbes, tout en restant consciente de 

l'aspect spéculatif que cela implique. 

Supposons, en première approximation et pour 

simplifier la réflexion, que les variations de taille au 

sein de la population hétérotrophe sont, a partir de 

1 * èqui 1i bre hétérotrophe, négligaables par rapport a 

celle qui affectent la population autotroph«! »n effet. 

il n'y a aucune raison a priori, pour imaginer un 

changement de métabolisme au sein de la population 

hétérotrophe. Le schéma ci-contre est donc a m?me de 

rendre compte des différences entre les deux courbes. 

Selon cette interprétation, c'est lors de la phase 

1ithohétérotrophe que les divergences de volumes 

cellulaires entre les deux populations sont les plus 

importantes. 

D'autre part, si nous admettons que les variations de 

taille sont semblables dans les deux populations lors de 
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la phase hétérotrophe, nous pouvons poser que, durant 

cette phase, le rapport "DO des autotrophes / DO totale" 

est identique au rapport "nombre de cellules autotrophes 

/ nombre de cellules total". Ce dernier étant de 45V. et 

la DO de la culture de 0,77 a l'équilibre hétérotrophe, 

la contribution de la population autotrophe a la biomasse 

se monte alors a 0,35 DO, celle de la population mutante 

à 0,42 DO. 

Si maintenant on pose que la contribution de la 

population hétérotrophe a la biomasse reste égale a elle-

même lors de la transition heterotrophic > 

1ithohétérotraphie, le rapport "DO des autotrophes / DQ 

totale" devient égal a 70% Or le rapport "nombre de 

cellules autotrophes / nombre de cellules total", 

déterminé eMpérimentalement, n'est que de 6B% 

La tendance apparaît donc clairement! la part de 

biomasse due aux cellules autotrophes est plus importante 

que ne le laissent supposer les dénombrements. Ceci 

concorde avec notre idée d'un accroissement de la taille 

des cellules autotrophes dans ces conditions. 

De plus, on peut se demander si, comme nous 

l'avons d'abord posé, la biomasse hétérotrophe se 

maintient égale a elle-même lors de la transition, ou si 

elle subit au contraire un lessivage partiel durant la 

croissance 1ithohétératrophe de la population autotrophe, 

ce qui ne ferait qu'appuyer notre hypothèse. 
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IV.1. Les capacités mixotropheat une Jonction de 

1 * envi ronnement. 

Lorsque noue fournissons a flquaspiriI lum 

autotroph!cum, précultivée en conditions hétérotraphes un 

substrat organique, de 1'H2 et du COx, tous en excès 

(chap. III. 1.1. et fig. I), cette bactérie ne réalise a 

aucun moment une croissance mixotrophe utilisant tous les 

substrats simultanément (pyruvate, H», CO»). 

En effet, la présence de substrat organique réprime le 

fonctionnement du métabolisme 1ithoautotrophe. Le système 

permettant l'utilisation de 1'K3 semble toutefois moins 

sensible que la RuBPCase, puisque l'H3«se est synthétisée 

dès les premières heures de la culture. Son action 

procure un léger gain a la bactérie, par rapport a une 

croissance purement hétérotrophe. Cependant, au sein mSme 

de cette première phase, l'Haase semble soumise a une 

régulation subtile (voir chap. IV.3.). 

Oe Cicco et 5tukus, en 196B, ont également observé des 

courbes diphasiques en soumettant HvdrQQenomonas eutropha 

(ftlcaljgenes.eutrophu») * des conditions mixatrophes. 

Avec des substrats comme l'acétate et le pyruvate, les 

courbes obtenues sont très semblables a celles que nous 

montrons sur la fig. I, et traduisent également un 

phénomène de répression de Ia RuBPCase (Stukus et De 
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Cicco» 1970). Le système d'utilisation de 1'H2, qui, 

Bel on ces auteurs, est déjà présent au cours de la 

première phase de croissance, ne permet pas, semble-t-il, 

de gain de biomasse significatif par rapport à une 

utilisation arganoheteratrophe du substrat organique. 

Contrairement à flquaspiri 1lum autotroph!cum, dont les 

aspects lithotrophe et autatrophe du métabolisme font 

preuve, au moins dans quelques conditions transitoires, 

d'une certaine indépendance l'un par rapport a l'autre, 

Alcali genes eutrophus a besoin de ces deux aspects pour 

tirer de l'énergie de 1'H2. En effet, en présence d'H» et 

de substrats tels que le tryptophane, 1'alanine, et la 

phenylalanine, cette bactérie réalise un gain de biomasse 

par rapport a une croissance organohétérotrophe. Mais 

alors, aucun plateau ne sépare les deux phases de 

croissance, ce qui suggère aux auteurs que les deux 

systèmes (1ithotrophe et autotrophe) fonctionnent durant 

la phase mixotrophe (De Cicco et Stukus 196G). Cette 

hypothèse se trouve confirmée par des dosages de 

l'activité de la RuBPCase en présence de ces différents 

substrats (Stukus et De Cicco 1970). Dans le rnSme sens, 

lorsqu'une culture autotroph© d'fllcaliqenes eutrophus est 

soumise a une adjonction de lactate, on constate un gain 

de biomasse plus important si on maintient une atmosphère 

contenant H» et CDa que si on remplace cette atmosphère 

par de l'air au moment où on ajoute le substrat organique 

(Rittenberg et Goodman 1969). riais, ici encore, la 

croissance mixotrophe implique la participation des deux 

systèmes de la 1ithoautotrophie. 
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Lorsqu'une culture d'flquaspiriHum autotroph!cum est 

soumise a dee conditions mixotrophes en présence d'une 

quantité l.i.ffiitante de substrat organique (chap. III. 1.2. 

et suivants et -fig. 2 et suivantes), noue assistons a une 

expression plus complète des potentialités: mixotrophes de 

cette bactérie. En effet, après une phase transitoire où 

seule l'oxydation d'Ha permet une augmentation de la 

'population, la bactérie consomme simultanément le 

substrat organique et tes substrats inorganiques (H3 et 

CO 9). 

Or, dans les environnements naturels, il semble que la 

plupart des substrats soient présents en concentration 

I imitante. 

Il n'est donc pas étonnant que le comportement d'un 

organisme soit différent si les concentrations en 

substrats sont limitantes ou non dans nos cultures. En 

1976, Harder et Dijkhuizen ont d'ailleurs montré que de 

nombreux phénomènes de diauxie observés en culture batch 

n'ont pas lieu quand les concentrations en substrats sont 

suffisamment basses (voir aussi chap. I.3. de ce 

travail). 

Certains travaux, effectués sur Thiobacillus novellus 

iPerez et Matin 198Oj Leefeldt et Matin 1980), illustrent 

bien ce phénomène. Ces études montrent que T. novel lus. 

croissant dans un environnement mixotrophe où les 

substrats (glucose et thiosulfate) sont en excès, réprime 

et inhibe certaines enzymes impliquées dans les 

métabolismes du glucose et du thiosulfate, de sorte que 
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le taux d'utilisation de ces substrats s'en trouve réduit 

par rapport aux taux d'utilisation hétérotrophe et 

autotrophe. Oe plus, cet organisme semble decoupler 

partiellement la production d'énergie a partir de ces 

substrats, ce qui peut paraître étonnant. Ces régulations 

impliquent que, malgré l'utilisation simultanée des deux 

substrats, ni le rendement ni le taux de croissance 

mixotrophes ne surpassent le rendement et le taux de 

croissance hétérotrophes. Par contre, en conditions de 

Limitation, les phénomènes de répression et de découplage 

n'ont pas lieu, ce qui permet une utilisation plus 

efficace des deux substrats. 

Selon Gottschal et Kuenen (1980 a ) , Thiobaci ̂  lue A2 

cultivé en présence d'acétate et de thiosulfate, en 

batch, n'utilise ces deux composés simultanément, que si 

l'acétate, qui réprime la synthèse des enzymes servant a 

l'utilisation du thiosulfate, n'est pas présent à une 

concentration trop élevée, nais la croissance cesse dès 

que tout l'acétate a été consommé, ce qui est dû à 

l'incapacité des cellules de fixer le CO* a ce moment-

la. (Ces auteurs ne précisent malheureusement pas si 

cette croissance présente un rendement meilleur qu'une 

croissance hétérotrophe). Par contre, sous conditions de 

double limitation par ce« substrats en chamostat, 11 

apparaît clairement que le rendement de la croissance 

dépasse la somme des rendements observés avec chacun de 

ces substrats séparément. 

Smith et al t. en 19B0, mentionnent eux aussi une 

croissance nixotrophe chez Thiobacillus fl2. en conditions 
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de double limitation par le glucose et Je thiosulfate. 

Bien que les régulations soient différentes chez 

flquaspiri1 luff autotrophicum. on constate que chez tous 

ces organismes, l'avantage de posséder dem capacités 

«ixotrophes n'apparaît véritablement que dans des 

conditions où au moins l'un des substrats impliqués est 

en concentration limitante. 

IV.2. La lithphétérotroohie. cas particulier de 

mJKotrophie. 

Notre travail établit clairement (chap. III. 1.1. et 

III.1.2.) l'existence d'un mode de croissance au cours 

duquel l'énergie tirée de l'H» permet un taux 

d'assimilation plus important du Substrat organique qu'en 

conditions organohétérotrophes. Nous avons appelé ce type 

de métabolisme "Iithonétératrophie"1. Au cours d'une 

telle croissance, tout le carbone provient du substrat 

organique, Ia fixation autotrophs de CO* n'ayant pas lieu 

(RuBPCase absente au éventuel lernent inactive). Un tel 

* Comme nous l'avons déjà mentionné, il convient de 
distinguer entre le métabolisme 1ithohétérotrophe, dont 
nous montrons qu'il ne s'exerce que transi toirement chez 
notre bactérie, et les conditions que nous appelons 
"1ithohétérotrophes" pour indiquer que nous ne 
fournissons pas de CO 3 a la culture. 
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mode de croissance semble §tre la règle chez certains 

Thiobacilles dont ThipbaqÉIfue perometabolis (Vishmac 

1974( Gottschal et Kuenen 19B0 b) . Ces organismes sont 

capables d'utiliser les composés réduite du soufre comme 

sources d'énergie, mais ne peuvent pas fixer le CO2, 

tirant par conséquent leur carbone de composés 

organiques. Chez certaines espèces du genre BeQQ y afroa. la 

présence de sulfure entraîne une diminution importante du 

taux d'oxydation de 1'acétate, ainsi qu'une augmentation 

du rendement de croissance. It s'agit donc probablement 

d'une croissance 1ithohétérotraphe, une fixation de CO* 

par les voies autotraphes n'ayant jamais été prouvée à 

l'intérieur de ce groupe <Larkin et Strahl, 1983). 

Ayant constaté l'existence d'une croissance 

1 ithohétérotrophe chez Aquaspiri 1 tuen autotroph!curo, nous 

avons tenté de créer des conditions où ce métabolisme 

pourrai t s'exprimer pleinement et durabtementi nous avons 

fourni de 1'H7 et de l'0a (mais pas de CO3) a une culture 

limitée par le pyruvate (chap. III.1.3. et fig. 4 ) . Notre 

but était de quantifier - le gain que procurait l'H», dans 

les conditions où le substrat est utilisé en permanence 

tout en permettant la synthèse de l*H3ase a un taux 

élevé. Nous avons alors découvert qu'ft. autotrophicumf en 

présence d'Ha, n'induit pas seulement «on Ha*i«, mai« 

aussi, et sans que du CO 3 ne soit amené de l'extérieur, 

ea RuBPCase. Ayant établi (chap. III.1.5.) que les 

cellules fixaient effectivement la C0 a dans ces 

conditions, nous ne pouvions pas mettre l'augmentation du 

rendement de 1 a croissance dans cette phase uniquement 
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cur le compte d'un métabolisme lithohétératrophe. M 

n'est donc pas possible, au moyen d'une telle culture* de 

mainteni r une croi séance 1i thohétérotrophe isolément de 

façon durable, et donc de l'étudier d'un point de vue 

quantitatif. Un moyen d'atteindre ce but serait de 

soumettre a ce m@me type d'expérience un mutant incapable 

de fixer le CO» par le cycle de Calvin mais ayant 

conservé les mêmes propriétés hétérotrophes que la souche 

sauvage, ainsi que 1 a capaci té d'oxyder 1'H3 (mutant 

1ithohétérotrophe)- Malheureusement, ce mutant n'a pas 

encore été obtenu. 

Pseudomonas qarboxvdoflavaT cultivée en batch, en 

présence de pyruvate et de CO, ou de pyruvate et d'H«, 

assimile une quantité plus importante de pyruvate que 

lors d'une croissance en présence de ce substrat seul 

(Kiessling et Meyer, 19B2). Chez cette bactérie, l'H9ase 

et la CO-oxydase sont constitutives, alors que la 

RuBPCase n'est synthétisée qu'en absence de substrat 

organique. Une telle croissance (substrat organique + H* 

ou substrat organique + CO), pendant laquelle ces auteurs 

ont montré que tout le carbone provient du pyruvate, peut 

donc être considérée comme 1ithahétérotrophe. Le gain de 

DO par rapport a 1'heterotrophic se monte a 7X en 

présence de CD* et a 357. en présence d'H». A titre de 

comparaison, nous obtenons, avec Aquasol ri H u m 

autotroph!cum, a l'issue de la première phase de la 

culture batch en conditions mixotrophes décrite au chap. 

III.1.1., un gain de 21X 
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Qn peut également conclure a une croissance de type 

1 ithohétérotrophe chez Thiobacillus f\2 en chemostat quand 

les concentrations dec substrats (acétate et thiosulfate) 

sont maintenues dans certaines limites (Gottschal et 

Kuenen I960 a ) . En effet, lorsque la concentration en 

thiosulfate est assez faible par rapport a la 

concentration en acétate, cet organisme cesse de fixer le 

CO3. 

Quant a nos études en chemostat sur la 

1ithohétérotrophie, elles ne concernent que des cultures 

limitées par le substrat organique. Des conditions de 

double limitation (par l'Ha et par le substrat organique) 

nous fourniraient-elles un deuxième moyen d'obtenir un 

équilibre Iithohétérotrophe? * 

En ce qui concerne Alcaliqenes eutroohus. Karst et 

Friedrich, en 1984, ont soumis cette bactérie a une 

transition de conditions hétérotrophes à des conditions 

1ithohétératrophes semblable A celle que nous avons 

décrite au chap. III.1.3. ft. eutrpphus réalise, du fait 

de l'adjonction d'Ha, un gain par rapport A 

1'organohétératrophie. Cependant, cas auteurs montrant 

que la RuBPCase est présente dans les deux conditions 

(hétérotrophe et 1ithohétérotrophe). De plus, si un 

mutant incapable de fixer le CO 3 par les voies 

* Le premier moyen, mentionné plus haut, consiste en 
l'utilisation d'un mutant incapable de fixer le CO n. 
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autotrophes est soumis à ta mtrne expérience, il ne 

réalise qu'un gain négligeable. Ce travail montre, comme 

ceux de De Cicco et Stukus (196B), Stukus et Oe Cicco 

(1970), et de Rittenberg et Goodman (1969), que, chez 

A.eutrophus. la présence de RuBPCase est nécessaire A 

l'augmentation du rendement de l& croissance en présence 

d'H* (même sans apport extérieur de CO 3). 

Ce type de transition soulève plusieurs questions. 

i) Premièrement, si l'on adopte le point de vue de la 

rentabilité, pourquoi le cycle de. cal vin intervient-il 

alors que nous ne fournissons pas de CO 3 a la culture? 

En effet, comparons les coûts énergétiques de la 

synthèse de triose-phosphate à partir de pyruvate par les 

deux mécanismes suivants: 

1"»> Le premier mécanisme implique la néoglucogentset 

1 pyruvate * 2 ATP •+ NADH > 1 triose-phosphate 

Si on considère que 1 NADH équivaut A 3 ATP 

que 1 FADH9 équivaut A 2 ATP 

et que 1 GTP équivaut A 1 ATPi 

1 pyruvate + 5 "ATP" > 1 trio»»-pho«phate 
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2°) Le second mécanisme comprend tout d'abord 1'oxydation 

du pyruvate via le cycle de Krebs et la respiration: 

1 pyruvate > 4 NAOH + 1 FADH3 + 1 GTP + 3 CO 3 

Autrement dit: 

1 pyruvate > 15 "ATP" + 3 CO 3 <a) 

Puis la fixation du CO» via le cycle de Calvin: 

3 CD 3 + é NADH + 9 ATP > 1 triose-phosphate 

Autrement ditt 

3 CO 3 + 27 "ATP" > 1 triose-phosphate <b) 

En additionnant (a) et <b>, on obtient: 

1 pyruvate + 12 "ATP" > 1 triose-phosphate 

Le premier mécanisme est donc nettement plus 

économique que le second. 



e« 

Comment la bactérie joue~t-elle avec ces deux 

mécanismes ? 

Il existe plusieurs manières d'approcher ce problème, 

et ces approches se complètent. 

Premièrement, il faudrait essayer de suivre dans cette 

phase 1i thohètèratrophe 1'activité de l'a-cétoglutarate 

déshydrogénase en fonction du temps; en effet« si une 

régulation avait lieu au niveau de cette enzyme dans le 

sens d'une diminution de son activité spécifique, cela 

indiquerait que 1'assimilation du carbone provenant du 

substrat organique prédomine alors sur son oxydation. 

Une seconde manière d'approcher le problème serait 

d'exécuter systématiquement, * intervalles réguliers a 

partir du moment où l*Ha est fourni À la culture, le test 

de fixation du CO 3 tel que nous le décrivons au chap. 

II.6. Utilisé de façon quantitative, ce test permettrait 

de visualiser a quel moment et dans quelles proportions 

la fixation autotrophe du COa a effectivement lieu dans 

la culture. 

Finalement, l'étude de la croissance en conditions 

1ithohétérotrophes d'un mutant incapable de fixer le CO3, 

serait probablement utile, également pour approcher cette 

question. 

En tous les cas, les fig. 4 b et 0 b nous apprennent 

que le rendement de croissance par rapport au pyruvate 

dans cette phase atteint rapidement une valeur maximale 

aux alentours de laquelle il se maintient jusqu'au 

changement de conditions. Bans être en possession d'une 
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évidence expérimental© qui prouverait l'existence d'une 

corrélation absolue entre l'évolution de ce rendement et 

la "combinaison métabolique" adoptée par la bactérie, 

noue pouvons toutefois considérer ce résultat comme une 

indication A ce sujet. La stabilité rapidement atteinte 

du rendement de croissance pourrait signaler en effet que 

la proportion définitive entre les deux mécanismes 

évoqués ci-dessus est elle aussi fixée dés les premières 

heures de la phase 1ithohétérotrophe. 

ii) La seconde question soulevée par ces resultate est 

la suivant«! théoriquement, la bactérie est en mesure 

d'assimiler tout le carbone provenant du pyruvate, 

puisqu'elle a la possibilité de fixer le COa libéré par 

l'oxydation de ce substrat. Pourquoi le rendement le plus 

élevé dans ces conditions 1ithohétérotrophes n'atteint-il 

que 7OX d'assimilation, que le substrat soit le pyruvate 

ou 1'acétate ? 

Plusieurs hypothèses sont licitesi 

- Le Ks de la bactérie pour le CO 3 est élevé. 

- La bactérie excrète des composés organiques en 

quantité non négligeable. 

- Le X en carbone de la matière cellulaire change quand 

on passe des conditions hétérotrophes aux conditions 

1i thohétérotrophes. 
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En parcourant la littérature, nous nous sommes «perçue 

que la proportion de carbone provenant d'un substrat 

organique assimilée, varie beaucoup selon l'organisme 

étudié et les conditions de culture (taux de dilution en 

particulier): 

Alcaliqenes eutrophus. cultivé en chemostat (Karst et 

Friedrich 19B4), assimile 4OX du substrat organique (ici 

le succinate), en conditions heterotrophics. Dans ces 

conditions, le rendement varie peu en fonction du taux de 

dilution. Lorsque de 1'H9 est fourni, le rendement passe 

a BOX pour un taux de dilution de 0,05 h - 1 et a 95X pour 

un taux de dilution de O,12 h - 1. Ce rendement dépasse le 

rendement maximum théorique (J.G. Kuenen, coram, pere.). 

Chez Thiobacillus A2. en culture continue limitée par 

l'acétate, Gottschal et Kuenen (19BO a) trouvent que 42% 

du substrat organique sont assimilés. Lorsque du 

thiosulfate est mis Â disposition de la bactérie, celle-

ci assimile jusqu'à 7OX du substrat organique selon le 

rapport des concentrations d'acétate et de thiosulfate 

utilisé et pour un certain taux de dilution. Selon le 

taux de dilution et pour un rapport optimal des deux 

substrats, l'assimilation atteint 76X II est intéressant 

de noter qu'en présence de proportions acétate / 

thiosulfate qui permettent une fixation de C0», la 

quantité d'acétate assimilée n'augmente que de 4X au 

plus, par rapport a une croissance sans fixation de CQ2. 
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Avec flquaspirillum autotrophicum. nous n'avons pas de 

données expérimentales concernant la variation des 

rendements de croissance en fonction du taux de dilution. 

Néanmoins, le modèle mathématique élaboré par Marco 

Pagni au cours de son travail de licence montre que le 

rendement de croissance varie en fonction du taux de 

croissance (et par conséquent du taux de dilution*. 

La quantité de matière organique excrétée, elle aussi, 

varie avec le taux de dilution. Les travaux de Perez et 

Matin, effectués sur Thiobacillus novellus en 1982, ont 

montré que cet organisme excrète jusqu'à 167. de la 

biomasse synthétisée, sous forme de composés organiques 

d'identi tè inconnue, lorsqu'i1 est cul tivé en chemostat, 

en conditions autotrophes. Cette proportion diminue a des 

taux de dilution plus élevés. Quand on lui fournit de la 

biotine a la place d'extrait de levure, cette bactérie 

peut excréter jusqu'à 40% de la biomasse synthétisée ! 

(il s'agit probablement d'un cas extrême). 

Quant à la proportion de carbone dans la matière 

sèche, nous l'avons considérée comme constant« (nous 

avons fait nos calculs de rendements Avec la valeur de 

SOX, moyenne traditionnellement admise). 

On peut alors se poser la question d'un éventuel 

changement de la teneur en carbone des cellules selon le 

métabolisme qu'elles adoptent. 
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Chez fllcaliqenes eutroohus. par exemple, le carbone 

représente 47X du poids sec* en conditions heterotrophic 

comme en conditions mixatrophes (Karst et Friedrich 

1784). 

Chez Thiobacillus AZ. la teneur en carbone est de 497., 

que le substrat utilisé soit l'acétate ou le thlosuHate, 

ou bien les deux ensemble (Gottschal et Kuenen, 19G0 a ) . 

D'autre part, chez le mt*me organisme, cette proportion a 

été estimée par d'autres auteurs (Smith et al. 1980) a 

44,47. si le facteur limitant était le thìosulfate, a 

44,BX si le glucose limitait Ia croissance, et a 42.67. en 

conditions de double limitation. 

Nous n'avons pas trouvé d'étude qui mentionnerait des 

différences assez importantes dans la teneur en carbone 

des cellules, pour rendre compte du phénomène qui nous 

occupe ici. 

IV.3. Régulations agissant sur les enzymes de la 

1ithoautotrophie. 

Dans'aucune de nos expériences, nous n'avons décelé de 

capacité d'oxyder I*Ha chez des cellules cultivées en 

absence de ce gaz. Ce gaz semble donc jouer un rôle 

d'inducteur de l'Haase, comme le suggèrent déjà les 

travaux d'Aragno et Schlegel (1978 b ) . Tous les résultats 
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obtenus jusqu'à présent vont en effet dans ce sens et, 

bien qu'une évidence directe ne puisse pas encore ©tre 

fournie, nous assumerons que l'Haase est induite 

(directement ou indirectement) par la présence d*Ha ». 

L'H2ase est également inductible chez Rhizobium 

japonicum (Maier et al. 1979). Au contraire, chez 

Alcalioenes eutrophus (Friedrich et al. 1981) Friedrich 

1982), les Haâses sont synthétisées (mSme en conditions 

hétératrophes) cous l'effet d'une 1 imi tation en énergie. 

Une troisième situation caractérise Pseudpmonas 

carbQHVdof}ava, où l'Haase semble constitutive (Kiessling 

et Meyer, 19B2). 

Il est difficile de savoir si le CO» intervient dans 

l'induction de cette enzyme chez Aquasoiri11um 

autotroph!cum, car même dans les conditions où nous avons 

suivi l'induction en appareil de Marburg sans introduire 

de CQ 3 dans la phase gazeuse (chap. III.l.ù.), le« 

cellules étaient susceptibles d'en produire par oxydation 

de substrats endogènes. Toutefois, le résultat suivant 

est clair: quand l'induction a lieu en Marburg, la 

vitesse de synthèse et le niveau d'activité enzymatique 

atteint sont l'une comme l'autre fortement augmentés par 

l'apport de CO^. Mai er et al.. en 1979, ont mis en 

évidence un phénomène semblable chez Rhizobium japonicum. 

1 La mise en évidence de l'Haase en fonction de la 
présence au de l'absence d'Ha par réaction immunitaire 
constituerait, a notre avis, un moyen d'obtenir cette 
évidence. 
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Cela s'explique-t-i1 simplement par le fait que le COz 

constitue une source de carbone, dont la cellule profite 

pour synthétiser l'M^ase, ou bien s'agit-il réellement 

d'une régulation au nivtiu de Ia synthèse de cette 

enzyme, régulation due au fonctionnement du cycle de 

Calvin ? 

Les deux phénomènes agissent probablement ensemble. En 

effet, lors des transitions de conditions 

1ithohétérotrophes à mi«atrophes (chap. III.1.3., 

III.1.4., 111.1.7.), ainsi qu'au cours de la culture 

batch mixotrophe (chap.III.1.1.>, le niveau d'activité de 

l'Hase triple & partir du moment où le cycle de Calvin 

est indispensable a une augmentation du rendement de 

croissance. 

Ces observations nous incitent à émettre l'hypothèse 

d'une stimulation de la synthèse de l*H9ase par le besoin 

de NftDH et/ou d'ATP, dont le cycle de Calvin est grand 

consommateur. 

Il est utile de rappeler a ce propos, que ni chez 

flquaspiri1lum autotrophicum. ni chez Rhizobium Japonicum. 

le COa n'agit comme stimulant de l'activité de l'Huas« 

(Aragno et Schlegel 1978 bj Mai er et al. 1979). IMe telle 

stimulation de l'activité de l'Haase par le CO 9 a été 

mise en évidence par Bartha en 1962 et est connue sous le 

nom d'"effet Bartha". 

Quand l'Haase est induite, la RuBPCase apparaît 

toujours a sa suite, qu'il y ait ou non un apport 
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extérieur de CO*. Le CO 3 n'est donc pas l'inducteur de la 

RuBPCaBe. A ce propos, nous attirons l'attention sur Ie 

fait que, même en conditions organahétérotrophes, du C0 a 

est constamment libéré par les processus d'oxydation du 

substrat organique. 

Le délai d'apparition de la RuBPCase dépend des 

conditions. Dans les cas où du substrat organique est 

présent continuellement mais en concentration non 

réprimante (chap. III.1.2., III.1.3., 111.1.4.,111.1.7.), 

elle apparaît quelques heures après l'Haase. Dans le cas 

où le substrat est d'abord en concentration réprimante, 

puis totalement absent (chap. III. 1.1.), le délai grandit 

(10-12 heures). 

D'autre part, la RuBPCase apparaît, sans l'Haase, lors 

de la croissance de notre bactérie sur le formiate (ce 

composé sert de source de carbone et d'énergie, en 

présence d'air, donnant lieu a une croissance 

chtmiaorganoautotrophe). Chez Rhizobium japonicum 

également, une activité de la RuBPCase n'a été observée 

que dans des cellules où l'H»ase était induite (Simpson 

et al• 1979), ou bien en présence de formiate (Manian et 

G'Gara 1982). 

De plus, Eric Droz, au cours de son travail de 

.licence, a isolé un mutant d'flquaspin1lum autotroph!cum 

dépourvu d'H^ase. En présence d'H3, O 9, et CO2* ce mutant 

est incapable de se développer. Par contre, il pousse 

normalement sur formiate (résultat non illustré), ce qui 

indique que la RuBPCase est présente dans ces conditions. 



92 

Ces résultats montrent que 1'H3, pas plus que le CO», 

n'est l'inducteur de la RuBPCase, et que les synthèses 

des drux enzymes <H*a«e et RuBPCase) ne sont p»e soumises 

à un déterminisme commun qui agirait au niveau génétique 

topéron commun par exemple)• 

Nous n'avons que très rarement décelé de très faibles 

activités de RuBPCase dans les premières heures de 

certaines cultures en croissance hétérotrophe <voir par 

exemple fig.l). Cette activité, probablement présente 

dans 1 * inoculum (hétérotrophe), disparai ssai t 

complètement au bout de quelques heures. Il faudrait 

faire des dosages systématiques de l'activité de la 

RuBPCase dès la fin de la phase exponentielle et pendant 

la phase stationnaire d'une culture batch hétérotrophe, 

afin de voir si la privation totale en source de carbone 

est en mesure de déréprimer cette enzyme, ou si nous 

sommes devant un artefact. 

En tous les cas, une limitation en carbone telle 

qu'elle s'établit dans les cultures continues limitées 

par le substrat organique <chap. III.1.3. par exemple), 

ne suffit pas a provoquer l'apparition de la RuBPCase. 

car alors on devrait déjà en mesurer l'activité lors de 

l'équilibre hétérotrophe. 
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En fait, le même type de lien semble exister entre la 

RuBPCase et l'Haase d'une part, et entre la RuBPCase et 

la formiate déshydrogénase d'autre part. On peut donc se 

demandar si la proportion de NADH et/ou d'flTP, résultant 

tous deux de l'oxydation de l'Ha et du formiate, 

n'intervient pas d'une manière quelconque dans la 

régulation de la synthèse de la RuBPCase. 

On pourrait» bien que cela demande a 8tre confirmé 

ultérieurement, cerner les conditions d'apparition de la 

RuBPCase dans l'idée suivante: besoin de ,carbons d'une 

part, énergie disponible d'autre part (rendue disponible 

grâce a l'induction de l'H9ase au de la formiate 

déshydrogénase). 

Friedrich, en J982, arrive au mBme concept pour 

AlCB\$ penes eutroohus. Toutefois, il dispose de données 

expérimentales plus variées que nous. 

Le temps nous a malheureusement manqué pour étudier la 

fuixotrophie en présence d'un grand nombre de substrats. 

Il s'avère pourtant qu'une telle étude serait utile, 

puisque nous observons une différence importante dans le 

comportement de la synthèse de la RuBPCase selon que le 

pyruvate ou l'acétate sert de substrat organique en 

mixotrophie (chap. 111.1.3. et 111.1.7.). Il ressort 
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également des travaux effectués avec Alcali genes 

eutrophuB, que le type de substrat organique influence le 

comportement physiologique et enzymatique de cette 

bactérie (De Cicco et Stukus 196Bf Rittenberg et Goodman 

Î9fa9i Stukus et De Cicco 1970» Friedrich et al. 19B1| 

Friedrich 1982). Rappelons aussi à cet égard les 

observations de Aragno et Schlegel (1978 b> sur les 

différentes vitesses d'induction de l'H^ase en fonction 

du substrat organique fourni aux cellules. 

Nos résultats montrent que, lorsque le pyruvate sert 

de substrat organique» la RuBPCase d'Aquaspiri11um 

autotroph!cum ne répond en aucune manière a l'adjonction 

de COa <fig. 4 a par exemple). Par contre, dans des 

conditions 1ithahétérotrophes avec l'acétate comme 

substrat organique (fig. 8 a ) , le niveau de l'activité de 

cette enzyme est environ 2,75 foie supérieur au niveau 

observé dans les conditions Iithohétérotrophes avec le 

pyruvate comme substrat organique (0,08 pmoles CO 3 / min 

x aprati - A la suite de l'adjonction de CO^t la reportée 

est très nettei l'enzyme rejoint ce niveau. En conditions 

lithohétérotraphes avec l'acétate, le test de fixation de 

CO» (chap.II.6.) est positif . Toutefois, son aspect non 

quantitatif nous interdit de comparer les valeurs que 

nous obtenons avec d'une part des cellules se développant 

sur pyruvate et d'autre part de« cellules se développant 

sur acétate. 

Jl est intéressant de remarquer la rapidité de la 

réponse a l'adjonction de CO». En deux heures, le niveau 
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de l'activité enzymatique diminue de moitié t+ iQ- S a* -

Il ne 5*agit donc probablement pas d'un arrêt de synthèse 

suivi d'une dilution de l'enzymej en effet, si c'était le 

cas, il faudrait attendre six à huit heures (compte tenu 

de la faible croissance durant les heures qui suivent 

immédiatement l'adjonction de COaI, pour réduire de 

moitié l'activité présente au moment du changement de 

conditions. Le CO» semble donc provoquer (directement ou 

indirectement) une inhibition non réversible dans les 

conditions du test (chap. 11.5.), pour autant que 

l'enzyme se trouve a un niveau d'activité plus élevé que 

0t08 ymol es / min x ng^Di' 

On ne peut toute-fois pas écarter d'emblée l'hypothèse 

d'un arrêt de synthèse accompagné d* une destruction 

rapide de l'enzyme par l'action du turnover, qui serait, 

dans ce cas, suffisamment rapide pour provoquer la 

disparition de la moitié de l'activité en deux heures 

environ. 

Il semble qu'une telle régulation du niveau de 

RuBPCase par la concentration de CO 3 sait un phénomène 

assez répandu. Une augmentation de l'activité de cette 

enzyme en corrélation avec la diminution de la 

concentration de CO» a été observée par exemple chez 

Rhodospirillum rubrum (Sarles et Tabita 1983), 

fllcaljqenes eutrophus (Friedrich 19B2), Thiobaci!lus 

neapolitanus (Beudeker et al. 1980), Anacvstis.nidulans 

(Karagouni et Slater 1979) et Pseudomonas oxalaticus OKI 

(Oijkhuizen et Harder 1979). 
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En revanche, 1'acétate (ou son,uti1isation) semble 

stimuler cette activité, par comparaison avec 

l'utilisation du pyruvate. Commun*ment, c'est la voie du 

glyoxylate qui sert a assimiler l'acétate. Or, cette voie 

libère plus de COa que Ie cycle de Krebs intégral. Comme 

le CO^ semble avoir un effet lnactivateur, il y aurait A 

première vue une contradiction a ce qu'une voie qui 

libère plus de ce gaz stimule l'enzyme. Il faut noter 

cependant, que nous n'avons pas d'évidence expérimentale 

de l'utilisation de l'acétate par la voie du glyoxylate. 

D'autre part, Gottschal et Kuenen <1980 aï ont remarqué 

que Thiobacillus A2 utilise l'acétate par une voie 

inconnue. 

Dans l'état actuel des recherches sur flquaspiri1lum 

autotroph!cum, il nous est très difficile d'émettre des 

hypothèses sur le type et le mécanisme de régulation 

intervenant ici. 

Nous avons étudié un autre aspect de la régulation des 

enzymes de la 1ithoautotrophie chez Aquaspirillum 

autotroph!cum: il s'agit de 1"effet des substrats 

organiques cur le niveau d'activité de ces enzymes <chap. 



97 

111.2.). Il s'avère que plue la concentration de substrat 

organique est élevée dans le milieu qui alimente la 

culture continue, plus l'effet est impartant, que la 

concentration soit limitante au non de l'aspect 

hétérotrophe de la croissance. Ceci montra que ça n'est 

pas la concentration de substrat en contact avec les 

bactéries qui agit cur lea enzymes da la 

1ithoautotrophie, «aïs bien la taux de fonctionnement du 

«étabolisare hétérotrophe. La bactérie tend a faire 

fonctionner celui—ci au maximum, réprimant 

proport i onnel 1 einent ses fonctions 1 i thoautatrophes. 

Au début de la culture batch mixotrophe (chap. 

III. 1.1.), l'allure que revSt l'induction de l'H3ase 

semble également révéler ce phénomène. En effet, cette 

courbe comporte un palier qui correspond peut—être A la 

durée pendant laquelle le taux de consommation du 

substrat organique est constant, c'est-à-dire pendant la 

phase de croissance exponentielle. 

Ces résultats confirment l'idée déjà formulée par 

Aragno et Schlegel (1978 b ) , selon laquelle 

A.autotrophicum est une bactérie a "préférences" 

hétératrophes. En effet, ces auteurs avaient constaté 

d'une part que les enzymes des voies hétératrophes sont 

constitutives, et d'autre part que la croissance sur 

gluconate ou citrate de cellules précultivées en 

conditions autotrophes se déroulait à la mPme vitesse en 

présence d'air ou d'un mélange d'Ha et d'09. De même, 

lorsque du pyruvate est fourni d'un coup a une culture 
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autotrophe, le taux de croissance change immédiatement 

pour rejoindre la valeur du taux de croissance 

hétérotrophe avec pyruvate. 

Vont également dans le sens d'une prédominance 

hétérotrophe chez notre bactérie, les résultats de la 

culture batch en conditions mixotraphes décrite au chap. 

III.1.1. 

En ce qui concerne l'H9ase, nous avons établi la 

preuve que l'assimilation du pyruvate entraîne une 

répression de l'enzyme et non une inhibition de son 

activité (chap. 111.2.3.). 

Quant a la RuBPCase, par contre, nous n'avons pas de 

données qui nous permettraient de trancher. Nous pouvons 

tout au plus exclure une action directe (de molécule a 

molécule) du pyruvate sur cette enzyme. En effet, le test 

d'incorporation de NaH1^COs (effectué sur des cellules 

congelées) donne des résultats identiques en présence de 

IO mM pyruvate et en absence de ce substrat (résultat non 

illustré). 

Chez Rhizobium iaponicum. le succinate empêche 

l'induction de l'H^ase et de la RuBPCase <fiimpson et, al. 

1979). 
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Pour conclure, nous pouvons résumer ainsi nos 

connaissances sur les régulations des fonctions de la 

1ithoautotraphie chez Aquaspiri1lum autotrophîcum: 

- Nous pouvons assumer, avec une très -faible probabilité 

de nous tromper, que l'Haase est inductible, la présence 

d'Ha s'avérant nécessaire a l'apparition d'une activité 

d'oxydation de ce gaz. 

- Les conditions d'apparition de la RuBPCase semblent 

réunies 1orsqu'un besoin de carbone se fait sentir, alors 

que la cellule est A même de se procurer de l'énergie. 

Nos données ne nous permettent pas d'établir quel 

mécanisme (induction, derepression) est responsable de la 

synthèse de cette enzyme. 

- Les deux enzymes sont fortement réprimées par 

l'utilisation de pyruvate, la RuBPCase étant plus 

sensible à cette influence que l'Haase. En revanche, des 

cellules qui se développent en condition de limitation 

par le substrat organique, montrent une activité de la 

RuBPCase plus élevée si ce substrat est l'acétate que 

s'il s'agit du pyruvate. L'H^ase n'est pas affectée par 

cette di f fPrence de substrat. 

- En présence de CO», la quantité d'H,aee obtenue et la 

vitesse d'induction de cette enzyme sont plus élevées 

qu'en absence de ce gaz. 

- Alors qu'en présence de pyruvate comme facteur 

limitant, le niveau de RuBPCase n'est pas affecté par 

l'adjonction de CO a, cette adjonction a pour effet de 

diminuer ce niveau d'un facteur approchant 3 lorsque 
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l'acétate est te facteur limitant. 

L'effet du COa sur l'activité ou la synthèse de la 

RuBPCase demande à être étudié plus profondément par la 

gui te. 

IV.4. Aspect ecologi Que. 

Nous avons déjà touché, bien qu'indirectement, a 

l'aspect écologique par le simple fait d'étudier la 

mixotrophie chez une bactérie et l'effet de transition 

environnementales sur le comportement de l'organisme. 

Cependant, il nous semblait intéressant de tester de 

manière concrète la réalité d'un avantage compétitif 

conféré par la lithotrophie. Nous avons donc mis en 

compétition le type sauvage d'AquaspirilI urn autotroph!cum 

et un mutant de cette bactérie, dépourvu de la capacité 

d'oxyder 1'H3 (chap. III.4). 

Nous remarquons qu'en conditions hétérotrophes et 

1i thohétérotrophes (le substrat organique étant 

limitant), les deux populations se côtoient en 

"s'ignorant**. En effet, pendant la phase hétêrotrophe, 

elles sont à égali té quant a leur efficacité vis-à-vis du 
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substrat organique. La capacité d'oxyder I'Ha * ne 

représente donc pas une surcharge énergétique pour le 

type sauvage en conditions hétérotrophee (eie d'une 

synthèse de l'enzyme en conditions heterotrophics). Ce 

résultat appuie l'hypothèse de 1'inductibiIité de l'H3ase 

en présence d*Ha. 

L'Ha confère un léger avantage au type sauvage, dont 

la population augmente en proportion, maie n'élimine pas 

pour autant le mutant. C'est seulement lorsque du COa est 

fourni a la culture que le mutant est éliminé, ce gaz 

constituant une source non limitante de carbone pour le 

type sauvage. 

Cette expérience montre que la possibilité d'oxyder 

l'Ha procure un réel avantage compétitif a flouasoiri H u m 

autotroph!cum face à un mutant de la même espèce ayant 

perdu ses capacités 1ithotrophes. 

1 Nous ne parlons pas ici de l'aptitude a fixer le 
COa, puisque le mutant a gardé cette propriété} les deux 
populations sont sur ce point à égalité. 
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C O N C L U S I O N 

Les résultats que comporte ce travail concernent 

principalement la physiologie d'Aquaspiri11um 

autotrophicum. Ce tableau physiologique peut ©tre 

complété infiniment, car chaque résultat soulève de 

nouvelles questions (voir chap. IV). Nous avons déjà cité 

(chap. IV) plusieurs possibilités de recherche 

ultérieure: 

- Répétition de certaines cultures continues avec divers 

mutants. 

- Utilisation d'autres substrats organiques que le 

pyruvate et l'acétate, et l'influence de cette 

uti1isation sur le metaboiisme 1ithoautotrophe. 

- Cultures continues limitées par l'Ha ou le CO*, ou 

double limitation par l'Ha et le substrat organique. 

- Influence du taux de dilution sur l'utilisation des 

substrats. 

- Etude d'autres activités enzymatlques, par exemple la 

phosphoribulokinase (plusieurs régulations du cycle de 

Calvin ont lieu à son niveau (Leadbeater et Bowien 1934; 

Dijkhuizen et Harder 1994); ou bien 1'a-cétoglutarate 

dehydrogenase (indication sur 1 ' importance de 

l'oxydation des substrats organiques par rapport a leur 

assi milation). 
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De plus, parmi nos résultats, ceux qui touchent plus 

précisément a la régulation des enzymes de la 

1ithoautotrophie, pourraient inciter à entreprendre una 

étude de génétique moléculaire. Un autre tableau s'en 

dégagerait alors, permettant de répandre A des questions 

du typet 

- Combien y a-t-il d'exemplaires de certains gènes ? 

- Où sont-ils situés les uns par rapport aux autres ? * 

- Sont-ils tous fonctionnels 7 

etc 

De telles études sont en cours sur Alcaliqenes 

eutrophus (Andersen et al. 1981; Friedrich et al. 19Bl; 

Friedrich et al. 1984( Hogrefe et al. 19B4). 

Cependant, les mécanismes biochimiques de régulations 

proprement dits appartiennent a un domaine d'étude qu'on 

pourrait qualifier d'intermédiaire entre la physiologie 

et la génétique. Font partie de ce domaine les questione 

qui concernent par exemple le mécanisme par lequel 1'H3 

déclenche l'induction de l'Haase chez flquaspiri1lum 

autotrophÊcum,. A notre connaissance, parmi las recherches 

effectuées sur les hydrogénobactéries, peu ont trait 

* Nous avons testé la présence de plasmides chez 
flquaspiri1lum autotroph*cum (résultat non illustré). Nous 
n'en avons jamais décalé, ce qui concorde avec les 
résultats de Gerstenberg et al. (19G2). 
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directement à ce domaine qui, il est vrai, -fait appel à 

des techniques nombreuses et variées (utilisation de 

systèmes acellui aires. traceurs radioacti fs, purification 

et caractérisation de protéines, comparaison avec des 

mutants, isolement de fragments d'ADN, travail avec ces 

fragments, etc....; voir, comme exemple, Ie cas fameux de 

1'opéron lactose chez Escherichia coli). 

Finalement, les données acquises au cours d'un tel 

travail, puisqu'elles nous renseignent directement sur la 

physiologie et sur la nutrition de la bactérie étudiée, 

débouchent inévitablement sur des questions d'ordre 

écologique. L'on va donc s'interroger sur les 

interactions entre cet organisme et son environnement 

(physico-chimique ou biologique). 

Surgit alors le problème suivant) comment étudier 

l'écologie d'une bactérie 7 En effet, lorsqu'on a isolé 

un organisme, celui-ci n'est plus dans son milieu; or ce 

sont précisément les relations entre cet organisme et son 

environnement qui nous intéressent. 

L'on aura donc recours a des études telles que mise en 

compétition de deux au plusieurs organismes en culture 

contìnue, dont les travaux effectués sur divers 

Thiobacilles nous fournissent quelques exemples (voir la 

revue de Kuenen et al. 1985). 

Il faut toutefois garder en conscience que des études 

de cette sorte concernent également des souches isolées, 
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et que le chemostat ne peut en aucun cas reproduire un 

milieu naturel (Jannasch 1974), puisqu'un tel 

environnement suppose des conditions physico-chimiques 

non constantes, une distribution inhomogène de cellules, 

une composition diverse et variable des espèces, e t c . . 

Oe plus, il n'existe aucun équivalent pour le tau« de 

dilution dans une population naturelle (Jannasch 1974), 

les forces qui éliminent les cellules au sein d'une telle 

population étant individuel lernent sélectives 

(sédimentation, sporulation, mort, etc...). Qr, si 1'on 

met en compétition plusieurs organismes dans un 

chemostat, une élimination des cellules sans 

discrimination a lieu par la dilution, et ce qui en 

résulte n'est qu'une sélection de l'organisme dont la 

croissance est la plue rapide dans ces conditions. 

Autrement dit, il faudra veiller a ne pas éclairer 

l'écologie sous le seul angle de la compétition, ce qui 

peut devenir particulièrement tentant quand on aborde ce 

domaine avec l'outil du chemostat. 

Pour conclure, nous dirons qu'il est assez facile de 

concevoir une suite physiologique a ce travail A partir 

des résultats qu'il comporte, le chemostat restant alors 

l'une des techniques de choix. Quant aux autres 

directions* nous nous sommes contentée de les évoquer, 

puisque les démarches précises qui permettraient de s'y 

engager ne découlent pas directement de nos résultats. 
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FIGURES 



F ìqure 1 

Culture batch d'AQuaspirillum autotrophicum (inoculum 

h£t*rotrciphe). 

Conditions mixotrophest ò mH pyruvate 

857. Ha, 5X Qa, 10¾ CQ 3 

Ut pinoles '^CQa / min 
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Fiqure 2 

Culture continue d'Aquaspiri1lum autotroph!gum (inoculum 

hétératrophe», limitée par le pyruvate (concentration 

dans la culture <3 uH dès l'équilibre hétérotropheï. 

Transition de conditions hétérotrophesi 

6 mM pyruvate 

857. N3, 5¾ 0», 10¾ CO» 

a des conditions miKotrophesi 

ò mM pyruvate 

SSX H,, SX O9, 10X CO* 

Ut pmoles **C0a / min 
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Figure 3 

Cultura continue d'flguaepiri1lum autotrophicum (inoculum 

hétérotrophe) limité« par I« pyruvate (concentration dans 

la culture <3 uM d*s l'équilibre hitérotropheJ. 

Traneition de conditions hétérotrophes sans CO*t 

6 mM pyruvate 

95X N a, 57. 0» 

à des conditions hétérotrophes avec CO3I 

6 mM pyruvate 

BSX N», 5X 0,, 10,7. CO» 

puis A des conditions fflixotrophest 

6 mM pyruvate 

057. H a, 57. 0», 10y. C0 a 

Ui pmoles **C0;» / min 
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F i a u r e 4 a 

C u l t u r e c o n t i n u e d ' f l q u a s p i r i 1 l u m a u t o t r p p h i c u m ( i nocu lum 

h é t é r a t r o p h e ) , l i m i t é e pa r l e p y r u v a t e ( c o n c e n t r a t i o n 

dans l a cuve <3 y l l dès l ' é q u i l i b r e h é t é r a t r o p h e ) . 

T r a n s i t i o n de c o n d i t i o n s h é t é r o t r o p h e s i 

6 fnfl p y r u v a t e 

95X N 3 , 5X 0 , 

a des c o n d i t i o n s 1 i t h a h é t é r o t r o p h e s i 

& mM p y r u v a t e 

957. Haj 5X 0B 

puis a des conditions mixotrophes: 

ò mM pyruvate 

B5X H»„ SX G», 10X CO3 

Ui patoles "*C0a / min 
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Fiorire, 4,, b 

Expérience présentée a le fig. 4 ai 

courbe de croissance lissée et évolution du rendement de 

la croissance par rapport au pyruvate. 

o o DO 

rendement 

Abseisset temps <h> 

Ordonnée de gauchet DO 

Ordonnée de droitei rendement de la croissance 

(DO / mole pyr.ï 
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Figure 5 

Culture continue d'flouaspirillum autotrgphicum (inoculum 

hétérotrophe), limitée par le pyruvate {concentration 

dans la cuve <3 prt dès le début du petit plateau). 

Transition de conditions 1ithahétérotraphee: 

ò mM pyruvate 

95X Ha, 5X 0* 

a des conditions mixotrophes: 

6 mH pyruvate 

esx H3, sx O2, îox co» 

U: pMOle 1 4CD 3 / min 
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F iaure 6 

Incorpora t ion de **COa par des c e l l u l e s d ' f lguagpir i1 turn 

auto t roph! cun) f ra îchement r é c o l t é e s , c u l t i v é e s en 

cond i t ions I i t h o h é t é r o t r o p h e s . 
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Fiqure 7 

Induction de l*Hsase d'Aq^aspiri 1 lum autotroph^cupi 

Ai sn absence de CO 9 (phase gazeuset 95X H a, SX GB> 

Bi en présence de CO 3 (phase gazeuse: 

'857. H», SX Qa, 10X CO3) 

Les cellules ont été cultivées en conditions 

heterotrophics avec le pyruvate, lavées et resuspendues 

dans du milieu minéral de base. 
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Figure 8 a 

Culture continue d'ftouaspir^1lum autotrophicum (inoculum 

hétérotrophe), limitées par l'acétate (indècelable dès 

l'équilibre hétérotrophe). 

Transitions de conditions hétérotrophesi 

12 mtl acétate 

9SX N9, 57. 0, 

è des conditions 1ithohétérotrophest 

12 mtl acétate 

95% H,, 57. O9 

puis & des conditions mixotrophes: 

12 tnli acétate 

957. H31, SX O=,, 10X CO9 

Ut uffiolee *4C0K / min 
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Figura B b 

Expérience présentée * la fig. Q a: 

courbe de croissance lissée et évolution du rendement de 

1« croissance par rapport â l'acétate. 

o o 00 

rendement 

Abseisseï temps (h) 

Ordonnée de gauche: OQ 

Ordonnée de droite: rendement de la croissance 

(DO / mole ac.) 
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Figura 9 

Activités de l'Hzase et de la RuBPCase dans des cellules 

d'ftcTuasoifilium autotrophlcum prélevées aux différents 

équilibres d'une culture continu* mixotrophe limitée par 

l'azote, en fonction de la concentration de pyruvate 

fournie à cette culture. 
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t RuBPCase 



100 

6 8 10 
Pyruvate (mM) 



Figure lu 

Culture mixte d'AouaspÊri H u m autotroph! cum type sauvage, 

et d'un mutant de cette bactérie, incapable d'oxyder 

l'Ha* Culture continue limitée par le pyruvate 

(concentration dans ta cuve <3 pH dés l'équilibre 

hétérotrophe). 

Transition de conditions hétérotrophesx 

6 mfl pyruvate 

9SX N 3, 5X 0» 

à des conditions Iithohétérotraphest 

ù mM pyruvate 

95X Ha, 5X O* 

puis a des conditions mi«atrophes: 

6 mM pyruvate 

857. H a, SX O 9, 1OX CO 3 

Le X d'autotrophes est donné par le rapport du nombre de 

cellules autotrophes (colonies de taille normale sur 

milieu autotrophe) au nombre total de cellules (colonies 

de taille normale + colonies minuscules sur milieu 

autotrophe). 

Le nootbre de cellules est donné par le nombre de colonies 

se développant sur milieu au pyruvate. 
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FiQure 11 

Culture batch d'Aouaspirilium autotroph!cum (inoculum 

lithoautotrophe), en conditions 11thoautotraphe« <B5X H», 

SX O1, 10% CO 9). 

Pyri adjonction de pyruvate (concentration finalet 

10 AiH). 
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Figure 12 

Appareillage de culture et collection d'échantillons. 

(Schéma selon Aragno et Schlegel, 1981, modifié). 





Figur« 13 

Dispositif de -filtration servant Â stériliser 

d'importantes quantités de milieu. 

At récipient avec entrée d'air comprimé 

Bt filtre amiante 

Ct récipient A milieu 




